UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Zentrum fir Innere Medizin

II1. Medizinische Klinik und Poliklinik (Nephrologie/Rheumatologie/Endokrinologie)

Prof. Dr. med. Tobias B. Huber

Elektronenmikroskopische Untersuchung zur Wirkung des loslichen
Aktivin-Rezeptors Typ IIB (sActRIIB) in verschiedenen Krankheitsbildern

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin an der Medizinischen Fakultét der
Universitdt Hamburg

Vorgelegt von:
Jennie Lisa von der Heide

geboren in Henstedt-Ulzburg

Hamburg 2024



Angenommen von der

Medizinischen Fakultiit der Universitit Hamburg am: 14.01.2025

Veroffentlicht mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultit der Universitit Hamburg.

Priifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. Catherine Meyer-Schwesinger

Priifungsausschuss, zweite/r Gutachter/in: Prof. Dr. Tobias B. Huber



Inhaltsverzeichnis

Lo EINICIEUNE ..ottt sttt et e bt e s b e e saeesanesabe e b e ns 6
1.1 Einfithrende Erlautertungen ..............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeee e 6

1.1.1 Allgemeines zu Myostatin und Aktivin A — ihre Signalkaskade und deren Wirkungen... 6
1.1.2 Aufbau und Wirkung des sActRIIB und Ubersicht zu bisherigen priklinischen Studien. 8

1.1.3 Bisheriger klinischer Einsatz des SACtRIIB .........cccociiiiiiiiniiiieeeeceeeeeeeeeeen 10
1.2 sActRIIB und eine Kalorien-reduzierte Di:it als Therapieoptionen fiir die
Auswirkungen von AHerungSProzZesSen ...........coccoovuiriieiiieneeneenienieeieenieesieeseeseesressreesseennes 12

1.2.1 Die Bedeutung von Alterungsprozessen fiir die Entstehung von Krankheiten ............... 12

1.2.2 Genetische Grundlage und Phénotyp des Progerie-Mausmodells Erccl1?..................... 13

1.2.3 Bisherige Versuche mit dem sActRIIB im Erccl1®~Mausmodell...........ccccevvveveverenennnnen. 14

1.2.4 Bisherige Erkenntnisse zum Einfluss einer Kalorien-reduzierten Diét auf

Alterungsprozesse im Allgemeinen und in Ercc1®” MAUSEN ......c.ccveeieieiiiiiirisieesevese e 15
1.3 sActRIIB als Therapieoption bei Sichelzellanfmie ..................c.ccoooeniiiiiniiininniineneee 16

1.3.1 Genetik, Epidemiologie, Symptomatik und bisherige Therapie der Sichelzellanimie ... 16

1.3.2 Neue Therapieoptionen fiir die Sichelzellandmie...........ccccevereereenineeninenseneneeeee 17

1.3.3 Genetische Grundlage und Phénotyp des Sichelzell-Mausmodells .........c.ccoocevrvereennnen. 18

1.3.4 Mogliche Angriffspunkte des sActRIIB bei Sichelzellandmie ...........cccceeveeneinieniennen. 19
1.4 sActRIIB als supportive Therapie gegen die unerwiinschten Wirkungen von Cisplatin
...................................................................................................................................................... 20

1.4.1 Cisplatin — Indikationen und bekannte Nebenwirkungen ...........cccceevevinerccninieninene. 20

1.4.2 Bisherige supportive Therapieoptionen bei Gabe von Cisplatin.........c.cccceeverereeniennenne 21

1.4.3 Mogliche Angriffspunkte und vorherige Versuche mit dem sActRIIB ...........ccccuneene. 23
1.5 Potenzielle unerwiinschte Wirkungen des SACtRIIB .................cocooniiiiiinn 24

1.5.1 Mechanismen zur Entstehung und bisher bekannte unerwiinschte Wirkungen des

SACIRIIB ... s s e s e e s e e s sr e s re e e sareeenees 24

1.5.2 Unerwiinschte Wirkungen des sActRIIB auf den reproduktiven Trakt ..........cccceevenneene. 25
1.6 Formulierung der Fragestellung..............cccceoviiiiiiiiiiiiiiniiienieeniec et 26

20 MLALETHAL ... e e st b e s e e s 27
2.1 MAUSHIECIL.....coviiiiiiieieee ettt ettt s sttt e b b e s beeseeesaeeeane s 27

2.1.1 ProgerieMOdell BICCT™ ..ttt ettt sseses 27

2.1.2 Sichelzellandmie knock-in Mausmodell ...........cooieeiiiiiiniiiiiiieeeeeee e 28

2.1.3 Cisplatin Behandlung an CD-1 MEAUSEN........ceecuerrieereerieerierieerieesieeseeseesneeseeseesseenens 29

2.1.4 Duchenne Muskeldystrophie Modell mdx und D2-mdX........ccccceverienenennenenseenienene 29
2.2 ChemiKalien ...........cocooiiiiiiii e s 30
2.3 Puffer und LOSUNGEN..........cccooiiiiiiiiiiiic e s 30

2.3.1 ElektronenmikroSKOPIE ......coveeeverririeniiniieieniereese et 30



A A O | (TR 31

2.4.1 MIKTOSKOPE. . .ecuviiieieeriisiieie sttt ettt sttt st st sb e st sb e sr e e nesee s 31
2.4.2 WEIEIE® GEIAL.....ueeviriiieiiiiiiieienie ettt st sr e s 31
2.5 Verbrauchsmaterialien ................cccooiiviiniiiininiii e 31
2.0 SOFEWATE ...ttt st et 32
27 SEAISTIK......ooeiieee e e 32
e MEtROAEN ... 32
3.1 Fixierung fiir die ElektronenmiKkrosSkopie .................ccccoiiiiiiniiniinniiniinenceceeeeee 32
3.2 Einbettung der Nieren und Muskeln fiir die darstellende Elektronenmikroskopie ...... 32
3.3 Einbettung der Spermien fiir die Elektronenmikroskope..............c.cccocovviniiniinnnnnnnne 33
3.4. AuswertungSmethOden...............cocooiiiiiiiiiiiiiee e e 34
3.4.1. Quantitative Bestimmung der FuBfortsatzbreite in den Nierenglomeruli ..........c........... 34
3.4.2 Qualitative AUSWErtung der NIETEN.......ccceireeriiriiiiiieree ettt 34
3.4.3 Qualitative Auswertung der Skelettmuskulatur .........cccccovveeiiiiiiiiiiiniee, 34
3.4.4 Qualitative Auswertung der SPeImien ........ccecverereeieeririenieneee st 35
cETGEDMISSE ... e 36
4.1 Progeriemodell EXccl® .........cooiiiiiiiiiieiieeeee et 36
4.1.1 Untersuchungen an der NITE.........ccceereeriiriiriiieieeriee sttt ettt s s 36
4.1.2 Untersuchungen an der Skelettmuskulatur.............ccooooiiiiininiiinieeeeee 40
4.2 Sichelzellandmie-Modell ..................ccoooiiiiiiiinii e s 44
4.2.1 Untersuchungen an der NICTE ........ccevvverieriiriiiriieerieereenee e seessseesieesieesinessesssessseenseenans 44
4.2.2 Untersuchungen an der SkelettmusKulatur..........ccoceeveririiiinieninineeeeececeee 47
4.3 Cisplatin-Mausmodell................occoooiiiiiiiii 49
4.3.1 Untersuchungen an der NICTE........cevverieriiriiiriiiesieenieenee st ste e esieesieesinesnessessseenseenens 49
4.3.2 Untersuchungen an der Skelettmuskulatur...........ccccevviiviiniiniiiniinneeneeneese e 53
4.4 Nebenwirkungen des sActRIIB — Spermatozoen bei den Duchenne Muskeldystrophie
Mausmodellen mdxX und D2-mdX..........ccoooiiiiiiiiniiiieeee e 57
4.4.1 Struktur der Spermatozoen von mdx und D2-mdx-Méusen bei Behandlung mit PBS
(KONITOIIGIUDPPE) . et veeeereeitteieesitesite st sttt et ste e st e st e st e et e e sbeesaeesaeesasesabessbeenbeenseessnesasesnseensenn 57
4.4.2 Struktur der Spermatozoen von mdx und D2-mdx-Mausen bei Behandlung mit dem
SACEIRIIB ... et et et e e st e st e n e s b e e s ar e sare e e ne e e sareeenees 57
e DESKUSSION ... e e 60

5.1 sActRIIB und eine Kalorien-reduzierte Diit als Therapieoptionen fiir die

Auswirkungen von AerungSProzZessen ...........c.ccoociviiiiiiiiienienieenieeie e 60
5.2 sActRIIB als Therapieoption bei Sichelzellanimie ...............ccocceevieiniiiiniiiniiennieenieee 61
5.3 sActRIIB als supportive Therapie gegen die unerwiinschten Wirkungen von Cisplatin

...................................................................................................................................................... 63
5.4 Potenzielle unerwiinschte Wirkungen des SACtRIIB ............cc.ccccoooviiniiiiniinniieninieenieeee 64



5.5. Ausblick: Potenziale und Limitationen des sActRIIB und Spekulation iiber seinen

WIrKmechaniSImuUS.............occoiiiiiiii e e e 66
6. ZusammMENTASSUILG ...........coiiiiiiiiiiiii ettt et r e s e es 69
7. ADKUIZungsverzeiChmis.............ccoooiiiiiiiiiiii e 71
8. AbbIldungsverzeiCchmis .............cocoooiiiiiiiiiii s 73
9. TabelleNVerzZeiChmis .............ccoouiiiiiiiiiiee e st 73
10. LiteraturverzeiChmis. ............ocooiiiiiiiiiiiiieeeee et 74
11, DANKSAGUINE ..ottt ettt et et s e s s e n e r e snne e 82
12. Eidesstattliche Versicherung...............cccccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 83



1. Einleitung

1.1 Einfiihrende Erliuterungen
1.1.1 Allgemeines zu Myostatin und Aktivin A — ihre Signalkaskade und deren Wirkungen

Myostatin (auch growth differention factor 8) und die Aktivine sind Teil der Transforming Growth
Factor beta (TGF-B) Proteinfamilie. Der wichtigste Subtyp der Aktivine ist das Aktivin A. Beide
Proteine werden unter anderem (u. a.) in der Skelettmuskulatur exprimiert. Sie wirken autokrin und
parakrin auf die Muskelzellen (Han et al. 2013). McPherron et al. (1997) entdeckten das Myostatin-
Gen und entwickelten ein Myostatin-Null-Mausmodell, das durch eine Zunahme der Muskelmasse
als Resultat von Muskelhypertrophie und -hyperplasie gekennzeichnet ist. Seitdem ist Myostatin als
Inhibitor des Muskelwachstums bekannt. Auch die Uberexpression von Proteinen, die Myostatin
hemmen, wie beispielsweise Follistatin, filhrt zu einer Zunahme der Muskelmasse (Lee und
McPherron 2001). Ein Case Report berichtet iiber ein Kind mit einer loss-of-function Myostatin-
Mutation, bei dem ebenfalls eine starke Muskelhypertrophie und {iberdurchschnittliche Muskelkraft
bestand (Schuelke et al. 2004). Demnach scheint Myostatin auch im Menschen das Muskelwachstum

zu hemmen.

Myostatin hemmt zum einen die Myogenese wihrend der Entwicklung (Han et al. 2013). Es wirkt
sich aber auch nach abgeschlossener Entwicklung weiter auf die Muskulatur aus. McCroskery et al.
(2003) stellten die These auf, dass Myostatin die Aktivierung von Satellitenzellen verhindert.
Satellitenzellen sind Stammzellen der Muskulatur, notwendig fiir Wachstum und Regeneration
(Dhawan und Rando 2005). Neuere Erkenntnisse zeigen, dass Myostatin auch iiber andere
Mechanismen auf die Muskulatur wirkt. In einem Mausversuch fiihrte die Hemmung des Aktivin-
Myostatin-Signalwegs trotz geringer Aktivitit der Satellitenzellen zu einer Muskelhypertrophie.
Auch in zwei Mausmodellen mit nicht-funktionalen Satellitenzellen lieB sich eine
Muskelhypertrophie erzeugen. Dies indiziert einen direkten Einfluss von Myostatin und Aktivin A

auf die Myofibrillen (Lee et al. 2012).

Zum genaueren Verstidndnis des Einflusses auf die Muskulatur ist eine Erléuterung der durch Aktivin
A und Myostatin ausgeloste Signalkaskade notwendig (Abbildung 1.1). Myostatin und Aktivin A
interagieren auf der Zelloberfliche mit Rezeptorkomplexen, die aus Typ 1 und Typ 2 Rezeptoren
bestehen. Wichtige Typ 1 Rezeptoren sind die Activin Receptor-Like Kinase 4 (ALK4) und ALK?7,
die haufigsten Typ 2 Rezeptoren sind der Aktivinrezeptor Typ IIA (ActRIIA) und Typ IIB (ActRIIB)
(Olsen et al. 2015). Nach Bindung von Aktivin A oder Myostatin an den ActRIIB (oder ActRITA)
dimerisiert dieser und anschlieBend werden die Typ 1 Rezeptoren rekrutiert. Diese sind Kinasen und
phosphorylieren Smad2 und Smad3, die daraufthin den Smad2/3/4-Komplex bilden. Dieser Komplex

wirkt im Zellkern als Transkriptionsfaktor fiir verschiedene Genprodukte, die letztendlich zum



Muskelabbau fithren (Han et al. 2013). Ein weiterer Signalweg von Aktivin A und Myostatin beginnt
mit der Hemmung der Proteinkinase B (AKT), was wiederum die forkhead box protein O (FoxO)-
Signalkaskade aktiviert. Resultat dessen ist die Aktivierung des Ubiquitin-Protease-Systems und der

Autophagie, was den Verlust von Muskelproteinen verstarkt (Lokireddy et al. 2012, Lee et al. 2011).

Aus den Wirkungen von Aktivin A und Myostatin lésst sich ableiten, dass eine Blockade ihrer
Signalkaskade eine Behandlungsoption fiir einen Verlust der Skelettmuskulatur (Sarkopenie)
darstellt. Eine Moglichkeit zur Hemmung dieses Signalwegs ist der 10sliche ActRIIB (sActRIIB),

dessen Aufbau und Wirkungsweise im Folgenden genauer erldutert wird.
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Abbildung 1.1: Aktivin-Myostatin-Signalkaskade im Muskel. Aktivin oder Myostatin binden an den ActRIIB auf der
Muskelmembran. Dimerisierung und Rekrutierung von Typ 1 Rezeptoren. Diese phosphorylieren Smad2 und Smad 3, die
den Smad 2/3/4-Komplex bilden. Der Smad-Komplex wirkt im Zellkern als Transkriptionsfaktor. Aulerdem Hemmung
der AKT, dadurch Aktivierung der Foxo-Signalkaskade und Aktivierung des Ubiquitin-Protease-Systems sowie der
Autophagie. Beide Signalwege fiihren zu Muskelverlust. (Quelle: Han et al. (2013))



1.1.2 Aufbau und Wirkung des sActRIIB und Ubersicht zu bisherigen priklinischen Studien

Der sActRIIB besteht aus einer 16slichen Form des ActRIIB gekoppelt an das Fc-Fragment von
Maus-IgG. Er wurde u. a. von Relizani et al. (2014) entwickelt. Er wirkt als ,,L.igand-Trap“, das heift,
er komplexiert und neutralisiert die Liganden des ActRIIB, also auch Myostatin und Aktivin A. Bei
Wildtyp(WT)-Méusen und beim Muskeldystrophie-Mausmodell mdx fiihrte eine 4-monatige
Behandlung mit dem sActRIIB zu einer signifikanten Zunahme des Korpergewichts und
insbesondere der Muskelmasse. Im Gegensatz zum Myostatin-Null-Mausmodell, bei dem bereits
prinatal kein Myostatin vorhanden ist, hatte die Blockade in adulten Mausen keinen Einfluss auf die

Zusammensetzung der Muskelfasern (Relizani et al. 2014).

In den letzten Jahren wurde der sActRIIB in préklinischen Studien mit unterschiedlicher Zielsetzung
eingesetzt. Ein Forschungsschwerpunkt ist die Erhaltung von Masse und Funktion der Muskulatur.
Im Progerie-Mausmodell Ercc14”, das Alterungsprozesse abbildet, fiihrte die Gabe des sActRIIB zu
einer Zunahme der Muskelmasse und -funktion (Alyodawi et al. 2019). Am Beispiel des
Mausmodells mdx fiir die Duchenne Muskeldystrophie demonstrierten Béchir et al. (2016), dass der
sActRIIB das Muskelvolumen und die absolute Muskelkraft steigert. Allerdings wiesen sie keinen
Effekt auf die spezifische Kraft (bezogen auf das Muskelgewicht), die allgemeine Schwéche und
schnelle Ermiidung der Méuse nach. Die Autor*innen erklédren das u. a. durch einen hdheren basalen

Sauerstoff- und Energieverbrauch, der die Ausdauer der Tiere beeinflussen konnte.

Die Erhaltung der Muskulatur spielt auch im Kontext von Neoplasien eine Rolle. Viele
Tumorpatient*innen leiden unter einer Kachexie. Die Kachexie wird definiert als multifaktorielles
Syndrom mit einem andauernden Verlust von Skelettmuskelmasse, das durch konventionelle
TherapiemaBinahmen nicht komplett reversibel ist und zu funktionellen Beeintrachtigungen fiihrt
(Fearon et al. 2011). Das Vorliegen einer Kachexie ist assoziiert mit einer schlechteren Prognose und
einem reduziertem Gesamtiiberleben (Dewys et al. 1980, Martin et al. 2015, Fouladiun et al. 2007,
Bachmann et al. 2008). Der sActRIIB wurde in verschiedenen Neoplasie-Mausmodellen als
Therapieoption bezichungsweise (bzw.) Priaventionsmittel gegen eine Kachexie eingesetzt. Dabei
zeigte sich eine teilweise Reversibilitdt der Kachexie mit verbesserter Fitness am Beispiel vom
Lungenkarzinom (Busquets et al. 2012, Toledo et al. 2016) und in einigen Studien auch ein
verldngertes Gesamtiiberleben (Toledo et al. 2016, Zhou et al. 2010, Nissinen et al. 2018). Allerdings
sind die Zusammenhdnge zwischen der besseren Muskelerhaltung und dem verldngerten
Gesamtiiberleben noch unklar. In die Frage der Kausalitit miissen auch die Effekte des sActRIIB auf
andere Organe mit einbezogen werden (Hulmi et al. 2021). Im Gegensatz zu diesen positiven
Ergebnissen steht eine Untersuchung von menschlichem und murinem Tumorgewebe aus duktalen
Adenokarzinomen des Pankreas. Hierbei wurde Aktivin A als protektiver, die Progression
verlangsamender Faktor in préneoplastischen Lésionen des Pankreas identifiziert. Aufgrund dessen
sollte ein Einsatz des sActRIIB, auch wenn er gegen die Kachexie-Symptomatik von Neoplasien
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erfolgversprechend ist, zumindest bei Pankreas-Neoplasien mit Vorsicht betrachtet werden (Zhao et

al. 2020).

Im Rahmen von Neoplasien ist auch deren oft aggressive Therapie relevant. Viele
Chemotherapeutika fithren, unabhingig von einer Tumorerkrankung, zu einem Muskelverlust
(Garcia et al. 2008, Hain et al. 2019, Essex et al. 2019). Eine geringere Muskelmasse pradisponiert
fiir eine hohere Toxizitdt der verwendeten Chemotherapeutika und beeinflusst das Ansprechen auf
die Therapie (Kazemi-Bajestani et al. 2016, Pamoukdjian et al. 2018, Surov et al. 2021). In
préklinischen Studien hat sich gezeigt, dass der Einsatz des sActRIIB auch einem Chemotherapie-
induzierten Muskelverlust entgegenwirken kann (Nissinen et al. 2016, Barreto et al. 2017, Hulmi et

al. 2018).

Neben diesen Studien, deren Schwerpunkt auf der Muskulatur liegt, beschéftigen sich einige
Arbeitsgruppen auch mit der Wirkung des sActRIIB auf andere Organsysteme. Eine weitere Studie
zum Progerie-Mausmodell Ercc1?” schilderte die Auswirkungen des sActRIIB auf das Herz. Dabei
ist eine Verbesserung der systolischen Herzfunktion, eine vermehrte Expression antioxidativer Stoffe

und eine Reduktion der fibrotischen Prozesse im Herzen festgestellt worden (Clavere et al. 2022).

Aktivin A und Myostatin beeinflussen auch die Struktur und Funktionsweise der Niere. Leonhard et
al. (2016) untersuchten dies in drei verschiedenen Mausmodellen der Autosomal-Dominanten
Polyzystischen Nierenerkrankung (PKD). In zwei Modellen der Early-Onset-PKD verbesserte die
Gabe des sActRIIB die Nierenfunktion und -histologie. In einem Adult-onset-PKD Modell zeigte
die bereits frith (ab einem Alter von 46 Tagen) mit sActRIIB behandelte Interventionsgruppe eine
lingere mediane Uberlebenszeit ab dem Behandlungsbeginn (97 Tage vs. 54 Tage bei der
Kontrollgruppe). Eine andere Interventionsgruppe, deren Behandlung erst spiter begann, wies keine
signifikant lingere mediane Uberlebenszeit auf, was auf eine hohere Wirksamkeit des sActRIIB in

frithen Krankheitsstadien hindeutete.

Auch im Progerie-Modell Ercc1%” verbesserte der sActRIIB die Nierenfunktion. Bei den behandelten
Tieren kam es auf ultrastruktureller Ebene zu weniger Foot Process Effacement (FPE) als bei den
unbehandelten Ercc1?- Miusen. AuBerdem sank das AusmaB der Proteinurie deutlich, wenn auch
nicht auf Normalwerte. Die Albumin-Kreatinin-Ratio war bei den unbehandelten Tieren 12-fach
erhoht, bei sActRIIB-Gabe noch 3,7-fach. Weitere Effekte betrafen u. a. die Leberfunktion, die
Knochen und das Nervensystem. Die Gesundheit war insgesamt verbessert, aber es kam zu keiner

Verléngerung der Lebensspanne (Alyodawi et al. 2019).

Solagna et al. (2021) untersuchten den Zusammenhang zwischen der chronischen Niereninsuffizienz
und dem dabei haufig auftretenden Muskelverlust. Sie analysierten die Blutproben verschiedener
Mausmodelle der chronischen Niereninsuffizienz und fanden signifikant erh6hte Werte von Aktivin

A und anderen Stoffen, die einen Muskelverlust begiinstigen. Die gesteigerte Produktion von Aktivin
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A war ausschlieBlich in der Niere nachweisbar. Mittel Single-Cell-Sequencing wurde festgestellt,
dass Fibroblasten und Zellen des Juxtaglomeruldren Apparats Aktivin A exprimierten. Erhohte
Serumwerte von Aktivin A wurden auch in einer Kohorte von 75 Patient*innen mit
Glomerulonephritis nachgewiesen und die Aktivin A Werte korrelierten negativ mit der errechneten

glomeruldren Filtrationsrate.

Unter der These, dass die vermehrte Produktion von Aktivin A durch die Niere zum Muskelverlust
fiihrt, blockierten sie im Mausmodell der chronischen Niereninsuffizienz das Aktivin-Signaling
durch den sActRIIB. Hierdurch wurde der Verlust von Muskelmasse und Muskelkraft aufgehoben.
Interessanterweise verbesserten sich auch die Ultrastruktur der Niere und die Nierenfunktion
insgesamt. Damit erbrachten die Autor*innen einen starken Hinweis auf eine Interaktion zwischen
Niere und Muskulatur und identifizierten das Aktivin-Signaling als Therapieoption fiir den

Muskelverlust im Rahmen einer chronischen Niereninsuffizienz (Solagna et al. 2021).

Die eben genannten Studien stellen eine Auswahl der wissenschaftlichen Arbeiten mit dem sActRIIB
dar. Deutlich wird, dass insbesondere dem Einfluss des Aktivin-Rezeptor-Signaling auf die
Skelettmuskulatur eine groBe Bedeutung zukommt. In der vorliegenden Arbeit werden die
ultrastrukturellen Verdnderungen durch den sActRIIB mit Fokus auf die Skelettmuskulatur und die

Niere untersucht.

1.1.3 Bisheriger klinischer Einsatz des sActRIIB

Seit Kurzem gibt es eine Zulassung fiir einen leicht verdnderten sActRIIB. Der Wirkstoff
Luspatercept besteht aus der extrazelluliren Doméne des ActRIIB gekoppelt an den Fc-Teil vom
menschlichen IgG. Die Bindungsstelle wurde so modifiziert, dass die Affinitét gegeniiber Aktivin A
stark reduziert ist. Hierdurch sollten die nicht-hdmatologischen Wirkungen eingegrenzt werden
(Fenaux et al. 2020). Die European Medicines Agency (EMA) hat Luspatercept am 25.6.2020 fiir
zwei Indikationen zugelassen. Dabei handelt es sich um transfusionspflichtige Andmien aufgrund

von:

1. Myelodysplastischen Neoplasien (MDS) mit Ringsideroblasten, mit sehr niedrigem,
niedrigem oder intermedidrem Risiko, die auf eine Erythropoetin-basierte Therapie nicht
zufriedenstellend angesprochen haben oder dafiir nicht geeignet sind

2. P -Thalassdmie (EMA 2021).

In der Zulassungsstudie fiir die MDS wurden 229 Patient*innen im Verhiltnis 2:1 in eine
Interventions- und Placebogruppe randomisiert eingeschlossen. Der primédre Endpunkt der Studie
bestand in der Transfusionsfreiheit fiir ein Intervall von mindestens 8 Wochen binnen der ersten 24

Wochen der Behandlung. 38 % der Interventionsgruppe und 13 % der Placebogruppe erreichten den
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priméren Endpunkt (p<0,001). Der sekundédre Endpunkt war die Transfusionsfreiheit fiir 12 Wochen
oder langer und wurde in der Interventionsgruppe signifikant haufiger erreicht. Unter allen
Patient*innen, die den priméren Endpunkt erreichten, betrug die mediane Dauer der langsten
transfusionsfreien Episode in der Interventionsgruppe 30,6 Wochen, in der Placebogruppe 13,6
Wochen. Die hdufigsten berichteten Nebenwirkungen (> 10 %) waren Ermiidung, Diarrh6, Asthenie,

Ubelkeit, Schwindelgefiihl und Riickenschmerzen (Fenaux et al. 2020).

In der Zulassungsstudie fiir die  -Thalassdmie wurden 336 Patient*innen im Verhiltnis 2:1 in eine
Interventions- und eine Placebogruppe randomisiert eingeschlossen. Der kombinierte primére
Endpunkt bestand in einer Reduktion der Transfusionshdufigkeit um mindestens 33 % in den
Wochen 13-24 nach Therapiebeginn und der Einsparung von mindestens 2 FErythrozyten-
Konzentraten in diesem Zeitintervall. 21,4 % der Interventionsgruppe und 4,5 % der Placebogruppe
erreichten ihn (p< 0,001). Bei 40,2 % der Interventionsgruppe sank die Transfusionshdufigkeit sogar
um mehr als 50 % (vs. 6,3 % in der Placebogruppe). Die am héufigsten berichteten Nebenwirkungen
(> 5 %) waren Knochenschmerzen, Arthralgien, Schwindelgefiihl, Hypertension und Hyperurikémie.
Auflerdem trat bei 3,6 % der Interventionsgruppe (vs. 0,9 % der Placebogruppe) eine
schwerwiegende Nebenwirkung in Form eines thromboembolischen Ereignis auf. Alle diese
Patienten waren splenektomiert und hatten mindestens einen weiteren Risikofaktor fiir
thromboembolische Ereignisse, daher verbleibt die urséchliche Zuordnung unklar (Cappellini et al.

2020).

Auch im Bereich der Muskeldystrophien und anderer muskuloskelettaler Erkrankungen wurden

klinische Studien mit dem Ziel der Blockade des Aktivin-Myostatin-Signalwegs durchgefiihrt.

Der Wirkstoff Ramatercept wurde zur Behandlung der Duchenne Muskeldystrophie entwickelt.
Ramatercept ist ein Fusionsprotein aus der extrazelluliren Doméne des ActRIIB und dem Fc-Teil
vom humanen IgG. Im Gegensatz zu Luspatercept bindet er alle Liganden des ActRIIB (Campbell
et al. 2017). In den préklinischen Studien mit Ramatercept zeigte sich eine Zunahme des
Korpergewichts und Muskelmasse in WT und mdx-Maiusen (Cadena et al. 2010, George Carlson et
al. 2011). In der Phase-1-Studie bei postmenopausalen Frauen wurde nach einmaliger Behandlung
mit Ramatercept eine dosisabhingige Erhohung der gesamten fettfreien Kdrpermasse und eine
Zunahme des Volumens der Oberschenkel-Muskulatur gemessen. Die haufigsten unerwiinschten
Wirkungen waren eine erhohte Lipase, Kopfschmerzen und Erytheme bzw. Hamatome an der

Injektionsstelle (Attie et al. 2013).

In die anschlieBende Phase-2-Studie wurden insgesamt 24 Jungen mit Duchenne Muskeldystrophie
eingeschlossen und im Verhiltnis 3:1 randomisiert zwei Interventionsgruppen (verschiedene
Dosierungen) und der Placebogruppe zugeteilt. In den funktionellen Messungen zeigte sich ein Trend

zu Verbesserungen, zum Beispiel (z. B.) beim 6-Minuten-Lauf. Allerdings waren die Unterschiede
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zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant. Auch die mittlere fettfreie Kérpermasse hatte eine
Tendenz zur dosisabhdngigen Zunahme. Es traten keine schwerwiegenden Nebenwirkungen auf.
Allerdings fiihrte das sehr hdufige Auftreten von Epistaxis und Teleangiektasien in der Hochdosis-
Interventionsgruppe (jeweils 5 von 9 Teilnehmer*innen) zum Abbruch der Studie. Die Autor*innen
Campbell et al. (2017) fiithren die aufgetretenen vaskuldren Nebenwirkungen auf die Unselektivitét
des Rezeptors zuriick. Ramatercept bindet neben Myostatin auch andere Mitglieder der TGF-f3
Familie wie Aktivine und Knochenmorphogenetische Proteine (BMPs). BMP9 und BMP10
regulieren die Angiogenese (David et al. 2007), daher kénnte ihre Hemmung die Ursache fiir die

beobachteten Teleangiektasien, Epistaxis und Gingiva-Blutungen sein.

Neben sActRIIB wurden auch selektive Myostatin-Blocker in klinischen Studien getestet. Zwei
verschiedene monoklonale Antikdrper gegen Myostatin und ein Adnektin mit ebenfalls Myostatin
als Zielstruktur, gingen nach erfolgversprechenden préklinischen und Phase-1-Studien in eine Phase-
2-Studie mit Patient*innen verschiedener Muskeldystrophien. Allerdings wurden sie alle wegen
fehlender Wirksamkeit abgebrochen (Suh und Lee 2020). Dies verdeutlicht die Notwendigkeit
weiterer Forschung mit Myostatin-Hemmern und anderen Blockern des Aktivin-Rezeptor-

Signalweges (Suh und Lee 2020, Campbell et al. 2017).

1.2 sActRIIB und eine Kalorien-reduzierte Didt als Therapieoptionen fiir die

Auswirkungen von Alterungsprozessen
1.2.1 Die Bedeutung von Alterungsprozessen fiir die Entstehung von Krankheiten

Der Prozess der Alterung wird definiert als zeit-abhéngige Abnahme der molekularen, zelluldren und
Gewebsfunktionen sowie der Funktion des Gesamtorganismus (Alyodawi et al. 2019). Das Alter ist
ein Hauptrisikofaktor fiir lebensbedrohliche neoplastische, kardiovaskuldre und neurodegenerative

Erkrankungen (Niccoli und Partridge 2012).

Ein Hauptsymptom der Alterung ist die Sarkopenie, ein altersbedingter Verlust von Masse und
Funktion der Skelettmuskulatur (Laurent et al. 2019). Ab dem mittleren Lebensalter reduziert sich
die Muskelmasse jahrlich um 1-2 %, was zu einer Abnahme der Muskelkraft von 1,5-5 % pro Jahr
fiihrt (Keller und Engelhardt 2013). Fiir die Sarkopenie gibt es international verschiedene
Diagnosekriterien. Alle kombinieren eine Messung der Knochen- und fettfreien Korpermasse mit
einem oder mehreren Parametern der korperlichen Leistungsfahigkeit (z. B. Griffstirke,
Ganggeschwindigkeit) (Laurent et al. 2019). Pacifico et al. (2020) stellten in einem systematischen
Review eine hohe Komorbiditét der Sarkopenie mit zahlreichen altersassoziierten Erkrankungen fest.
Dies betraf kardiovaskuldre und respiratorische Erkrankungen, Demenzen und Diabetes mellitus, bei
deren Betroffenen die Prdvalenz der Sarkopenie jeweils signifikant héher war als bei den nicht-

erkrankten Vergleichsgruppen.
12



Hieraus lasst sich die Sarkopenie als ein moglicher Mediator zwischen der Alterung und dem
Auftreten von Erkrankungen ableiten. Gestiitzt wird diese These durch eine prospektive
Kohortenstudie, in der sich eine hohere Muskelmasse als unabhingiger prognostischer Faktor fiir
eine geringere Mortalitit herausstellte (Srikanthan und Karlamangla 2014). Die genauen kausalen
Zusammenhinge zwischen den Alterungsprozessen, der Sarkopenie und ihrem Einfluss auf das
Uberleben sind noch ungeklirt. Dennoch gibt es Grund zur Annahme, dass Interventionen, die dem
Erhalt der Muskulatur dienen, auch einen positiven Effekt auf andere Alterserscheinungen und das

Gesamtiiberleben haben konnten.

1.2.2 Genetische Grundlage und Phénotyp des Progerie-Mausmodells Ercc1%”

1%~ hat im Erccl-Gen einen Knockout in einem Allel und eine

Das progeroide Mausmodell Ercc
Deletion der letzten sieben c-terminalen Aminoséduren des WT-Proteins im anderen Allel. Erccl steht
fir ,Excision repair cross-complementation 1“ und ist Bestandteil verschiedener
Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Reparatur-Mechanismen und insbesondere der
Nukleotidexzisionsreparatur (Sijbers et al. 1996). Die Nukleotidexzisionsreparatur behebt Schiden
in der DNA, die durch UV-Strahlung entstehen. Dazu gehoren u. a. Crosslinks und DNA-Addukte.
Erccl ist Teil eines Komplexes, der die 5°-Inzision zur Entfernung des defekten DNA-Stranges

durchfiihrt (Krasikova et al. 2021).

Durch den Funktionsverlust von Erccl akkumulieren die DNA-Schiden. Ercc1?"Méiusen haben
bereits ab der 4. Lebenswoche Alterungsschiden in verschiedenen Organen, die teilweise die
Veranderungen in WT-Méausen am Ende ihrer Lebensspanne libertreffen (Dollé et al. 2011, Gregg et
al. 2012). Thre Lebenserwartung betriagt 19-29 Wochen, die von WT-Méusen ist etwa sechsmal so
hoch (Dollé et al. 2011). Im Folgenden wird der Phanotyp dieses Mausmodells mit Fokus auf die

Muskulatur und die Niere beschrieben.

Alyodawi et al. (2019) untersuchten die Muskulatur von Ercc1®~Méiusen im Alter von 16 Wochen.
Die Muskelmasse betrug zu diesem Zeitpunkt 40-60 % im Vergleich zur Kontrollgruppe. Innerhalb
der Muskelfasern war die Anzahl der Satellitenzellen auf 50 % oder weniger der Normalwerte
reduziert und es bestand ein Defizit in ihrer Proliferations- und Differenzierungsfihigkeit. Die
Muskelkraft der Erccl®- Miuse, gemessen an ihrer Griffstirke, sowie die spezifische
(gewichtsbezogene) Kraft waren signifikant vermindert. Auf ultrastruktureller war die Struktur der
Sarkomere deutlich verdndert und inhomogen. Die Querstreifung wirkte unregelméfig durch
unterschiedlich dicke oder fehlende Z-Linien und teils aufgespaltene Sarkomere. Die
Mitochondriendichte war reduziert, sowohl innerhalb der Muskelfaser als auch direkt unter dem

Sarkolemm. Zudem waren die Mitochondrien hypertroph im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Auch die Nieren der Ercc1” Miuse untersuchten Alyodawi et al. (2019) im Alter von 16 Wochen.
Der Albumin-Kreatinin-Quotient im Urin, ein funktioneller Parameter, war bei den Ercc14-Miusen
im Vergleich zur Kontrollgruppe 12-fach erhoht. Dies lédsst auf eine massive Proteinurie schlieBen.
Elektronenmikroskopisch fanden sie als auffilligstes Merkmal ein signifikantes FPE. AuBBerdem
waren die Podozyten insgesamt hypertroph und wiesen vergroBerte Mitochondrien auf. Die

glomeruldre Basalmembran war signifikant verdickt.

1.2.3 Bisherige Versuche mit dem sActRIIB im Ercc1-Mausmodell

Als Therapie fiir die Alterserscheinungen erhielten die Ercc1#”

Maéuse in der Studie von Alyodawi et
al. (2019) im Alter von 7-16 Wochen zweimal wdchentlich intraperitoneale Injektionen mit dem
sActRIIB oder phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) als Placebo. Untersucht wurden die
Auswirkungen auf die Muskulatur sowie Niere, Leber und Knochen. Die deutlich reduzierte

Lebensspanne wurde durch die Therapie mit dem sActRIIB nicht verdndert.

Im Vergleich zu den Placebo-behandelten Ercc1?- Méusen lag in der sActRIIB Gruppe eine
signifikante Steigerung der Muskelmasse (30-62 %) vor. Die Masse der anderen untersuchten Organe
war unverdndert. Im Allgemeinen verhielt sich die sActRIIB Gruppe aktiver und legte groBere

Strecken zuriick als die Placebo Gruppe und die gesunde Kontrollgruppe.

Die Parameter der Muskelfunktion, Griffstirke und spezifischen Kraft konnten durch die
Behandlung mit dem sActRIIB signifikant verbessert werden. Innerhalb der Muskelfasern war die
Anzahl der Satellitenzellen auch in der sActRIIB Gruppe unveréndert erniedrigt. Jedoch war ihre
Proliferations- und Differenzierungsfahigkeit hoher als in der Placebo Gruppe. Die in der Placebo
Gruppe auftretenden ultrastrukturellen Verdnderungen der Sarkomere waren nur noch vereinzelt
vorhanden. Die Dichte der Mitochondrien unter dem Sarkolemm war im Vergleich zur
Placebogruppe signifikant erhoht. Innerhalb der Muskelfaser war die Mitochondriendichte nicht

signifikant veréndert. Die GroBe der Mitochondrien néherte sich dem Normalwert an.

Auch in der Niere gab es Verdnderungen durch die Behandlung mit sActRIIB. Der in der Placebo
Gruppe 12-fach erhohte Albumin-Kreatinin-Quotient sank auf eine 3,7-fache Erhohung im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Demnach lag eine geringere Proteinurie vor, was auf eine bessere Filterfunktion
der Glomeruli hindeutet. Elektronenmikroskopisch waren das FPE sowie die Verdickung der
glomeruldren Basalmembran in der sActRIIB Gruppe deutlich reduziert. Abschnittsweise erschienen
die FuBfortsdtze der Podozyten komplett normalisiert, in anderen Bereichen leicht verbreitert im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Dicke der glomeruldren Basalmembran war im Vergleich zur
Placebo Gruppe signifikant reduziert, allerdings nicht auf die Normalwerte. Die Mitochondrien in

den Podozyten waren nicht hypertrophiert (Alyodawi et al. 2019) .
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1.2.4 Bisherige Erkenntnisse zum Einfluss einer Kalorien-reduzierten Didt auf

Alterungsprozesse im Allgemeinen und in Ercc1®~ Méusen

Die Kalorien-reduzierte Didt als Einflussfaktor auf die Alterung ist in zahlreichen Studien untersucht
worden. Dabei wurden positive Effekte auf die Lebensspanne und spezifische Alterungsprozesse/-

erkrankungen nachgewiesen.

Eine Kalorien-reduzierte Didt erhoht die Lebensspanne in verschiedenen Spezies wie Hefen,
Wiirmern, Fliegen, Nagetieren und nicht-humanen Primaten. Nagetiere unter einer Kalorien-
reduzierten Didt haben eine geringere Prévalenz vieler alters-assoziierter Erkrankungen wie
Neoplasien, Diabetes mellitus Typ 2, Atherosklerose, chronischen Nierenerkrankungen und
Kardiomyopathien (Green et al. 2022). Eine Kalorien-reduzierte Didt beeinflusst auch die
Sarkopenie. Sie reduziert den Verlust von Muskelmasse und -kraft in Nagetieren (Marzetti et al.
2009) und fiihrt bei Rhesusaffen neben einem geringeren Muskelverlust auch zu mehr korperlicher
Aktivitdt und Stirke (Colman et al. 2008, Yamada et al. 2018). In einer Langzeitstudie mit
Rhesusaffen der Universitdt Wisconsin, mit einer im jungen Erwachsenenalter begonnenen Kalorien-
reduzierten Diét von 30 %, reduzierte sich die Mortalitit durch altersbezogene Erkrankungen sowie
die Gesamtmortalitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe (Colman et al. 2014). Aullerdem verzogerte
sich das Auftreten von altersassoziierten Erkrankungen wie Diabetes, Neoplasien, kardiovaskuldren
Erkrankungen und Gehirnatrophie (Colman et al. 2009). Im Menschen sind die Auswirkungen einer
Kalorien-reduzierten Diédt auf die Lebensspanne noch unklar. Bekannte Effekte einer (zeitlich
begrenzten) Diétrestriktion sind die Reduktion kardiovaskulérer Risikofaktoren und der Inzidenz von
Neoplasien und Fettleber-Erkrankungen sowie eine Zunahme der Insulin-Sensitivitdt (Green et al.

2022).

Auch im progeroiden Mausmodell Erccl1?- wurde der Einfluss einer Kalorien-reduzierten Diét
bereits untersucht. Die Kalorien-reduzierte Didt begann in der 7. Lebenswoche mit einer Reduktion
um 10 % und wurde bis zur 9. Lebenswoche auf 30 % gesteigert. Dies resultierte in einer starken
Steigerung der medianen Lebensspanne bei den didtreduzierten Mausen. In den méannlichen Tieren
verldngerte sich die mediane weitere Lebensspanne (ab Beginn der Kalorien-reduzierten Didt) von
10 auf 35 Wochen, in den weiblichen Tieren von 13 auf 39 Wochen. Ein Fokus der Untersuchungen
lag in der neurologischen Funktion, gemessen anhand des Auftretens von Tremor,
Gleichgewichtsstérungen und Paresen. In den ad libitum Erccl1?- Méiusen trat ein neurologischer
Funktionsverlust bereits in einem Alter von 10-20 Wochen bei allen Versuchstieren auf. In der
didtreduzierten Gruppe war dies stark verzogert. Es traten keine neurologischen Stérungen vor der
30. Lebenswoche auf und nicht alle Tiere waren betroffen. Quantifizierungen der Neurone
bestitigten, dass die Neurodegeneration teilweise verhindert wurde. Die didtreduzierten Erccl?
Maiuse wiesen 50 % mehr Neurone im Neokortex und auch signifikant mehr Motoneurone im

Riickenmark auf. Die Griffstirke als ein Parameter der Muskelkraft war bei den Ercc1?~ Miusen im
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Alter von 16 Wochen erniedrigt ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den
Erndhrungsformen. Demnach sind die bessere neurologische Funktion und die hohere Anzahl an
Motoneuronen nicht direkt auf die motorischen Funktionen iibertragbar. Aullerdem wurde die
Histologie der Niere untersucht. Dabei zeigten sich bei den Erccl1?- Méusen unabhingig von der
Erndhrungsform eine verminderte Anzahl und vielfach degenerierte Tubuli sowie eine starke

Anisokaryose (Vermeij et al. 2016).

Die moglichen Auswirkungen einer Kalorien-reduzierten Didt bei Erccl®” Miusen auf die
Ultrastruktur von Muskulatur und Niere sowie die Kombination dieser Intervention mit der Gabe

von sActRIIB sind bisher nicht untersucht worden und sind Teil der vorliegenden Arbeit.

1.3 sActRIIB als Therapieoption bei Sichelzellanimie
1.3.1 Genetik, Epidemiologie, Symptomatik und bisherige Therapie der Sichelzellandmie

Die Sichelzellandmie (SCD) ist die weltweit hiufigste korpuskuldre Andmieform mit der hochsten
Priavalenz im Ostlichen Mittelmeerraum, Zentralafrika und Amerika (Herold 2022). In Deutschland
betrdgt die Priavalenz laut Schitzungen mindestens 2000, davon tragen 75 % die homozygote
Mutation (Kunz et al. 2020). Die SCD ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung mit einer
qualitativen Hamoglobinverdnderung. Durch eine Punktmutation im Genlokus des B-Globins auf
Chromosom 11 wird ein strukturverdndertes Hidmoglobin, genannt HbS, exprimiert. Im
deoxygenierten Zustand polymerisiert das HbS, wodurch die Erythrozyten eine Sichelform
annehmen. Dies verringert ihre Flexibilitdt und verkiirzt ihre Lebensdauer, was Okklusionen der
Mikrozirkulation in Form von akuten Organinfarkten und langfristigen Organschéden verursacht

(Herold 2022).

Heterozygote Triager sind meist asymptomatisch, bei starker korperlicher Belastung und
Aufenthalten in grofler Hohe sind Symptome mdglich. Bei Homozygoten entstehen bereits im
Kindesalter eine chronisch-hdmolytische Anidmie, schmerzhafte vaso-okklusive Krisen und
Organinfarkte, die vor allem die Milz, das Gehirn, pulmonale Gefafle und die Knochen betreffen. Im
Laufe des Lebens resultieren lédngerfristige Komplikationen wie eine funktionelle Asplenie (und
daraus folgender Anfilligkeit flir bakterielle Infektionen), aseptische Knochennekrosen, eine
chronische Glomerulonephritis der Niere, eine pulmonale Hypertonie und eine Panzytopenie (Herold

2022).

Die Basistherapie der SCD umfasst die Vermeidung von Unterkiihlung und Exsikkose sowie eine
Infektionsprophylaxe durch Impfungen und gegebenenfalls eine Antibiotika-Prophylaxe. Die vaso-
okklusiven Krisen werden vorwiegend symptomatisch mittels Hydrierung, Analgetika und

Bluttransfusionen behandelt. Als Prophylaxe dient Hydroxycarbamid, welches den Gehalt an fetalem
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Hamoglobin erhéht und dadurch die Haufigkeit von schweren Schmerzkrisen senkt. Die bisher
einzige kausale Therapieoption stellt eine allogene Stammzelltransplantation dar, die nur bei
schweren Verldaufen durchgefiihrt wird. Die Morbiditit und Mortalitdt der Erkrankung ist abhingig
vom Phénotyp und der Qualitéit der medizinischen Versorgung (Herold 2022).

1.3.2 Neue Therapieoptionen fiir die Sichelzellandmie

Seit der Zulassung zeigten mehrere Studien, dass Hydroxycarbamid die Krankheitslast abmildert. Es
treten weniger vaso-okklusive Krisen auf (Tonin et al. 2023) und die Mortalitit ist reduziert
(Steinberg et al. 2003). Dennoch wird das Medikament bisher nicht bei allen Patient*innen
eingesetzt. Grund hierfiir sind seine Nebenwirkungen, die unklare Teratogenitdt bzw. der Einfluss
auf die Fertilitit und die bisher unklare Evidenz beziiglich der Privention von Langzeit-

Organschéden (Cappellini et al. 2021).
In den letzten Jahren hat die EMA zwei neue Therapeutika zugelassen:

Voxelotor erhoht die Sauerstoffaffinitit von Hdmoglobin und reduziert so die Polymerisation bei
Deoxygenierung (Metcalf et al. 2017). In der Phase-3-Studie wurde eine signifikante Erhohung der
Hamoglobin-Konzentration und eine Reduktion der Hamolyse-Parameter festgestellt. Die Anzahl
der vaso-okklusiven Krisen war nicht signifikant verdndert (Vichinsky et al. 2019). Voxelotor wurde
2022 zur Behandlung der hédmolytischen Anidmie aufgrund der SCD als Monotherapie oder in
Kombination mit Hydroxycarbamid zugelassen (EMA 2022).

Crizanlizumab ist ein monoklonaler Antikorper gegen P-Selektin, einem wichtigen Mediator der
Vaso-Okklusion. Crizanlizumab fiihrte in der Phase-2-Studie zu einer signifikanten Reduktion vaso-
okklusiver Krisen sowie einer signifikant lingeren medianen Zeit bis zum Auftreten der ersten Krise.
Die Hamoglobin-Konzentration und die Himolyse-Parameter waren unverandert (Ataga et al. 2017).
Crizanlizumab wurde 2020 zur Pravention von Schmerzkrisen aufgrund der SCD als Monotherapie

oder in Kombination mit Hydroxycarbamid zugelassen (EMA 2020).

Eine neue innovative Therapieoption ist die Gentherapie. Das generelle Prinzip der Gentherapien
umfasst die Gewinnung himatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen aus dem Knochenmark oder
dem peripheren Blut, deren Kultivierung ex vivo und anschliefende genetische Modifikation.
Danach werden sie den Patient*innen reinfundiert (Dunbar 2021). Eine noch laufende Phase-1/2-
Studie nutzt den Wirkstoff LentiGlobin, der fiir ein modifiziertes f-Globin-Gen kodiert, das ein
antisickling Hamoglobin produziert. In einer Versuchsgruppe mit 35 Patient*innen folgte auf die
Therapie ein Anstieg des medianen gesamten Hdmoglobins von 8,5 g/dl auf mindestens 11 g/dl nach
6 Monaten, der auch im Follow-Up nach 36 Monaten erhalten blieb. Allerdings wurden zu diesem

Zeitpunkt nur noch zwei Patient*innen untersucht. AuBlerdem traten unter den 25 Patient*innen mit
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mindestens 6 Monaten Follow-Up keine schweren vaso-okklusiven Krisen mehr auf. Langfristige
Ergebnisse und groBere Versuchsgruppen zum Effektivititsnachweis sind noch ausstehend (Kanter

etal. 2022).

1.3.3 Genetische Grundlage und Phinotyp des Sichelzell-Mausmodells

Das knock-in Sichelzell-Mausmodell wurde von Wu et al. (2006) entwickelt. Die Méause tragen
humane Transgene anstelle der a-, B- und y-Hamoglobin-Gene und sind homozygot fiir die hdufigste
Mutation, die im Menschen zur Bildung des HbS und demnach zur SCD fiihrt (Herold 2022, The
Jackson Laboratory 2024). Die HbS-Méuse tauschen in der ersten Lebenswoche das fetale
Hamoglobin durch das adulte HbS aus und entwickeln eine schwere Andmie (Wu et al. 2006). In
vitro nehmen 92 % der Erythrozyten bei Deoxygenierung die Sichelzell-Konfiguration an (Alvarez-

Argote et al. 2023).

Alvarez-Argote et al. (2023) fiihrten kiirzlich eine umfangreiche pathophysiologische
Charakterisierung des Mausmodells durch. Die HbS-Mause hatten einen reduzierten Himoglobin-
Wert bei erhohten Hamolyse-Parametern. Nach einer hypoxischen Episode von sechs Stunden
nahmen der Himoglobin-Wert, die Thrombozyten- und die Leukozytenzahl signifikant ab, wiahrend
sie in der Kontrollgruppe der Hamoglobin-A-Miuse (HbA) stabil blieben. Die Parameter der
Nierenfunktion zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den HbA- und HbS-Méusen.
Unerwarteterweise bestand ein Trend zu einer erhdhten Urin Protein-Kreatinin-Ratio bei den HbA-
Maiusen (Alvarez-Argote et al. 2023). Dies steht im Widerspruch zu den Untersuchungen von
Kasztan et al. (2019), die in méannlichen HbS-Mausen eine signifikant erhdhte Proteinurie und eine
Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate feststellten. In den weiblichen Mausen gab es keinen
signifikanten Unterschied. Histopathologisch beschrieben Alvarez-Argote et al. (2023) eine
vaskuldre Okklusion der Lunge, der Nieren, der Milz und der Leber sowie vermehrte

Eisenablagerungen in der Niere und Leber der HbS-Méiuse.

Kasztan et al. (2019) fiihrten weiterfithrende histopathologische Untersuchungen der Nieren von
HbS-Méusen durch. Sie stellen sowohl glomeruldre als auch tubuldre Verdanderungen fest. Die
glomeruldren Schiddigungen umfassten in unterschiedlichem Ausmal} eine Sklerosierung und
Hypertrophie der Glomeruli, eine Verdickung der glomeruldren Basalmembran und den Verlust von
Podozyten und ganzen Glomeruli. In weiblichen Médusen waren diese Verdnderungen nur in sehr
geringem Ausmall vorhanden. Die tubuldren Schéidigungen betrafen beide Geschlechter
gleichermafien und umfassten einen graduellen Verlust des Biirstensaums der proximalen Tubuli
sowie eine interstitielle Fibrose. Diese Ergebnisse wurden gestiitzt durch erhohte Werte des kidney

injury marker 1, einem Marker fiir die Schidigung in proximalen Tubuli. Ultrastrukturelle
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Untersuchungen der Niere von HbS-Mausen wurden in den beschriebenen Publikationen nicht

durchgefiihrt.

Uber die Verinderungen der Skelettmuskulatur von HbS-Miusen ist bisher nur wenig bekannt. HbS-
Maiuse haben eine signifikant reduzierte Muskelkraft gegeniiber HbA-Méusen (Chatel et al. 2018).
Im Zeitraum vom 2. Bis 4. Lebensmonat kommt es zu einer Abnahme der spezifischen Kraft ohne
Verdnderung des Muskelvolumens (Michel et al. 2023). Histologische bzw. ultrastrukturelle

Verianderungen der Skelettmuskulatur von HbS-Mausen wurden bisher nicht konkret beschrieben.

1.3.4 Mogliche Angriffspunkte des sActRIIB bei Sichelzellandmie

Aktivin A und andere Mitglieder der TGF-§ Superfamilie beeinflussen die Erythropoese (Bataller et
al. 2019). Luspatercept, ein sActRIIB mit unterdriickter Bindung von Aktivin A, wurde von der EMA
fiir die B-Thalassdmie und das MDS zugelassen (EMA 2021).

Da in bisherigen Studien kein Konsens dariiber besteht, ob Aktivin A eine stimulierende oder eine
inhibitorische Wirkung auf die Erythropoese ausiibt, untersuchten Voskaridou et al. (2019) die
Bedeutung von Aktivin A fiir verschiedene Hamoglobinopathien. Eingeschlossen wurden insgesamt
227 Patient*innen mit einer B-Thalassdmie Major (TM, n=58), B-Thalassdmie Intermedia (TI, n=43),
einer kombiniert heterozygoten SCD und B-Thalassdmie (HbS/beta-thal, n=109) sowie einer
homozygoten SCD (n=17). Der primire Endpunkt war die Hohe des Serum Aktivin A im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe. Patient*innen mit TM und HbS/beta-thal wiesen erhohte Aktivin A
Serumwerte auf. Bei den TM-Patient*innen wurde auflerdem eine signifikante negative Korrelation
zwischen den Aktivin A Serumwerten und der Hémoglobin-Konzentration festgestellt. Die
Ergebnisse unterstiitzen die These, dass Aktivin A einen inhibitorischen Einfluss auf die
Erythropoese ausiibt. Bei den Patient*innen mit TI und SCD waren diese Zusammenhénge nicht
signifikant. Die Autor*innen begriinden die nicht erhohten Aktivin A Werte bei der SCD zum einen
mit der reduzierten statistischen Aussagekraft durch die kleine Versuchsgruppe, zum anderen mit
dem Pathomechanismus der SCD, der im Gegensatz zu den Thalassdmien nicht in einer ineffektiven

Erythropoese, sondern in einem verdnderten Himoglobin-Molekiil bestehe.

Nach den Versuchen von Voskaridou et. al und dem klinischen Einsatz von Luspatercept ist noch
unklar, ob der sActRIIB auch bei der SCD zu einer verbesserten Himatopoese fithren konnte. Bisher
wurden keine Versuche mit dem sActRIIB in diesem Setting durchgefiihrt. In der vorliegenden
Arbeit wurde der sActRIIB erstmalig in einem Mausmodell der SCD eingesetzt und es wurden die

Ultrastruktur von Muskulatur und Niere untersucht.
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1.4 sActRIIB als supportive Therapie gegen die unerwiinschten Wirkungen von

Cisplatin
1.4.1 Cisplatin — Indikationen und bekannte Nebenwirkungen

Cisplatin ist ein Zytostatikum aus der Gruppe der Alkylanzien. Diese libertragen Alkylgruppen auf
die DNA, dadurch bilden sich Crosslinks zwischen den beiden DNA-Stringen, was die Replikation
verhindert (Herold 2022). Cisplatin ist als Monotherapie oder in Kombination mit anderen
Zytostatika zur Therapie zahlreicher Tumoren zugelassen, darunter Hodentumoren, gynékologische
Tumoren, Bronchialkarzinome, Karzinome des Kopf-Hals-Bereichs, Harnblasenkarzinome,

Osteosarkome und Osophaguskarzinome. Die Applikation erfolgt intravends (Ribosepharm 2018).
Die Fachinformation zu Cisplatin weist zahlreiche unerwiinschte Wirkungen aus:

Cisplatin ist stark nephrotoxisch, bei bis zu 1/3 der Patient*innen tritt nach Cisplatin-Gabe ein akutes
Nierenversagen auf (Ribosepharm 2018). Die Entwicklung eines akuten Nierenversagens erhoht die
Wabhrscheinlichkeit fiir ein chronisches Nierenversagen und die Mortalitdt (Chawla et al. 2014). Da
die Nephrotoxizitidt einen wichtigen dosis-limitierenden Faktor fiir den Einsatz von Cisplatin
darstellt, wird sie in Cisplatin-Tiermodellen, im Wesentlichen an Nagetieren, untersucht. Der
Wirkstoff gelangt in der Niere liber verschiedene aktive Transporte sowie iiber passive Diffusion in
das Tubulusepithel, vor allem in den proximalen und distalen Tubulus. Dort sind zahlreiche toxische
Auswirkungen dokumentiert (PerSe und Veceri¢-Haler 2018). Histologische Verdnderungen
umfassen eine Vakuolenbildung im Zytoplasma, den Verlust des Biirstensaums, eine tubuldre
Dilatation und die Nekrose von Tubuluszellen bis hin zur Tubulusdegeneration (Bazmandegan et al.
2021, Katagiri et al. 2016). Eine repetitive Gabe von Cisplatin induziert zudem eine
tubulointerstitielle Fibrose (Fu et al. 2019, Katagiri et al. 2016).

Storungen der Skelettmuskulatur werden in der Fachinformation in Form von Muskelkrampfen und
Myalgien mit unklarer Haufigkeit beschrieben (Ribosepharm 2018). Dariiber hinaus wird bei
Patient*innen, die mit Cisplatin behandelt werden, hiufig ein signifikanter Gewichtsverlust
beobachtet, der im Wesentlichen aus einer Muskelatrophie resultiert (Chen et al. 2015b). Die
Muskeltoxizitdt von Zytostatika wie Cisplatin ist von besonderer Bedeutung, denn zahlreiche Studien
assoziieren eine Sarkopenie, niedrige MuskelgroBBe oder geringe fettfreie Korpermasse mit einer
erhohten Toxizitit der angewendeten Zytostatika und einer erhohten Mortalitdt (Kazemi-Bajestani
et al. 2016, Pamoukdjian et al. 2018, Surov et al. 2021). Somit ergibt sich ein Zirkelschluss aus dem
Verlust an Muskelmasse und der Toxizitdt, der zu einer Dosislimitierung der Cisplatin-Therapie
fiihren kann. Chargi et al. (2022) untersuchten in einer retrospektiven Studie anhand von
Patient*innen mit Kopf-Hals-Tumoren, inwiefern die Skelettmuskelmasse zum Diagnosezeitpunkt
das Risiko fiir eine dosis-limitierende Toxizitdt von Cisplatin vorhersagen kann. Dabei fanden sie
bei Patient*innen mit einer niedrigen Skelettmuskelmasse ein signifikant hoheres Risiko. Ein
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niedriger BMI war nicht mit einem erhdhten Risiko assoziiert. Demnach konnte die Bestimmung der
Skelettmuskelmasse zukiinftig Risikopatient*innen identifizieren und zur Dosisplanung eingesetzt

werden.

Weitere sehr hédufige Nebenwirkungen von Cisplatin sind eine Ototoxizitdt, eine
Knochenmarkssuppression, die Reizung des Gastrointestinaltraktes, Hyponatridmie und Fieber.
Selten fiihrt Cisplatin zu Neuropathien, die Asthesie, Propriozeption, Pallisthesie und Motorik
betreffen konnen. Eine regelmiBige Uberwachung potenzieller Nebenwirkungen ist notwendig

(Ribosepharm 2018).

1.4.2 Bisherige supportive Therapieoptionen bei Gabe von Cisplatin

Die Fachinformation fiir Cisplatin empfiehlt zur Prophylaxe von Nierenschidden bei allen
Patient*innen eine ausreichende Hydratation und Diurese. Hierfiir erfolgt einige Stunden vor der
Applikation von Cisplatin eine Prahydratation sowie eine anschieBende Posthydratation jeweils mit
isotonischer Natriumchloridlosung. Wird hierdurch keine ausreichende Diurese erreicht oder werden
hohe Cisplatin-Dosen eingesetzt, ist eine forcierte Diurese durch Gabe von D-Mannitol indiziert.
Zudem wird ein engmaschiges Monitoring der Elektrolyt-Werte und bei Bedarf eine Substitution

empfohlen, insbesondere von Kalium-, Magnesium- und Calcium-Ionen (Ribosepharm 2018).

Hamroun et al. (2019) analysierten in einem systematischen Review die Wirksamkeit der bisherigen
nephroprotektiven MaBnahmen. Primérer Endpunkt war das Auftreten eines Cisplatin-induzierten
akuten Nierenversagens. Dabei fanden sie keine klare Evidenz fiir den Einsatz von D-Mannitol. Die
retrospektiven Studien ergaben uneinheitliche Ergebnisse und die einzige randomisiert-kontrollierte
Studie zeigte sogar einen schédlichen Effekt von D-Mannitol auf die Nierenfunktion. Auch die
anderen Praventionsansitze wie die Verbesserung der Nierendurchblutung durch Amifostine und der
FEinsatz von Antioxidantien erbrachten bisher keinen Wirksamkeitsnachweis. Ein weiterer
Ansatzpunkt ist die Hemmung des Organic Cation Transporters 2 (OCT2). Cisplatin wird als Substrat
dieses Transporters in den proximalen Tubulus aufgenommen, wo es akkumuliert und toxische
Effekte hat. Die direkte Inhibition des OCT2 durch Fosfomycin und Cimetidin hat bisher ebenfalls
keinen nachgewiesenen nephroprotektiven Effekt. Ein anderer Ansatz zur Hemmung des OCT?2 ist
die Magnesium-Supplementation. Die hierzu durchgefiihrte Meta-Analyse aus 15 Studien ergab bei
Magnesium-Gabe ein signifikant niedrigeres Risiko fiir die Entwicklung eines Cisplatin-induzierten
akuten Nierenversagens. Somit identifizierten Hamroun et. al Magnesium als potenziell

nephroprotektiven Wirkstoff bei Gabe von Cisplatin.

Gezieltere Therapie- und Prophylaxe-MaBnahmen zur Nephroprotektion sind bisher nicht etabliert.
Ein kiirzlich erschienener Nature Review fasste die préklinischen Tierversuchs-Studien zur
Identifikation von nephroprotektiven Ansatzpunkten zusammen. Dazu zéhlen u. a. die Hemmung der
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Cisplatin-Aufnahme in die Niere sowie seiner Aktivierung, die Reduktion des oxidativen Stresses
und die Vermeidung von Zelltod. Weitere Studien sind notwendig, um ihren Einfluss auf die
antineoplastische Aktivitdt von Cisplatin zu untersuchen und soweit mdglich eine nierenspezifische

Wirkung zu erreichen (Tang et al. 2023).

Die S3-Leitlinie zur supportiven Therapie von onkologischen Patient*innen empfiehlt eine
regelméBige korperliche Aktivitdt mit dem Ziel, Muskelkraft und Koordination zu fordern.
AuBerdem empfiehlt sie eine ausreichend kalorische Erndhrung, um der tumorassoziierten Kachexie
und dem, dadurch verstérkten Osteoporose- und Frakturrisiko entgegenzuwirken. Allerdings ist die
Wirksamkeit dieser Intervention bei einer bereits ausgeprigten Kachexie umstritten

(Leitlinienprogramm Onkologie 2020).

Gezielte TherapiemaBBnahmen gegen den Muskelverlust durch (platinhaltige) Zytostatika sind bisher

nicht etabliert, werden aber in einigen klinischen Studien untersucht:

Ein mogliches Target ist die Reduktion der Inflammation, die bisher aber nur in wenigen
randomisiert-kontrollierten Studien betrachtet wurde. Die Therapie mit Clarithromycin, einem
Antibiotikum, resultierte in einer Zunahme des Korpergewichts und des Gesamtiiberlebens von
Patient*innen mit Nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom, die mit Cisplatin therapiert wurden
(Sakamoto et al. 2001, Mikasa et al. 1997). Der Einsatz von Thalidomid, einem Tumornekrosefaktor-
a(TNF-a)-Inhibitor, reduzierte bei Patient*innen eines fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms den
Neoplasie-induzierten Gewichts- und Muskelverlust (Gordon et al. 2005). Celecoxib, nicht-
steroidales Antirheumatikum, wurde in einer Phase-2-Studie an Patient*innen mit unterschiedlichen
Neoplasien getestet. Es zeigte sich eine Zunahme der fettfreien Kérpermasse und eine Reduktion der

Serumkonzentration von TNF-a (Mantovani et al. 2010).

Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Gabe von Ghrelin. Ghrelin ist ein endogener Ligand des
Wachstumshormon-Rezeptors und induziert eine Appetitsteigerung sowie eine Zunahme von Fett-
und Muskelmasse (Chen et al. 2015a). AuBlerdem fordert Ghrelin die hepatische Produktion des
Insulin-like growth factor 1, welcher durch Steigerung der Proteinsynthese und Hemmung der
Proteolyse zur Muskelerhaltung beitragt (Ali et al. 2013). Chen et al. (2015a) demonstrierten in zwei
Mausmodellen, dass Ghrelin den Tumor- und Cisplatin-induzierten Muskelverlust signifikant

reduziert und die Griffstiarke erhoht.

Eine weitere Therapieoption ist die Gabe von Bisphosphonaten. Diese basiert auf der Theorie des
Muscle-bone crosstalk, die davon ausgeht, dass Muskulatur und Knochen als endokrine Organe
agieren und sich gegenseitig beeinflussen (Bonewald 2019). In verschiedenen Mausmodellen mit
Knochenmetastasen trug aus der Knochenmatrix sezerniertes TGF-f direkt zur Schwichung der
Muskulatur bei (Waning et al. 2015). Myofibrillen einer Zellkultur atrophierten, als sie einem

Knochen-konditionierten Medium von Cisplatin-behandelten Méausen ausgesetzt waren. Der
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Muscle-bone crosstalk  scheint also auch bei Zytostatika-induzierten Muskel- und
Knochenschiadigungen stattzufinden (Essex et al. 2019). Davon ausgehend erhielten in einer Studie
Mause Cisplatin allein und in Kombination mit dem Bisphosphonat Zolendronsidure. Wie erwartet,
resultierte die Cisplatin-Gabe in einem Verlust des Korpergewichts und der Muskelmasse sowie in
einer Abnahme der Knochenmasse und -dichte. In der Versuchsgruppe, die die Kombination mit
Zolendronsdure erhielt, gab es keinen Effekt auf das Korpergewicht. Jedoch entsprachen das
Knochenvolumen und die Trabekelstruktur der Kontrollgruppe ohne Cisplatin-Therapie. Die
Muskelmasse und -kraft waren verbessert, erreichten aber nicht das Niveau der Kontrollgruppe

(Essex et al. 2019).

1.4.3 Mogliche Angriffspunkte und vorherige Versuche mit dem sActRIIB

Ein Mechanismus, durch den Cisplatin seine Toxizitit auf die Muskulatur ausiibt, ist die
Uberexpression von Myostatin (Sakai et al. 2014, Chen et al. 2015a). Hieraus ergibt sich ein
moglicher Angriffspunkt fiir den sActRIIB. Die Blockade des Aktivin-Myostatin-Signalweges

durch den sActRIIB wurde bei anderen Zytostatika in Mausmodellen bereits eingesetzt.

Nissinen et al. (2016) untersuchten die Wirkung von Doxorubicin in Kombination mit dem sActRIIB.
Dabei fiihrte die Applikation von Doxorubicin zu einem geringeren Korpergewicht, Muskelmasse
und Mukelfaserdurchmesser. Diese Effekte wurden durch die zusétzliche Gabe des sActRIIB
komplett verhindert. Funktionell war die Laufperformance durch Doxorubicin verschlechtert, worauf
der sActRIIB keinen Effekt hatte. In einem Kurzversuch mit Mausen, denen durch Lewis lung cells
ein Tumor induziert wurde, wirkte der sActRIIB ebenfalls antikachektisch. Das Tumoransprechen

auf die Therapie mit Doxorubicin war unveréndert.

In einer anderen Studie wurde der sActRIIB in Kombination mit dem Folfiri-Chemotherapieschema
(bestehend aus 5-Fluoruracil, Leucovorin und Irinotecan) eingesetzt. Der durch die Zytostatika
induzierte Verlust von Kdrpergewicht, Muskelmasse, Muskelfaserdurchmesser und der Griffstéirke

wurde durch die Kombination mit dem sActRIIB komplett verhindert (Barreto et al. 2017).

Hatakeyama et al. (2016) untersuchten den Effekt des Aktivin-Myostatin-Signalwegs auf die
muskuldren Nebenwirkungen von Cisplatin anhand des CT-26 Kolon-Karzinom-Kachexie-
Mausmodells. Sie verwendeten eine murinisierte Form des humanen Antikérpers Bimagrumab, der
kompetitiv an den ActRII bindet und den Signalweg direkt hemmt. Die Therapien wurden nach
Auftreten einer Tumorkachexie begonnen. Hierbei stellten sie bei zusétzlicher Gabe von
Bimagrumab einen signifikant verringerten Gewichtsverlust gegeniiber der alleinigen Gabe von
Cisplatin und dem Placebo fest. Somit konnte der zusitzliche negative Effekt von Cisplatin auf das

Gewicht komplett verhindert werden. AuBlerdem zeigte sich die Tendenz zu einem reduzierten
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Verlust an Muskelmasse, signifikant war diese jedoch nur bei einem von drei untersuchten Muskeln.

Das Tumoransprechen auf die Therapie mit Cisplatin wurde durch Bimagrumab nicht beeinflusst.

Somit stellt die Gabe des sActRIIB bzw. die Blockade des Aktivin-Myostatin-Signalweges eine
potenzielle Therapie des Zytostatika-induzierten Muskelverlustes dar. Im Gegensatz dazu ist der
Einfluss auf die Nephrotoxizitit von Cisplatin und anderen Zytostatika bisher noch nicht untersucht

worden.

1.5 Potenzielle unerwiinschte Wirkungen des sActRIIB

1.5.1 Mechanismen zur Entstehung und bisher bekannte unerwiinschte Wirkungen des

sActRIIB

Der sActRIIB bindet nicht nur Myostatin, sondern auch andere Liganden des ActRIIB, dazu gehoren
die Aktivine A, B und AB sowie die BMPs 9, 10 und 11 (Souza et al. 2008). Im Gegensatz zu
Myostatin, das hauptséchlich im Skelettmuskel exprimiert wird, werden die Aktivine und BMPs in
einer Vielzahl von Geweben gebildet. Daher hat ihre Hemmung ein hoheres
Nebenwirkungspotenzial (Suh und Lee 2020). Allein Aktivin A beeinflusst zahlreiche Systeme im
Korper, darunter das Reproduktionssystem, das zentrale Nervensystem, das kardiovaskulidre System,
den Gastrointestinaltrakt, die Niere, das Immunsystem, das respiratorische System sowie das

muskuloskelettale System (Bloise et al. 2019).

Die klinischen Studien mit dem sActRIIB berichteten von verschiedenen Nebenwirkungen. Die
Phase-2-Studie eines sActRIIB an Jungen mit Duchenne Muskeldystrophie wurde vorzeitig
abgebrochen, da Nasenbluten, Zahnfleischbluten, Teleangiektasien und Erytheme auftraten. Dies
fiihren die Autor*innen Campbell et al. (2017) auf die Hemmung von BMP 9 und 10 zuriick.
Luspatercept, ein modifizierter sActRIIB mit stark reduzierter Affinitdt zu Aktivinen und BMPs,
hatte diese Nebenwirkungen in den Zulassungsstudien fiir das MDS und die - Thalassédmie nicht.
Haufige Nebenwirkungen waren Knochenschmerzen und Arthralgien, Diarrhoen, Schwindel und

Ubelkeit (Fenaux et al. 2020, Cappellini et al. 2020).

In einer Maus-Studie verursachte der sActRIIB eine Gewichtszunahme des Pankreas und der Milz
und eine eingeschrinkte Glukose-Toleranz. Die Serumwerte von Insulin, Glukagon und den
Kortikosteroiden waren nicht veréndert. Die Splenomegalie erkldren die Autor*innen durch eine

vermehrte extramedulldre Hamatopoese (Latres et al. 2017).

Aktivin A wird physiologisch auch im reproduktiven Trakt exprimiert. Es stimuliert die Hypophyse
zur Synthese und Sekretion des Follikel-stimulierenden Hormons (FSH). Im Umkehrschluss
reduziert sich der FSH-Spiegel, wenn Aktivin A gehemmt wird (Bloise et al. 2019). Eine Einzeldosis
von sActRIIB fiihrte bei gesunden postmenopausalen Frauen zu einer Reduktion von FSH um bis zu
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43 % (Attie et al. 2013). In einer 20-wdchigen randomisiert-kontrollierten Studie mit
postmenopausalen Frauen, die zweimalig den ActRII-Antikdrper Bimagrumab erhielten, war der
FSH-Spiegel ebenfalls signifikant reduziert. Allerdings war dieser Effekt reversibel nach dem
Absetzen und trat nicht bei Minnern auf. Die Ostrogen- und Androgenspiegel waren unverindert
(Garito et al. 2018). Aktivin A reguliert auch die fetale Entwicklung der Ovarien mit ihren
Primordialfollikeln und ist an der Follikelreifung und den Umwandlungsprozessen des
Endometriums beteiligt (Bloise et al. 2019). Aktivine spielen zudem eine Rolle in der postnatalen
Entwicklung des Hodens bei Miusen. Sie fordern die frithe postnatale Sertoli-Zell-Entwicklung
sowie die Reifung der Spermatogonien im juvenilen Alter (Buzzard et al. 2003, Mithraprabhu et al.
2010). Diese Ergebnisse verdeutlichen die Bedeutung von Aktivin A fiir die Entwicklung und

Funktion des reproduktiven Systems.

Bisher wurden in den klinischen Studien mit dem sActRIIB keine unerwiinschten Wirkungen des
reproduktiven Trakts berichtet. Die Langzeitfolgen einer Blockade des Aktivin-Myostatin-
Signalwegs auf die Fertilitdt sind unklar. Die Maus-Studien zu den Auswirkungen auf das

reproduktive System werden im folgenden Kapitel beschrieben.

1.5.2 Unerwiinschte Wirkungen des sActRIIB auf den reproduktiven Trakt

Vaughan et al. (2020b) untersuchten die Auswirkungen des sActRIIB auf den Reproduktionstrakt
von miannlichen Mausen in unterschiedlichen Versuchsbedingungen. In einer ersten Studie setzten
sie den sActRIIB an gesunden WT-Maiusen mit unterschiedlichen genetischen Hintergriinden ein.
Dabei resultierte sowohl bei einer sehr frithen, prapubertiren Gabe als auch bei Gabe im
Erwachsenenalter eine signifikante Abnahme des Hodengewichts und der Spermatozoenzahl. Die
Anzahl der Sertoli-Zellen und der Stamm-Spermatogonien war unveridndert. Bei Therapie im
prapubertiren Alter zeigte sich im Alter von 180 Tagen eine teilweise Erholung bei immer noch
reduzierter Spermatozoenzahl. In einem zusitzlichen Versuch im progeroiden Mausmodell Ercc1-

fiihrte die Therapie mit sActRIIB zu einer kompletten Elimination der Spermienproduktion

(Vaughan et al. 2020b).

In einer Folgestudie wurden die Auswirkungen des sActRIIB an zwei Mausmodellen der Duchenne
Muskeldystrophie untersucht. Die Wirkung des sActRIIB entsprach der in vorherigen Versuchen.
Der sActRIIB reduzierte in beiden Mausmodellen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant das
Hodengewicht und die Anzahl der Spermatozoen. Dies war auf eine verringerte Zellproliferation
zuriickzufiihren. Die Quantifizierung der Spermatozoen ergab eine Reduktion von 62 % im mdx-
Mausmodell und 70 % im D2-mdx-Mausmodell. Die Spermienmobilitdt war signifikant reduziert

(Vaughan et al. 2020a). Auch qualitativ waren die Spermatozoen beeintriachtigt. Hierfiir wurde die
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Ultrastruktur untersucht, was Teil der vorliegenden Arbeit ist und daher im Ergebnisteil berichtet

wird.

Die neueste Studie betrachtete insbesondere die molekularen Mechanismen, die den
Hodenveranderungen zugrunde liegen. Untersucht wurde dies im Alter von 37 Tagen (kurz nach
Beendigung der Therapie) und 120 Tagen. Hodengewicht, Spermatozoenzahl und Mobilitit waren
im Einklang mit den vorherigen Untersuchungen auch im Alter von 120 Tagen deutlich reduziert.
Die Anzahl der Gene mit verdnderter Expression erhdhte sich zum spéteren Untersuchungszeitpunkt
um ein Vielfaches. Die Autor*innen gehen davon aus, dass die tatsdchliche Zahl aufgrund
methodischer Ungenauigkeit noch hoher liegt. Dies deutet ebenfalls darauthin, dass die Wirkungen

auf das reproduktive System von Dauer sind (Vaughan et al. 2021).

1.6 Formulierung der Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Erweiterung der Kenntnisse iiber die therapeutischen Potenziale
des sActRIIB und seine Limitierungen durch mogliche unerwiinschte Wirkungen. Beurteilt wird dies
anhand der ultrastrukturellen Verinderungen verschiedener Gewebe mittels

Transmissionselektronenmikroskopie.

Es wurden drei Mausmodelle ausgewihlt, bei denen der sActRIIB als Therapie eingesetzt wurde.
Das Progerie-Modell Erccl?- bildet Alterungsprozesse ab. Hier wurde der sActRIIB bereits
erfolgreich eingesetzt. Die Neuerung besteht in der Kombination dieser Intervention mit einer
Kalorien-reduzierten Didt. In einem knock-in Mausmodell der Sichelzellandmie, wurde der
sActRIIB, im Gegensatz zu anderen Andmieformen, erstmalig eingesetzt. Als drittes Modell wurde
Maiusen Cisplatin verabreicht, dessen Nebenwirkungen durch den hiufigen Einsatz und die hohe
Nephrotoxizitit eine besondere Relevanz haben. Bisher wurde der sActRIIB nur zur Pravention der
unerwiinschten Wirkungen anderer Zytostatika eingesetzt. Zur Beurteilung der Wirkung des
sActRIIB wurden in allen drei Modellen die Ultrastruktur der Skelettmuskulatur und der Niere
beurteilt.

Da neuere Erkenntnisse indizierten, dass der sActRIIB Auswirkungen auf die Fertilitit haben konnte,
wurde in zwei Mausmodellen der Duchenne Muskeldystrophie (mdx und D2-mdx) die

Spermatozoen-Qualitdt anhand ihrer Ultrastruktur beurteilt.
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2. Material

In diesem Kapitel sind alle verwendeten Materialien aufgefiihrt. Die Losungen wurden, wenn nicht
anders angegeben, mit deionisiertem Wasser (dH,O) angesetzt. Zur Deionisation wurde der

Tonenaustauscher GREEN-LINE DIA 2800 verwendet.

2.1 Mauslinien

Bei der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Mauslinien verwendet, die im Folgenden
beschrieben werden. Die Miuse wurden in Partnerlaboren geziichtet und gehalten, wobei diverse
funktionelle Daten gesammelt wurden, die grofBtenteils noch unverdffentlicht und nicht Teil der
vorliegenden Arbeit sind. Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist die elektronenmikroskopische

Betrachtung unterschiedlicher Gewebematerialien der Méause.

2.1.1 Progeriemodell Ercc1#”

In den vorliegenden Versuchen wurde die Ercc14” Mauslinie verwendet. Die transgene Mauslinie
Erccl?” trigt in einem Allel eine Deletion der letzten sieben c-terminalen Aminosiduren des WT-
Proteins, im anderen Allel liegt ein Knockout vor. Ercc1”* Miuse im gleichen Alter dienten als WT-
Kontrollen. Die Miuse der Kontrollgruppe (Ercc1™*, WT) und der transgenen Gruppe (Ercc1?~, A/-
) wurden geziichtet wie zuvor beschrieben (Doll¢ et al. 2011, Weeda et al. 1997) und im Labor von
Prof. Ketan Patel in Reading (Grofbritannien) nach den Standards des Animals (Scientific
Procedures) Act 1986 (GroBbritannien) gehalten.

Die Miuse wurden in individuell beliifteten Kéafigen unter pathogen-freien Bedingungen bei 20-22
°C und einem 12 h-Licht/12 h-Dunkelheit-Zeit-Zyklus gehalten. Da die Erccl1?” Miuse kleiner
waren, erhielten sie ihre Nahrung innerhalb des Kifigs und es wurden Trinkflaschen mit ldngeren

Mundstiicken verwendet.

Es gab acht verschiedene Versuchsgruppen, die durch die genetischen Unterschiede, die Behandlung

mit sActRIIB und zwei verschiedene Kostformen definiert wurden.

Der post-natale Myostatin/Activin-Block wurde in 7 Wochen alten ménnlichen Méusen induziert
durch intraperitoneale (IP) Injektion von sActRIIB-Fc in der Dosierung 10 mg/kg. Die Injektionen

erfolgten zweimal wochentlich bis zu einem Alter von 16 Wochen.

Die Méuse erhielten entweder Futter und Wasser nach Belieben (ad libitum, AL) oder wurden einer
Kalorien-reduzierten Didt unterzogen (KR). Die Kalorien-reduzierte Didt begann im Alter von 7
Wochen mit zunichst 10% Kalorienreduktion, diese wurde wochentlich gesteigert, bis ab einem

Alter von 9 Wochen kontinuierlich eine 30% Reduktion durchgefiihrt wurde. WT-M&use nahmen im
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Durchschnitt 3 g Futtermittel pro Tag zu sich und erhielten unter 30% Kalorienrestriktion 2,1 g pro
Tag. Ercc1”- Méuse aBen im Durschnitt 2,3 g pro Tag und erhielten unter 30% Kalorienrestriktion
1,6 g pro Tag. Zur Kontrolle der vorher ermittelten Nahrungsmengen wurde die Nahrungsaufnahme

der AL Mause kontinuierlich dokumentiert.
Die Gruppen werden in den Abbildungsbeschreibungen folgendermalien abgekiirzt:

WT Wildtyp/ Ercc1™*
A/ - Progeriemodell / Ercc1%”
sActRIIB erhielt sActRIIB-Fc

mock erhielt Placebo
AL ad libitum, Futter und Wasser nach Belieben
KR Kalorien-reduzierte Diét

2.1.2 Sichelzellandmie knock-in Mausmodell

In den vorliegenden Versuchen zur SCD wurde das humanisierte knock-in Mausmodell verwendet,
das urspriinglich von Wu et al. (2006) entwickelt wurde und die Bezeichnung B6;129-
Hbb!m2HBGLHBES Tow /[ him3(HBGLHBB)Tow [y mlHBAJTow/ T tri0t Die Méuse tragen humane Transgene
fiir die a, B und y-Ketten des Hiamoglobins an den jeweiligen Maus-Genloci und haben den
genetischen Hintergrund C56BL/6. Es wurde entweder das HbA oder das HbS B-Globin eingebracht.
Das HbS B-Globin hat eine Transversion von Adenin zu Thymin im sechsten Codon, die in einem
Aminosédureaustausch von Glutaminséure zu Valin resultiert. Homozygote Tiere mit dem HbS B-
Globin entwickeln den SCD-Phénotyp. Homozygote Méuse mit dem HbA B-Globin im gleichen
Alter dienten als gesunde Kontrollgruppe (The Jackson Laboratory 2024).

Die Miuse wurden initial von The Jackson Laboratory (Jax strain #:013071) zur Verfligung gestellt
und wurden im Labor von Dr. Pierre-Louis Tharaux in Paris (Frankreich) nach den Standards der
European community guidelines gehalten. Die Miuse wurden in individuell beliifteten Kéfigen unter
pathogen-freien Bedingungen bei 20-22 °C und einem 12 h-Licht/12 h-Dunkelheit-Zeit-Zyklus

gehalten. Sie erhielten Nahrung und Wasser zur freien Verfiigung.

Es gab vier verschiedene Versuchsgruppen, die sich durch die genetischen Unterschiede und die

Behandlung mit sActRIIB voneinander unterschieden.

Der post-natale Myostatin/Activin-Block wurde in 7 Wochen alten ménnlichen Méusen induziert
durch IP-Injektion von 10 mg/kg sActRIIB-Fc. Die Injektionen erfolgten zweimal wochentlich bis

zu einem Alter von 13 Wochen.
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2.1.3 Cisplatin Behandlung an CD-1 Miusen

In den vorliegenden Versuchen wurde die CD-1® IGS-Mauslinie verwendet, welche von den Charles
River Laboratories zur Verfligung gestellt wurde. Dabei handelt es sich um eine seit 1926 bestehende
Linie, die multifunktionell in zahlreichen Forschungsgebieten eingesetzt wird (Charles River
Laboratories 2023). Die Méause wurden im Labor von Prof. Ketan Patel in Reading (Grof3britannien)
nach den Standards des Animals (Scientific Procedures) Act 1986 (GroBbritannien) gehalten. Die
Maéuse wurden in individuell beliifteten Kéafigen unter pathogen-freien Bedingungen bei 20-22 °C
und einem 12 h-Licht/12 h-Dunkelheit-Zeit-Zyklus gehalten. Sie erhielten Nahrung und Wasser zur
freien Verfiigung.

Es gab vier verschiedene Versuchsgruppen, die sich anhand der Gabe von Cisplatin oder eines

Kontrollwirkstoffs sowie der Behandlung mit dem sActRIIB voneinander unterschieden.
Die Cisplatin-Gabe erfolgte durch [P-Injektion von 5 mg/kg an Tag 18, 24, 28 und 36.

Der post-natale Myostatin/Activin-Block erfolgte durch IP-Injektion von 10mg/kg sActRIIB-Fc ab
Tag 17 zweimal wochentlich bis Tag 39.

2.1.4 Duchenne Muskeldystrophie Modell mdx und D2-mdx

In den vorliegenden Versuchen wurden zwei verschiedene Mausmodelle der Duchenne
Muskeldystrophie verwendet. Die muscular dystrophy x-linked (mdx) Mauslinie hat den genetischen
Hintergrund C57BL/10 und weist x-chromosomal eine Punktmutation von Guanin zu Adenin im
Dystrophin-Gen auf, die zu einem vorzeitigen Stopp-Codon in Exon 23 fiihrt (Bulfield et al. 1984,
Sicinski et al. 1989). C57BL/10 Mause im gleichen Alter dienten als WT-Kontrollen. Die DBA/2-
mdx (D2-mdx) Mauslinie wurde durch Riickkreuzung der C57BL/10-mdx Mauslinie mit der DBA/2
Mauslinie iiber mehr als 5 Generationen geziichtet (Fukada et al. 2010). So entstand die D2-mdx
Mauslinie, die sich von dem vorherigen Muskeldystrophie-Modell durch ihren genetischen
Hintergrund unterscheidet. DBA/2 Méuse im gleichen Alter dienten als WT-Kontrollen. Die Méuse
wurden im Labor von Prof. Ketan Patel in Reading (GroBbritannien) nach den Standards des Animals

(Scientific Procedures) Act 1986 (GroBbritannien) gehalten.

Die Méuse wurden in individuell beliifteten Kafigen unter pathogen-freien Bedingungen bei 20-22
°C und einem 12 h-Licht/12 h-Dunkelheit-Zeit-Zyklus gehalten. Sie erhielten Nahrung und Wasser

zur freien Verfligung.

Es gab vier verschiedene Versuchsgruppen, die sich durch die genetischen Unterschiede und die

Behandlung mit sActRIIB voneinander unterschieden.
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Der post-natale Myostatin/Activin-Block erfolgte durch IP-Injektion von 10 mg/kg sActRIIB-Fc ab

Tag 21 zweimal wochentlich bis zu einem Alter von 56 Tagen.

2.2 Chemikalien

Agarose

Blei(IDnitrat

Durcupan

Ethanol (EtOH)
Glutaraldehyd

Natronlauge (NaOH) 1 mol/l
Osmiumtetroxid
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Phosphatpuffer (PB)
Paraformaldehyd (PFA)
Propylenoxid

Saccharose

Spiillésung (Aqua)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Uranylacetat

2.3 Puffer und Losungen

2.3.1 Elektronenmikroskopie

Thermo Scientific, Braunschweig
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Serva Elektrophoresis, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe

Braun AG, Melsungen

Merck, Darmstadt

Plano, Wetzlar

Zur Darstellung der Ultrastruktur des Gewebes wurden die Gewebsstiicke in zwei Schritten

kontrastiert (siche Tabelle 2.1), bevor sie in Durcupan eingebettet wurden. Nach der Einbettung und

dem Anfertigen der Ultradiinnschnitte erfolgte der letzte Kontrastierungsschritt.

Tabelle 2.1: Verwendete Losungen zur Kontrastierung in der Elektronenmikroskopie

Menge / Volumen Chemikalie / Losung
1. Stiickkontrastierung 4% gelost in dH,O Osmiumtetroxid

6,86% Saccharose

0,2 molar (M) PB
2. Stiickkontrastierung 1% Uranylacetat

70% EtOH
Schnittkontrastierung 1,33 g Blei(ID)nitrat

1,76 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
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43 ml

Deionisiertes Wasser

7 ml

NaOH 1 mol/l

2.4 Gerite
2.4.1 Mikroskope

Transmissionslektronenmikroskop CM100

mit Kamera Quemesa TEM CCD camera

2.4.2 Weitere Gerite

Diamantmesser Ultra 45 °
Ionenaustauscher GREEN-LINE DIA 2800
Magnetriihrer mit Wéarmeplatte MAG-H
Trockenschrank 2711

Ultramikrotom EM UC7

Vortex-Genie 2

Zentrifuge 5804

2.5 Verbrauchsmaterialien

1,5 ml Safe-Lock Tubes

2 ml Safe-Lock Tubes

Biigelklingen

Einbettungsmulden PELCO
Einweg-Pasteurpipetten, graduiert
Einmalpipettenspitzen (weil3, gelb, blau)
Handschuhe Micro-Touch, Nitra-Tex
KIMTECH Science Prizisionstiicher
Kupfer Grids

Papierfilter rund

Parafilm ,,M*

Pasteurpipetten 150 mm

Petrischalen (@ 35 mm, 10 mm)
Pinzette Dumont Typ N7, Dumoxel
Rollenpflaster Leukoplast
Schnappdeckelglas 5 ml

Philips, Hamburg
Olympus, Hamburg

Diatome, Hatfield, PS (USA)
EnviroFALK, Hamburg

Gerhardt, Konigswinter

Kottermann, Uetze

Leica, Wetzlar

Scientific Industries, Bohemia, NY (USA)
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Carl Roth, Karlsruhe

Ted Pella, Redding, CA (USA)
Carl Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Niimbrecht

Ansell, Briissel (Belgien)

Carl Roth, Karlsruhe

Plano, Wetzlar

Schleicher & Schuell

Bemis Company, Oshkosh, WI (USA)
Carl Roth, Karlsruhe

Becton Dickison, Franklin (USA)
Plano, Wetzlar

BSN Medical, Hamburg

Th. Geyer, Renningen
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Skalpell B. Braun AG, Melsungen
Wimper mit Halterung Ted Pella, Redding, CA (USA)
Zentrifugen-Rohrchen (15 ml, 30 ml) Sigma-Aldrich, Steinheim

2.6 Software

iTEM (ResAlta)
Microsoft Office 365 (Microsoft)
Paint. NET (Washington State University, Microsoft)

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung aller Experimente wurde mit Excel (Microsoft Office 365) durchgefiihrt.
Die Signifikanzniveaus der Daten (FuBlfortsatzbreite) der jeweils unterschiedlichen Gruppen wurden
mit dem Student’s T-Test berechnet. Die graphische Darstellung der Ergebnisse inklusive der

Standardabweichung erfolgte ebenfalls mit Excel. Als Signifikanzniveaus wurden vorausgesetzt:

*p<0,05
**p<0,01
**% p <0,001

3. Methoden

In diesem Kapitel sind alle verwendeten Methoden ausgefiihrt.

3.1 Fixierung fiir die Elektronenmikroskopie

Die Fixierung der Nieren- und Skelettmuskelgewebe sowie der Spermien erfolgte extern in den
Laboren, die die Méduse hielten. Zur optimalen Erhaltung der Ultrastruktur wurde der Fixierlosung
aus 4% PFA zusitzlich 2,5% Glutaraldehyd zugefiigt. Das Gewebe wurde in dieser Losung bei 4 °C
gelagert und transportiert.

3.2 Einbettung der Nieren und Muskeln fiir die darstellende Elektronenmikroskopie

Die mit 4% PFA und 2,5% Glutaraldehyd fixierten Nieren und Skelettmuskelstiicke wurden, wenn
notig, mit einem Skalpell weiter zerkleinert, bis zu einer GroBe von circa 1 mm?. AnschlieBend

erfolgte der erste Kontrastierungsschritt (siehe Tabelle 2.1) in einer Losung aus 4% Osmiumtetroxid
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und Saccharosepuffer im Verhéltnis 1:4 fir 45 Minuten. Darauf folgte die Entwéasserung der Stiicke.
Dafiir wurden diese jeweils fiir 15 Minuten in 35% EtOH und in 50% EtOH tiberfiihrt. Wéhrend der
Entwisserung erfolgte der zweite Kontrastierungsschritt (sieche Tabelle 2.1) mit 1% Uranylacetat in

70% EtOH fiir 2 h bei Raumtemperatur oder bei 4 °C {iber Nacht.

Zur weiteren Entwésserung wurden die Stiicke fiir 15 Minuten in 96% EtOH und dann zweimal fiir

15 Minuten in 100% EtOH uberfiihrt.

Danach erfolgte die Vorbereitung fiir die Einbettung in das Kunstharz Durcupan. Hierfiir wurden die
Stiicke zweimal fiir jeweils 15 Minuten in Propylenoxid iiberfiihrt und anschlieBend fiir 2 h in einer
1:1-Mischung aus Propylenoxid und Durcupan inkubiert, bevor sie schlieBlich in 100% Durcupan

uberfiuhrt und darin tiber Nacht inkubiert wurden.

Am néchsten Tag wurden die Stiicke in Einbettungsmulden gegeben, welche anschlieBend mit

Durcupan befiillt wurden. Die Aushértung des Harzes erfolgte im Warmeschrank bei 60 °C fiir 24 h.

Die entstandenen Harzblocke wurden auf eine Fliche von etwa 1 mm? getrimmt und anschlieBend
mit einem Ultramikrotom mit Hilfe eines Diamantmessers 85 nm dick geschnitten. Die Schnitte

wurden auf Kupfer-Grids aufgebracht.

An den auf den Grids aufgebrachten Schnitten erfolgte der letzte Kontrastierungsschritt mit Bleicitrat
(siche Tabelle 2.1) fiir 3 Minuten, anschlieBend wurden die Schnitte mit 5 ml destilliertem Wasser

gewaschen.

3.3 Einbettung der Spermien fiir die Elektronenmikroskope

Die mit 4% PFA und 2,5 % Glutaraldehyd fixierten Spermien wurden zunéchst in den 1,5 ml Safe-
Lock Tubes fiir 10 Minuten bei 300 rounds per minute (rpm) (10 x g) zentrifugiert, sodass sich ein
Zellpellet absetzte. Der Uberstand (100-200 ul) wurde abpipettiert. AnschlieBend wurde der erste
Kontrastierungsschritt mit 1% Osmiumtetroxit (siche Tabelle 2.1, Verdiinnung mit Saccharosepuffer
im Verhiltnis 1:4) durchgefiihrt, bis das Zellpellet sich dunkel anférbte. Dies dauerte im Durchschnitt
10 Minuten. Danach wurde der Uberstand erneut abpipettiert. Auf einem Magnetriihrer mit
integrierter Warmeplatte wurde 3% Agarose aus 18 ml dH,O und 540 mg Agarose angesetzt. Diese
wurde noch warm in die Safe-Lock Tubes auf das Zellpellet pipettiert und hértete darin aus. Der
ausgehadrtete Agaroseblock wurde aus den Tubes in ein Glasgefdl3 iiberfithrt und es folgte im
Weiteren die normale Einbettungsprozedur bestehend aus der aufsteigenden Alkoholreihe, der
weiteren Kontrastierung mit Uranylacetat in 70% EtOH, dem Uberfiihren in Propylenoxid und der
Inkubation in Durcupan iiber Nacht. Die Agaroseblocke wurden noch einmal geteilt, bevor sie
schlieBlich in die Einbettungsmulden gegeben und mit Durcupan bedeckt wurden, welches 24 h bei

60 °C aushértete. Die weitere Prozedur entsprach dem Standard, wie in Kapitel 3.2 beschrieben.
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3.4. Auswertungsmethoden
3.4.1. Quantitative Bestimmung der Fullfortsatzbreite in den Nierenglomeruli

Fiir die Bestimmung der FuBBfortsatzbreite wurden die kontrastierten Ultradiinnschnitte zunidchst mit
dem Transmissionselektronenmikroskop CM100 von Philips mit einer VergroBerung von 1650 bis
2950 begutachtet und pro Tier mindestens 10 unterschiedliche Ausschnitte eines Glomerulums
aufgenommen. AnschlieBend wurden mithilfe der Software iTEM auf jedem Bild die Lénge der
Basalmembran und die Anzahl der daran anliegenden FuBfortsitze gemessen. Die quantitative
Auswertung der so erhaltenen Werte erfolgte mit der Software Excel. Dabei wurde jeweils die
Gesamtlinge der Basalmembranen durch die Anzahl der FuBfortsitze geteilt und dieses Ergebnis

anschlieBend erneut durch den Korrekturfaktor 4*m geteilt.

Lange der Basalmembran (nm)
Anzahl Fuffortsatze
4«11

Fufdfortsatzbreite (nm) =

3.4.2 Qualitative Auswertung der Nieren

Zur qualitativen Auswertung der Nierenschnitte wurden pro Versuchsgruppe ein oder mehrere
komplette Ultradiinnschnitte systematisch elektronenmikroskopisch angesehen. In der Struktur der
vorhandenen Glomeruli wurden die Breite der glomeruldiren Basalmembran, die Intaktheit des
Endothels, der Zustand der Podozyten und insbesondere die Architektur der FuBBfortsétze untersucht.
Ergab sich hieraus der Verdacht auf verbreiterte Ful3fortsdtze (FPE), so wurde quantitativ weiter
verfahren, wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben. Des Weiteren wurden die verschiedenen Abschnitte des
Tubulussystems untersucht. Je nach vorhandener Fragestellung und bekannten Auswirkungen der
untersuchten Erkrankung bzw. der Behandlung wurde ein Fokus auf bestimmte Abschnitte des

Tubulussystems gelegt.

3.4.3 Qualitative Auswertung der Skelettmuskulatur

Zur qualitativen Auswertung der Skelettmuskulatur wurden pro Versuchsgruppe ein oder mehrere
komplette  Ultradiinnschnitte =~ systematisch  elektronenmikroskopisch  angesehen.  Die
langsgeschnittenen Muskelfasern wurden auf den normalen Aufbau der Sarkomere und deren
Anordnung zueinander untersucht. Aulerdem wurden die Mitochondrien innerhalb der Faser und
unterhalb des Sarkolemms hinsichtlich ihrer Anzahl, Gréf3e und Struktur beurteilt. Zudem wurden

die Struktur und Lage der Zellkerne begutachtet. Gab es bei den vorher getétigten Mausexperimenten
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einen Hinweis auf eine verzogerte oder gestorte Erregungsiibertragung, so wurde an Querschnitten

zusitzlich ein Fokus auf die Struktur der neuromuskuldren Endplatten gelegt.

3.4.4 Qualitative Auswertung der Spermien

Zur qualitativen Auswertung der Spermien wurden pro Versuchsgruppe ein oder mehrere
Ultradiinnschnitte systematisch elektronenmikroskopisch angesehen. Im Allgemeinen wurde das
Verhiltnis der korrekt gebildeten Spermien zu den abnormalen Spermien beurteilt. Um die Spermien
in diese Kategorien einteilen zu kénnen, wurde die Morphologie der drei Abschnitte des Spermiums
iberpriift: Am Kopfteil die Morphologie des Kernes, die Menge des Zytoplasmas und, wenn sichtbar,
die Struktur des Akrosoms, am Mittelstiick die 9+2 Struktur der lings angeordneten Mikrotubuli
sowie die sich ringsherum befindlichen Mitochondrien und am Schwanz ebenfalls die
Mikrotubulistruktur. Entsprach einer dieser Abschnitte nicht der Norm, so wurde das Spermium als
abnormal klassifiziert. Zudem wurden die auftretenden Verinderungen genauer betrachtet und

dokumentiert.
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4. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse aller Untersuchungen dargestellt, die zu den einzelnen
(Krankheits-)Modellen durchgefiihrt wurden. Als Beispiele fiir die Wirkung des sActRIIB wurden
die Ultrastruktur der Niere und der Skelettmuskulatur (am Beispiel des M. biceps brachii), als

potenzielle Nebenwirkung, die von Spermatozoen untersucht.

4.1 Progeriemodell Ercc1*-

Im Folgenden werden die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchungen dargestellt,
die anhand der Progerie-Mauslinie Ercc1?~ durchgefiihrt wurden. Es werden die Auswirkungen der
verschiedenen Behandlungsmethoden sActRIIB und der Kalorien-reduzierten Didt (KR) auf WT-
Maiuse und anschlieBend auf die Progerie-Méuse beschrieben. Untersucht wurde die Ultrastruktur

der Niere und der Skelettmuskulatur.

4.1.1 Untersuchungen an der Niere
4.1.1.1 Auswirkungen des sActRIIB und der Kalorien-reduzierten Didt auf WT-M&use

Als Kontrollgruppen zu dem Progeriemodell wurden an WT-Méusen (Erccl™*) die Auswirkungen
des sActRIIB sowie der Kalorien-reduzierten Diét untersucht. Dabei konnte kein Unterschied
zwischen den vier Versuchsgruppen festgestellt werden (Abbildung 4.1). Die Tiere aller Gruppen
wiesen eine normale glomerulére Struktur auf. Das fenestrierte Endothel zeigte keine
Auffilligkeiten, die glomeruldre Basalmembran war normal und gleichméBig dick und die von den
Podozyten gebildeten Fulifortsétze wiesen eine regelhafte Morphologie auf. Quantitative Messungen
ergaben keinen signifikanten Unterschied in der Breite der FuBfortsidtze zwischen den einzelnen
Behandlungsmethoden (Abbildung 4.1.e, WT Mock AL 288+61 nm, WT Mock KR 313435 nm, WT
sActRIIB AL 294+47 nm, WT sActRIIB KR 295430 nm).
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Abbildung 4.1: Keine Auswirkungen durch den sActRIIB und die KR auf die Glomeruli von WT-Miusen sichtbar.
EM-Untersuchung der Struktur der Podozyten bei WT-Méusen unter den unterschiedlichen Behandlungsbedingungen. (a)
WT Mock AL. (b) WT Mock KR. (¢) WT sActRIIB AL. (d) WT sActRIIB KR. (e) Quantitative Untersuchung der
Fulfortsatzbreite (WT Mock AL 288+61 nm, WT Mock KR 313+35 nm, WT sActRIIB AL 294+47 nm, WT sActRIIB KR
295+30 nm).

4.1.1.2 Phénotyp des Progeriemodells (Ercc14”)

Nach der Untersuchung der Kontrolltiere wurden der Phénotyp der Ercc1? Mauslinie beurteilt. In
den Glomeruli zeigte sich als auffilligstes Merkmal eine Verbreiterung der Fullfortsétze (FPE) im
Vergleich zu den WT-Tieren (Abbildung 4.2.b-c, WT Mock AL 288+61 nm, A/— Mock AL
544+137 nm, p<0,001). Zudem fanden sich vermehrt hypertrophe Mitochondrien. Sonstige

Verianderungen der Glomeruli und des Tubulussystems konnten nicht festgestellt werden.
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Abbildung 4.2: Phiinotyp des Glomerulums bei Ercc1®-Miusen. EM-Untersuchung des Ultrastruktur der Niere von
WT- und Ercc1®~Miusen. Ercc1%~ Miuse weisen signifikant mehr FPE auf. Auffillig sind zudem hypertrophe
Mitochondrien (rote Pfeile). (a) WT Mock AL. (b) A/— Mock AL. (c) Quantitative Auswertung der FP-Breite (WT Mock
AL 288+ 61 nm, A/— Mock AL 5444137 nm, p< 0,001).

4.1.1.3 Auswirkungen des sActRIIB und der Kalorien-reduzierten Didt auf Ercc1%— Méause

Es wurde ein Vergleich zwischen den verschiedenen Behandlungsmethoden durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich, dass bereits der Einsatz einer der beiden Behandlungsmethoden zu einem reduzierten
FPE fiihrte (Abbildung 4.3.d,c). Dies konnte auch in den quantitativen Auswertungen nachgewiesen
werden (Abbildung 4.3.¢ A/— Mock AL 544+137 nm, A/— Mock KR 440+74 nm, p <0,001; A/—
sActRIIB AL 433486 nm, p < 0,001). Die Behandlung mit dem sActRIIB wies einen Trend dazu
auf, effektiver zu sein, der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen war jedoch nicht signifikant
(p=0,72). In der Gruppe, bei der eine Doppelbehandlung stattfand, konnte ebenfalls eine starke
Reduktion des FPE festgestellt werden (Abbildung 4.3.d-e A/— sActRIIB KR 390+57 nm, p <
0,001), sie war auch schwach signifikant gegeniiber den Einfachbehandlungsgruppen. Bei keiner der
Behandlungsgruppen entsprach die Breite der FuBBfortsétze den Normalwerten der Kontrollgruppe.

In allen Behandlungsgruppen waren weniger hypertrophe Mitochondrien erkennbar.

38



%k %

€ 800 * % %

700 k% k

600 — * X -
E 500
2 400
f
o
< 300
[N

200

100

0
A/- Mock AL A/- Mock KR A/- SACERIIB AL A/- SACERIIB KR

Abbildung 4.3: sActRIIB und KR fiihren zu einer Verringerung des FPE bei Ercc1®- Miusen. EM-Untersuchung der
Struktur der Podozyten bei Ercc1A/- Méusen ohne Behandlung und unter den unterschiedlichen Behandlungsbedingungen.
ErcclA/- Miuse zeigen ein deutliches FPE. sActRIIB und KR fiithren zu weniger breiten FP. Keine hypertrophen
Mitochondrien sichtbar. (a) A/— Mock AL. (b) A/— Mock KR. (c) A/— sActRIIB AL. (d) A/— sActRIIB KR (e)
Quantitative Auswertung der FP-Breite (A/— Mock AL 544+137 nm, A/— Mock KR 440+74 nm, p <0,001; A/— sActRIIB
AL 433486 nm, p < 0,001, A/— sActRIIB KR 390+57 nm, p < 0,001)
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4.1.2 Untersuchungen an der Skelettmuskulatur
4.1.2.1 Auswirkungen des sActRIIB und der Kalorien-reduzierten Didt auf WT-Miuse

Wie auch bei den Nieren wurden bei der Skelettmuskulatur als Kontrollgruppen die Auswirkungen
der verschiedenen Behandlungsmethoden an WT-Méiusen (Ercc1™") getestet. Die Muskulatur wurde
im Langsschnitt betrachtet. Dabei konnten keine durch die Behandlung ausgeldsten Verdnderungen
festgestellt werden. Die Muskulatur wies regelhaft strukturierte Sarkomere auf, die Zellkerne zeigten
keine Auffilligkeiten, die GroBe und Lage der Mitochondrien entsprachen der Norm (Abbildung
4.4).

i i e L . : .
Abbildung 4.4: Keine Auswirkungen durch den sActRIIB und die KR auf die Struktur der Skelettmuskulatur von
WT-Miusen sichtbar. EM-Untersuchung der Struktur des M. biceps brachii bei WT-Médusen unter den unterschiedlichen
Behandlungsbedingungen. Die Bilder sind représentativ fiir alle Bestandteile der quergestreiften Muskulatur (a) WT Mock
AL. (b) WT Mock KR. (c) WT sActRIIB AL. (d) WT sActRIIB KR.

4.1.2.2 Phinotyp des Progerie-Modells (Ercc1%”) ohne Therapie

Im Vergleich zu den WT-Tieren wurde die Ultrastruktur der Skelettmuskulatur von Ercc14Méiusen
untersucht. Dabei fanden sich einige Auffilligkeiten. Die Sarkomere wiesen eine irregulire Struktur
mit unregelméBig verteilten, teils verbreiterten oder fehlenden Z-Banden auf. Das Tubulussystem
wirkte stellenweise erweitert. Die Verteilung der Mitochondrien war weitestgehend regelrecht. Die

Morphologie der Zellkerne war unauffillig (Abbildung 4.5.a).
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Da elektrophysiologische Tests (durchgefiihrt im Labor von Prof. Ketan Patel) ergaben, dass die
Signaliibertragung vom peripheren Nervensystem auf die Skelettmuskulatur geschéddigt sei, wurde
die Struktur der motorischen Endplatten unter Einfluss der verschiedenen Behandlungsmethoden
untersucht. Dabei fanden sich bei den Ercc1®~ Méusen ohne Behandlung Auffilligkeiten im Bereich
der Postsynapse. Dort bildet das Sarkolemm zahlreiche bis zu 1 pum tiefe Einstiilpungen, den
sogenannten Subneuralen Faltenapparat, der einer VergroBerung der Oberfliche dient. An den
tiefsten Punkten der Einstiilpungen kommt es jeweils zu einer Verdickung des Sarkolemms (Hall
und Sanes 1993). Die Einstiilpungen werden auch als Fragmentierung des Sarkolemms bezeichnet.
Bei den Erccl®” Miusen war diese erheblich flacher und unregelméBiger ausgepriigt, als dies bei
WT-Maiusen der Fall ist. An den Endkndpfchen der Motoneuronen sowie an deren myelinisierten

Fasern konnten keine Auffalligkeiten festgestellt werden (Abbildung 4.6.a,f).

4.1.2.3 Auswirkungen des sActRIIB und der Kalorien-reduzierten Diit auf Ercc1®— Miuse

Die allgemeine Ultrastruktur der Skelettmuskulatur war sowohl bei den mit dem sActRIIB
behandelten Maiusen als auch bei der Doppelintervention mit der Kalorien-reduzierten Diat
grofBitenteils regelhaft. Die Sarkomere wiesen einen regelméBigen Aufbau mit gleichférmigen Z-
Linien auf (Abbildung 4.5.c-d). Im Gegensatz dazu fiihrte die alleinige Therapie durch die Kalorien-

reduzierte Didt nicht zu einer Verbesserung der Sarkomerstruktur (Abbildung 4.5.b)

Im Bereich der neuromuskuldren Endplatten zeigte sich unter Behandlung der Miuse in Form der
Kalorien-reduzierten Didt eine deutlich verbesserte Struktur des fragmentierten Sarkolemms. Die
Einstiilpungen waren zahlreicher und tiefer, waren aber nicht so gleichmifig wie bei einem WT-Tier
(Abbildung 4.6.b). Die Behandlung mit dem sActRIIB hatte einen &dhnlichen Einfluss auf die
Fragmentierung des Sarkolemms der motorischen Endplatte. Auch bei diesen Tieren néherten sich
die Tiefe und die Anzahl der Membraneinstiilpungen dem normalen Aussehen bei WT-Méusen an,
dennoch fehlte es auch bei dieser Behandlungsmethode an GleichméaBigkeit (Abbildung 4.6.c). Die
Kombination des sActRIIB und der Kalorien-reduzierten Dit fiihrte zu einer erneuten Verbesserung
des Phinotyps (Abbildung 4.6.d). Die Einstiilpungen des Sarkolemms waren dhnlich tief und
zahlreich wie bei den Einzeltherapien. Zusétzlich wurden bei den doppelt behandelten Tieren eine
GleichméBigkeit und Parallelitdt dieser deutlich, sodass das Gesamtbild dem eines WT-Tieres glich.
Die Struktur der neuromuskuldren Endplatten wurde anhand einer Schemazeichnung von Hall und

Sanes (1993) beurteilt (Abbildung 4.6.¢).
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Abbildung 4.5: sActRIIB und Doppelintervention mit KR verbessern die Ultrastruktur der Skelettmuskulatur. EM-
Untersuchung der Struktur der Skelettmuskulatur bei Ercc1~ Méusen ohne Behandlung und unter den unterschiedlichen
Behandlungsbedingungen. Ercc1®- Miuse zeigen unregelmiBige Sarkomere. Unter alleiniger KR keine Verbesserung. Bei
Therapie mit dem sActRIIB und bei Doppelintervention regelrechte Ultrastruktur. (a) A/— Mock AL. (b) A/— Mock KR.
(c) A/— sActRIIB AL. (d) A/— sActRIIB KR.
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Abbildung 4.6: sActRIIB und KR verbessern die Struktur der motorischen Endplatte bei Ercc1*- Skelettmuskeln.
EM-Untersuchung der Struktur der motorischen Endplatte bei Ercc1”~ Miusen ohne Behandlung und unter den
unterschiedlichen Behandlungsbedingungen. Ercc1®~ Miuse zeigen eine unregelmiBigere und flachere Fragmentierung des
Sarkolemms. (a) A/— Mock AL. (b) A/— Mock KR. (¢) A/— sActRIIB AL. (d) A/— sActRIIB KR. (e) A/— Mock KR
myeliniserte Nervenfasern in der Skelettmuskulatur. (f) Schema einer reguldren motorischen Endplatte (Quelle: verandert
nach Hall und Sanes (1993)).
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4.2 Sichelzellandmie-Modell

Im Folgenden werden die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchungen dargestellt,
die anhand der knock-in Sichelzellandmie-Mauslinie, entwickelt von Wu et al. (2006), durchgefiihrt
wurden. Es werden der Phinotyp der HbS-Méuse und die Auswirkung der Behandlung mit dem
sActRIIB beschrieben. Untersucht wurden die ultrastrukturellen Eigenschaften der Niere und der

Skelettmuskulatur.

4.2.1 Untersuchungen an der Niere
4.2.1.1 Phénotyp der HbS-Mauslinie

Es wurde die Ultrastruktur in der Niere der HbS-Mause untersucht. Die Glomeruli zeigten in beiden
Versuchsgruppen keine morphologischen Auffilligkeiten (Abbildung 4.7.a-b). Es gab kein
sichtbares FPE, in den quantitativen Messungen fanden wir geringfiigig, aber signifikant breitere
FuBfortsétze in der sActRIIB-Gruppe (HbS PBS 356+65 nm, HbS sActRIIB 407+76 nm, p=0,003).
Das Tubulussystem der HbS-Méuse wies zahlreiche Auffilligkeiten auf. In proximalen und distalen
Tubuli sowie in Sammelrohren zeigten sich ein vermehrter Zelltod oder eine Degeneration des
Tubulus (Abbildung 4.7.d-f). Die Henle-Schleife war davon nicht betroffen (Abbildung 4.7.g). Des
Weiteren fanden sich massive Kollageneinlagerungen zwischen benachbarten Tubuli sowie
zwischen Tubuli und der Basalmembran von Gefilen, die auf eine Fibrosierung des Organs

hindeuten (Abbildung 4.7.h).
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Abbildung 4.7: Das Tubulussystem der Niere ist bei HbS-Miusen geschiidigt. EM-Untersuchung der Struktur der Niere
von HbS-Mausen. Es gibt keine Verdnderungen in den Glomeruli. (a) HbS PBS Glomerulum. (b) HbS + sActRIIB
Glomerulum. Das Tubulussystem zeigt vermehrten Zelltod und Degeneration. Die Henle-Schleife ist nicht betroffen.
Aulerdem gibt es Fibrosierungen. (a, d-f) HbS-Mause ohne Therapie. (c) Quantitative Messung der FP-Breite (HbS PBS
356465 nm, HbS sActRIIB 407+76 nm, p=0,003). (d) Proximaler Tubulus. (e) Distaler Tubulus. (f) Sammelrohr. (g)
Henle-Schleife. (h) Kollageneinlagerung zwischen zwei Tubuli (rote Pfeile).
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4.2.1.2 Auswirkungen des sActRIIB auf die HbS-Mause

Bei den mit dem sActRIIB behandelten Tieren konnten keine Hinweise auf einen vermehrten Zelltod
oder degenerierte Tubuli gefunden werden. Das Tubulussystem in Nierenkortex und Nierenmark war
vollstdndig intakt (Abbildung 4.8.a-d). Eine Fibrose im Ausmall der unbehandelten Tiere konnte
nicht festgestellt werden. Jedoch fanden sich an einigen Stellen schmale submembrandse
Kollageneinlagerungen (Abbildung 4.8.b). Im Vergleich zu den unbehandelten Tieren muss
dennoch, aufgrund der malBgeblich geringen Ausprigung, von einer deutlichen Reduktion der

Fibrosierung ausgegangen werden.

Abbildung 4.8: Der sActRIIB reduziert Schidigungen des Tubulussystems. EM-Untersuchung der Struktur der Niere
von HbS-Méusen, die mit dem sActRIIB therapiert wurden. Das Tubulussystem ist intakt. Ein vermehrter Zelltod im
proximalen Tubulus (a), distalen Tubulus (b) oder Sammelrohr (c) ist nicht erkennbar. Die Henle-Schleife (d) ist ebenfalls
regelhaft. Schmale submembrandse Kollageneinlagerungen (rote Pfeile) sind sichtbar.
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4.2.2 Untersuchungen an der Skelettmuskulatur
4.2.2.1 Auswirkungen des sActRIIB auf WT-Méuse

Als Kontrollgruppe wurden die Auswirkungen des sActRIIB auf die Skelettmuskulatur von WT-
Mausen untersucht. Dabei wurde die Muskulatur im Léngsschnitt begutachtet. Simultan zu den
Ergebnissen der Kontrollgruppe im Progerie-Modell zeigten sich auch hier keine Auffilligkeiten. Es
lagen regelhaft strukturierte Sarkomere vor, die Morphologie und Lage der Zellkerne sowie Grofe

und Lage der Mitochondrien entsprachen der Norm (Abbildung 4.9)

3

Abbildung 4.9: Keine Auswirkungen durch den sActRIIB auf die Struktur der Skelettmuskulatur von WT-Méusen
sichtbar. EM-Untersuchung der Struktur des M. biceps brachii bei WT-Méusen unter den unterschiedlichen
Behandlungsbedingungen. Die Bilder sind reprisentativ fiir alle Bestandteile der quergestreiften Muskulatur (a) WT PBS.
(b) WT sActRIIB.

4.2.2.2 Phénotyp der HbS-Mauslinie

Im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren wurde die Ultrastruktur der Skelettmuskulatur von HbS-Méusen
untersucht. Dabei fanden sich zahlreiche Auffilligkeiten. Die Sarkomere wiesen eine irregulire
Struktur mit verbreiterten Z-Banden und kaum sichtbaren oder komplett fehlenden M-Banden auf
(Abbildung 4.10.a). Die Dichte der Myofibrillen war verringert und das Tubulussystem erweitert
(Abbildung 4.10.a). Die Verteilung der Mitochondrien wich ebenfalls von der Norm ab. Zum einen
zeigten sich innerhalb der Faser grofle Stringe von zusammenhéingenden Mitochondrien, wo
normalerweise meist nur Paare zu finden sind (Abbildung 4.10.b) und zum anderen gab es
submembrands Abschnitte scheinbar ,leeren” Sarkoplasmas anstelle kompakt gelagerter
Mitochondrien (Abbildung 4.10.c). AuBerdem kam es zu flichigen Kollageneinlagerungen
zwischen benachbarten Faserabschnitten, was genau wie in der Niere auf einen fibrotischen Umbau

des Gewebes hindeutet (Abbildung 4.10.d). Die Morphologie der Zellkerne war unauffallig.
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Abbildung 4.10: Die Skelettmuskulatur der HbS-Méuse zeigt zahlreiche Verdnderungen. EM-Untersuchung der
Ultrastruktur der Skelettmuskulatur von HbS-Méusen. Es finden sich schlecht organisierte Sarkomere (erweiterte Z-
Banden, fehlende M-Banden) (a-d) ein erweitertes Tubulussystem (rote Pfeilspitze,a), eine nicht regelhafte
Mitochondrienverteilung (blauer Pfeil, b-c) sowie Kollageneinlagerungen (roter Pfeil,d).

4.2.2.3 Auswirkungen des sActRIIB auf die HbS-Miuse

In der mit dem sActRIIB behandelten Versuchsgruppe konnten, im Gegensatz zu den unbehandelten
Tieren, nahezu keine Abnormalitéiten festgestellt werden. Die Sarkomere waren normal strukturiert
und alle Banden in regelhafter Auspragung. Grofle und Lage der Mitochondrien waren unauffillig
und es gab keine Anzeichen einer Fibrose. Lediglich das Tubulussystem war etwas erweitert
(Abbildung 4.11).

Abbildung 4.11: sActRIIB reduziert die strukturellen Verinderungen, die bei HbS-Miusen auftreten. EM-
Untersuchung der Skelettmuskulatur von HbS-Mausen, die mit dem sActRIIB therapiert wurden. Es zeigt sich eine
regelhafte Struktur der Sarkomere sowie eine normale Lage und GroBe der Mitochondrien. Keine Anzeichen von Fibrose.
Das Tubulussystem ist leicht erweitert. (a) Auszug aus einer lings geschnittenen Faser. (b) Regelhafte submembranose
Mitochondrien.
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4.3 Cisplatin-Mausmodell

Im Folgenden werden die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchung dargestellt, die
an CD-1 Méusen erfolgt sind. Es wurden die kurz- und langfristigen Auswirkungen der Cisplatin-
Gabe bei jungen Miusen getestet. AnschlieBend wird der Effekt einer simultanen Therapie mit dem
sActRIIB beschrieben. Untersucht wurden die Ultrastruktur von Niere und Skelettmuskulatur zu
zwel Zeitpunkten. Das Alter von 37 Tagen (37 d) liegt einen Tag nach der letzten Cisplatin-Injektion
und représentiert somit die kurzfristigen Auswirkungen. Bei den 120 Tage (120 d) alten M&usen lag
die letzte Injektion 12 Wochen zuriick, hiermit sollen die langfristigen Auswirkungen abgebildet
werden. Als Kontrollgruppen dienten Méuse, die ausschlieBlich PBS oder dieses in der Kombination

mit dem sActRIIB injiziert bekamen.

4.3.1 Untersuchungen an der Niere

4.3.1.1 Auswirkungen der Cisplatin-Gabe auf die Struktur der Niere zu den Zeitpunkten 37 d und
120 d im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS-Gabe)

Es wurden die Struktur der Glomeruli und des Tubulussystems zu den Zeitpunkten 37 d und 120 d
untersucht.

Zum Zeitpunkt 37 d konnten bei den Cisplatin-behandelten Tieren innerhalb der Glomeruli keinerlei
Verianderungen gefunden werden. Die Podozyten waren intakt und ihre Fullfortsétze wiesen keine
Verbreiterung auf, das Endothel der Kapillaren erschien regelhaft und die glomerulire
Basalmembran nicht verdickt (Abbildung 4.12.a). Bei der Untersuchung des Tubulussystems
erschienen die meisten Abschnitte ebenfalls unverdndert. Jedoch zeigte sich ein vermehrter Zelltod,
der insbesondere in proximalen Tubuli sehr hdufig auftrat (Abbildung 4.12.b). Dies betraf in der
Regel einen groBen Anteil der Tubuluszellen, sodass man von einer globalen Schédigung dieser
Tubuli ausgehen kann. Die anderen Abschnitte des Tubulussystems waren davon nur geringfiigig
betroffen.

In der Kontrollgruppe mit ausschlieBlicher Gabe von PBS waren alle Abschnitte des Tubulussystems
sowie die Glomeruli intakt. Dasselbe Ergebnis zeigte sich auch bei den Tieren der Versuchsgruppe,
die zusétzlich mit dem sActRIIB behandelt worden waren. Diese wiesen ebenfalls intakte Glomeruli
(nicht abgebildet) und keine Anzeichen einer Schidigung des Tubulussystems auf (Abbildung
4.12.c-e).

Auch zum Zeitpunkt 120 d gab es innerhalb der Glomeruli in allen Versuchsgruppen keinerlei
Auffalligkeiten (Abbildung 4.13.a,d,e). In den Kontrollgruppen mit und ohne Behandlung durch den
sActRIIB waren auch alle Abschnitte des Tubulussystems weiterhin intakt (Abbildung 4.13.d-f). Bei
den Méusen, die Cisplatin erhalten hatten, fand sich eine Vielzahl komplett degenerierter Tubuli, von

denen nur noch Zelltriimmer verblieben (Abbildung 4.13.b-c). Die Lage im Kortex innerhalb von
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Verbidnden von proximalen bzw. distalen Tubuli sowie das Wissen um den bereits frither
aufgetretenen Zelltod in proximalen Tubuli, deuteten darauf hin, dass es sich bei diesen

Uberbleibseln groBtenteils um proximale Tubuli gehandelt haben kénnte.

Abbildung 4.12: Zeitpunkt 37 d - Therapie mit Cisplatin fiihrt zu Degeneration des proximalen Tubulus. (a-b)
Glomerulum und proximaler Tubulus unter Cisplatin-Therapie. (c-d) Kontrollgruppe PBS. (e) PBS + sActRIIB.
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Abbildung 4.13: Zeitpunkt 120 d — Komplett degenerierte proximale Tubuli nach Therapie mit Cisplatin. (a)
Glomerulum nach Cisplatin-Therapie. (b-c) Degenerierte Tubuli nach Cisplatin-Therapie. (d) Kontrollgruppe PBS. (e-f)
PBS + sActRIIB.
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4.3.1.2 Struktur der Niere bei simultaner sActRIIB-Behandlung neben einer Cisplatin-Therapie

Es wurde die Struktur der Niere von Méusen untersucht, die simultan zu einer Cisplatin-Therapie
den sActRIIB injiziert bekommen haben. Vergleichbar mit den anderen Versuchsgruppen wiesen
auch bei diesen Tieren die Glomeruli eine normale Struktur auf. Es gab keine Anzeichen von FPE
oder Podozytenverlust, einer verdickten Membran oder Schidigungen der Kapillarschlingen
(Abbildung 4.14.a-b). Im Gegensatz zu der ausschlieBlichen Cisplatin-Gabe konnte bei simultaner
Behandlung mit dem sActRIIB zum Zeitpunkt 37 d kein vermehrter Zelltod innerhalb der proximalen
Tubuli festgestellt werden (Abbildung 4.14.c-d). Auch die Henle-Schleifen, distalen Tubuli und
Sammelrohre wiesen keinerlei Auffalligkeiten auf (nicht abgebildet). Zum Zeitpunkt 120 d zeigte
sich ebenfalls ein vollig intaktes Tubulussystem, es kam also auch langfristig nicht zu vermehrtem

Zelltod oder Degeneration von Tubuli (Abbildung 4.14.e-f).

Abbildung 4.14: Erhaltenes Tubulussystem bei simultaner Behandlung mit Cisplatin + sActRIIB. (a) 37 d intaktes
Glomerulum. (b) 120 d intaktes Glomerulum. (c-d) 37 d unauffillige proximale und distale Tubuli. (e-f) 120 d unauffallige
proximale Tubuli.
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4.3.2 Untersuchungen an der Skelettmuskulatur

4.3.2.1 Auswirkungen der Cisplatin-Gabe auf die Struktur der Skelettmuskulatur zu den Zeitpunkten
37 dund 120 d im Vergleich zur Kontrollgruppe

Die Struktur der Skelettmuskulatur nach Cisplatin-Gabe wurde am Beispiel des M. biceps brachii zu
den Zeitpunkten 37 d und 120 d untersucht.

Bei den Tieren, die Cisplatin erhielten, zeigten sich dabei zum Zeitpunkt 37 d zahlreiche und massive
Verianderungen. Die Lange und Querstreifung der Sarkomere war uneinheitlich. Insbesondere die Z-
Bande fiel durch eine Verbreiterung und unklare Begrenzung auf, die restlichen Banden wiederum
waren zumeist schwer voneinander abzugrenzen. Stellenweise war zudem das Tubulussystem
erweitert (Abbildung 4.15.a-c). Des Weiteren fanden sich innerhalb der Muskelfaser zahlreiche
hypertrophe Mitochondrien mit vermehrten Lipideinschliissen (Abbildung 4.15.a,c). Die Struktur
und Lage der Zellkerne waren unauffillig, auch die submembranés gelagerten Mitochondrien zeigten
keine Verdnderungen (Abbildung 4.15.a-c). Die motorischen Endplatten waren regelhaft strukturiert
(Abbildung 4.15.b).

Besonders auffillig war, dass nicht alle Abschnitte der Skelettmuskulatur von diesen Verédnderungen
betroffen waren. So gab es benachbarte, durch eine Membran voneinander abgetrennte
Faserabschnitte, die eine unterschiedliche Auspridgung der Schiddigungen zeigten (Abbildung
4.15.c).

In der komplett unbehandelten Kontrollgruppe zeigten sich keine Auffélligkeiten in der Struktur der
Muskulatur. Bei den nur mit dem sActRIIB behandelten Tieren fand sich, wie auch schon in
vorherigen Versuchen, ein leicht erweitert erscheinendes Tubulussystem. Die Muskulatur wies keine

weiteren Verdnderungen auf (Abbildung 4.15.d-e).

Zum Zeitpunkt 120 d konnte bei den Cisplatin-behandelten Tieren eine starke Verbesserung der
vorher bestehenden Schiadigungen festgestellt werden. Es lag eine regelhafte Struktur mit einer klar
erkennbaren Querstreifung vor. Es lagen keine hypertrophen Mitochondrien vor. Allerdings war die
Erweiterung des Tubulussystems weiterhin vorhanden. Abgesehen davon konnten keine weiteren
Schéadigungen festgestellt werden. Auch die Morphologie und Lage der Zellkerne waren unverandert
(Abbildung 4.16.a-c).

In den Kontrollgruppen fand keine Verdnderung im Vergleich zum fritheren Zeitpunkt statt. Die
unbehandelte Gruppe zeigte weiterhin eine durchweg regelhafte Struktur der Muskulatur, die nur mit
dem sActRIIB behandelten Tiere wiesen ein erweitertes Tubulussystem auf, ansonsten war die

Struktur unverindert (Abbildung 4.16.d-e).
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Abbildung 4.15: Zeitpunkt 37 d - Therapie mit Cisplatin fiihrt zu strukturellen Verinderungen der quergestreiften
Muskulatur. (a-c) Cisplatin-Therapie. Auffélligkeiten sind eine veranderte Querstreifung (a-c), hypertrophe
Mitochondrien mit Lipideinschliissen (blaue Pfeile, a,c), ein erweitertes Tubulussystem (rote Pfeilspitze, a-c). (b)
Unauffallige neuromuskuldre Endplatte (Stern). (d) Kontrollgruppe PBS. (e) PBS + sActRIIB mit erweitertem
Tubulussystem (rote Pfeilspitze).
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Abbildung 4.16: Zeitpunkt 120 d - Teilweise Erholung der strukturellen Verinderungen unter Cisplatin-Therapie.
(a-c) Cisplatin-Therapie. Regelhafte Querstreifung bei erweitertem Tubulussystem. Unauffillige Mitochondrien und
Zellkerne. (d) Kontrollgruppe PBS. (e) PBS + sActRIIB.

4.3.2.3 Struktur der Skelettmuskulatur bei simultaner sActRIIB-Behandlung neben einer Cisplatin-
Therapie

Es wurde die Struktur der Muskulatur von Méusen untersucht, die simultan zur Applikation von
Cisplatin den sActRIIB erhalten haben. Zum Zeitpunkt 37 d zeigte sich, im Vergleich zu den nur mit
Cisplatin behandelten Tieren, eine deutlich besser erhaltene Struktur (Abbildung 4.17.a-c). Die
Querstreifung der Muskulatur war groBtenteils regelhaft, alle Banden waren sichtbar und wiesen eine
normale Breite auf. Insbesondere die Z-Banden waren scharf abgrenzbar, was im Kontrast zur
diffusen Verbreiterung in der Cisplatin-Gruppe steht. Allerdings unterschieden sich benachbarte
Sarkomere teils in ihrer Lénge und ergaben so ein ungleichméBiges Gesamtbild (Abbildung 4.17.b).

Die Mitochondrien innerhalb der Muskelfaser und submembrands waren in ihrer Gréfe und
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Verteilung unauffillig, es waren keine Lipideinlagerungen erkennbar (Abbildung 4.17.c). Das
Tubulussystem schien auch in dieser Gruppe leicht erweitert. Abgesehen davon wiesen die Tiere
keine weiteren Auffélligkeiten auf. Die Zellkerne hatten eine regelhafte Morphologie und Lage. Es
gab keine vermehrte Kollagenbildung. Zum Zeitpunkt 120 d zeigte sich auch in dieser Gruppe ein
Erholungseffekt der Tiere mit nun unauffalliger Querstreifung. Wie bei den nur mit Cisplatin

behandelten Tieren war das Tubulussystem weiterhin etwas erweitert (Abbildung 4.17.d-f).

Abbildung 4.17: Erhaltene Struktur der Skelettmuskulatur bei simultaner Gabe von Cisplatin + sActRIIB. (a-c)
Zeitpunkt 37 d. (a) Unauffillige Querstreifung und Mitochondrien bei erweitertem Tubulussystem. (b) Unterschiedliche
lange Sarkomere. (¢) Unauffillige submembrandse Mitochondrien. (d-f) Zeitpunkt 120 d, unauffillige Querstreifung und
Mitochondrien bei erweitertem Tubulussystem.
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4.4 Nebenwirkungen des sActRIIB — Spermatozoen bei den Duchenne

Muskeldystrophie Mausmodellen mdx und D2-mdx

Im Folgenden werden die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchung dargestellt, die
an den Duchenne Muskeldystrophie Mauslinien mdx und D2-mdx erfolgt sind. Ziel der
Untersuchung war es, mogliche Nebenwirkungen des sActRIIB zu dokumentieren. In dieser Arbeit
wurde eine Untersuchung der Spermatozoen durchgefiihrt. Beschrieben wird der Phénotyp der
Spermatozoen bei PBS-behandelten (Kontrollgruppe) im Vergleich zu sActRIIB-behandelten

Maiusen der mdx und D2-mdx-Mauslinien.

4.4.1 Struktur der Spermatozoen von mdx und D2-mdx-M4&usen bei Behandlung mit PBS
(Kontrollgruppe)

Bei Behandlung mit PBS zeigte sich im mdx und D2-mdx-Mausmodell eine regelhafte Ultrastruktur
der Spermatozoen (Abbildung 4.18). Sie wiesen normal konfigurierte Kopfe mit einem langlichen
Zellkern und der aufgelagerten Akrosomenplatte, Mittelstiicke mit der typischen
Mitochondrienmanschette und Schwénze mit einem konzentrisch angeordneten Mikrotubuli-
Fasersystem im Sinne des Axonem auf. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden

Mausmodellen.
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Abbildung 4.18: Normale Ultrastruktur der Spermatozoen nach PBS-Behandlung. (a) Spermatozoen der mdx-
Mauslinie. Normale Ultrastruktur mit ldnglichen Zellkernen und Akrosomenplatte (Stern), Mittelstiicken mit
Mitochondrienmanschette (Langschnitt roter Pfeil, Querschnitt blauer Pfeil) und Schwinzen (Pfeilspitze). (b)
Spermatozoen der D2-mdx-Mauslinie. Normale Ultrastruktur (gleiche Beschriftung).

4.4.2 Struktur der Spermatozoen von mdx und D2-mdx-Mausen bei Behandlung mit dem

sActRIIB

Nach Behandlung der mdx-Méuse mit dem sActRIIB zeigten sich nur noch wenige reguldr
konfigurierte Spermatozoen (Abbildung 4.19.a). Neben diesen fanden sich vermehrt Zelltriimmer
(Abbildung 4.19.b) und es traten zahlreiche irregulér ausgereifte Spermatozoen auf. Einige

Spermatozoen wiesen eine rundliche oder unregelméBige Konfiguration mit viel Zytoplasma auf
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(Abbildung 4.19.b-d). Andere zeigten eine irreguldre Zellkern-Morphologie (Abbildung 4.19.c-d).
AuBlerdem fanden sich vermehrt unorganisierte Zellorganellen wie Mikrotubuli und Mitochondrien,
die nicht Teil des konzentrisch angeordneten Axonem bzw. der normalen Mitochondrienmanschette

waren. Teils lagen verdoppelte Zellorganellen vor (Abbildung 4.19.b-d).

Die Spermatozoen der mit dem sActRIIB behandelten D2-mdx-Méuse zeigten einen vergleichbaren
Phénotyp. Auch hier waren nur sehr wenige normal konfigurierte Spermatozoen vorhanden
(Abbildung 4.20.a). Stattdessen fanden sich vermehrt Zelltriimmer (nicht abgebildet) und verdnderte

Spermatozoen mit runder bzw. pleomorpher Konfiguration und viel Zytoplasma und einer

irreguldren Morphologie des Zellkerns sowie anderer Zellorganellen wie der Mikrotubuli und

Mitochondrien (Abbildung 4.20.a-d).

Abbildung 4.19: Spermatozoen des mdx-Mausmodells nach Behandlung mit dem sActRIIB. (a) Wenige normale
Spermatozoen mit langlichen Kdpfen (Stern), Mittelstiicken (roter Pfeil) und Schwinzen (blaue Pfeilspitze). (b) Zahlreiche
Zelltriimmer (rote Pfeilspitze). (b-c) Rundliche Spermatozoen mit viel Zytoplasma (rote Pfeile). (c-d) Malformierte
Zellkerne (Stern), unorganisierte (rote Pfeilspitze) und doppelte (blaue Pfeile) Zellorganellen.
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Abbildung 4.20: Spermatozoen des D2-mdx-Mausmodells nach Behandlung mit dem sActRIIB. Runde (b) bzw.
pleomorphe Zellen (a,c,d) mit viel Zytoplasma, deformierten Zellkernen (Stern), unorganisierten (rote Pfeilspitze) und
doppelten (blaue Pfeile) Zellorganellen.
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5. Diskussion

5.1 sActRIIB und eine Kalorien-reduzierte Diit als Therapieoptionen fiir die

Auswirkungen von Alterungsprozessen

Die Alterung ist ein Hauptrisikofaktor fiir neoplastische, kardiovaskulidre und neurodegenerative
Erkrankungen, die die Lebensqualitit beeinflussen und die Mortalitdt erhdhen (Niccoli und Partridge
2012). Der altersbedingte Verlust von Masse und Funktion der Skelettmuskulatur ist die Sarkopenie
(Laurent et al. 2019). Sie hat eine hohe Komorbiditét mit altersassoziierten Erkrankungen (Pacifico
et al. 2020) und ist ein prognostischer Faktor fiir die Mortalitit (Srikanthan und Karlamangla 2014).
Alterungsprozesse fiihren auch zu strukturellen Verdnderungen der Niere, wodurch sich die
Nierenfunktion verschlechtert (Hommos et al. 2017). Die Podozyten haben eine besondere
Bedeutung fiir die Nierenfunktion. Thre FuBfortsétze sind Teil der glomerulédren Filtrationsbarriere,
die essenziell fiir die Nierenfunktion ist. Werden sie geschidigt, kommt es zum FPE, was die
Funktion der Filtrationsbarriere beeintrachtigt (Garg 2018). Alters-assoziierte Schiden an den
Podozyten oder der Verlust von Podozyten beeinflussen andere Zelltypen negativ und resultieren
langfristig in einer Glomerulosklerose (Wiggins 2012). Demnach ist die Erhaltung der Podozyten
und ihrer FuBfortsidtze von besonderer Bedeutung in der Privention alters-assoziierter

Nierenschéden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Alterungsprozesse anhand des Progerie-Mausmodells Ercc1%”
untersucht, das bereits frith Alterungsschéden in verschiedenen Organen aufweist und eine deutlich
reduzierte Lebenserwartung hat (Dollé et al. 2011). Dabei wurden erstmalig die ultrastrukturellen
Verdnderungen der Skelettmuskulatur und Niere durch eine Kalorien-reduzierte Diét beschrieben.
Zudem wurde der Einfluss eines kombinierten Therapieregimes bestehend aus der Gabe des
sActRIIB und einer Kalorien-reduzierten Diét auf Alterungsprozesse in Niere und Skelettmuskulatur

getestet.

In der Skelettmuskulatur fanden sich im Einklang mit den Untersuchungen von Alyodawi et al.
(2019) starke Verinderungen der Sarkomerstruktur bei den Ercc14” Miusen, die durch die Gabe des
sActRIIB grofitenteils verhindert wurden. Die Therapiekombination mit einer Kalorien-reduzierten
Diét zeigte dhnliche Ergebnisse. Aulerdem wurden erstmalig Verdanderungen der neuromuskuléren
Endplatte in den Ercc1~ Méusen beschrieben. Nur bei der Kombinationstherapie war deren normale
Struktur erhalten. In der Studie von Alyodawi et. al verbesserte der sActRIIB auch die Muskelmasse
und -kraft signifikant. Das deutet darauf hin, dass die ultrastrukturellen Verbesserungen auf Funktion
der Muskulatur iibertragbar sind. In einer vorherigen Studie zur Kalorien-reduzierten Didt bei

Erccl1®”

Maiusen wurden weniger neurologische Symptome und eine erhohte Anzahl von
Motoneuronen nachgewiesen, jedoch kein Effekt auf die Muskelkraft festgestellt (Vermeij et al.
2016). Dies passt dazu, dass die Ultrastruktur der Muskulatur insgesamt sowie der neuromuskuldren
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Endplatte durch eine Kalorien-reduzierte Didt allein nicht wesentlich verbessert wurden. Im
Widerspruch zu diesen Ergebnissen steht, dass in mehreren Tierstudien zu Alterungsprozessen,
beispielsweise bei Rhesusaffen, die Muskelmasse und -kraft durch eine Kalorien-reduzierte Diét

erhoht wurde (Colman et al. 2008, Yamada et al. 2018).

In der Niere zeigte sich wie in den Untersuchungen von Alyodawi et. al ein starkes FPE bei den
Ercc1®~ Méiusen, welches durch die Gabe des sActRIIB signifikant reduziert wurde.
Interessanterweise hatten die Kalorien-reduzierte Diit allein und die Kombinationstherapie den
gleichen Effekt. Vermeij et al. (2016) beschrieben in ihrem Paper zur Wirkung einer Kalorien-

reduzierten Diét auf das Erccl1®”

Mausmodell in der Niere histologisch nur tubulére Verdnderungen
in Form von vermehrter Degeneration und Anisokaryose, die durch eine Kalorien-reduzierte Diét
nicht verbessert wurden. Diese Verdnderungen waren elektronenmikroskopisch in der vorliegenden
Arbeit nicht reproduzierbar. In einer anderen Studie wurde in dlteren Ratten festgestellt, dass die
Kalorien-reduzierte Didt den altersbedingten Verlust und die Hypertrophie der Podozyten verhindert

(Wiggins 2012). Das passt zur Reduktion des FPE in der vorliegenden Arbeit.

Vergleicht man die Effekte der einzelnen Interventionen in beiden Organen, so féllt ein Unterschied
auf. Im Muskel ergaben sich durch den sActRIIB und die Kalorien-reduzierte Diét synergistische
Effekte, die Einzelinterventionen fiihrten nicht zu einer kompletten Aufhebung der Verdnderungen.
In der Niere bewirkten beide Interventionen bereits einzeln eine starke Reduktion des FPE, ohne

deutliche additive Effekte durch die Kombination.

5.2 sActRIIB als Therapieoption bei Sichelzellanimie

Die Sichelzellandmie (SCD) ist eine schwerwiegende Systemerkrankung, die neben einer chronisch-
hdmolytischen Andmie auch zu Organinfarkten und langfristigen Organkomplikationen fiihrt
(Herold 2022). Trotz der hohen Morbiditit sind die Therapieoptionen begrenzt. Neben der
Standardtherapie mit Hydroxycarbamid wurden bisher zwei neue Therapeutika zugelassen, deren
langfristige Effekte noch unklar sind (EMA 2022, EMA 2020). Der sActRIIB Luspatercept
reduzierte signifikant die Transfusionshéufigkeit in den Zulassungsstudien fiir die B-Thalassdmie und
die Myelodysplastischen Neoplasien (MDS) (Fenaux et al. 2020, Cappellini et al. 2020). Im Kontext
der SCD wurde der sActRIIB bisher noch nicht eingesetzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines knock-in Mausmodells der SCD der sActRIIB
erstmals als Therapieoption getestet und die Ultrastruktur der Niere und der Skelettmuskulatur
untersucht. In der Niere der HbS-Méuse gab es Zeichen einer tubuldren Degeneration in
verschiedenen Abschnitten des Tubulussystems und massive Kollageneinlagerungen, die auf eine
Fibrosierung hindeuteten. Dies stimmt teilweise mit den Untersuchungen von Kasztan et al. (2019)
iiberein, die einen Verlust des Biirstensaums in den proximalen Tubuli, eine vermehrte interstitielle
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Fibrose und erhohte Marker fiir eine Schadigung der proximalen Tubuli feststellten. Zusatzlich dazu
beschrieben sie glomeruldre Schiddigungen, jedoch nur in ménnlichen Miusen und in sehr
unterschiedlichem AusmaB. In der vorliegenden Arbeit gab es keine Hinweise auf eine
Glomerulosklerose oder sonstige Verdnderungen in den Glomeruli. Bei Therapie mit dem sActRIIB
war das Tubulussystem vollstindig intakt mit geringfiigigen Kollageneinlagerungen. Die
Skelettmuskulatur der HbS-M4iuse hatte zahlreiche Auffélligkeiten, beispielsweise eine irreguldre
Sarkomerstruktur, ein erweitertes Tubulussystem, eine verdnderte Anordnung der Mitochondrien
sowie auch Kollageneinlagerungen. Hiermit wurde erstmalig die Ultrastruktur der Skelettmuskulatur
von HbS-Maiusen untersucht, die Ergebnisse passen jedoch zu der bekannten reduzierten Muskelkraft
von HbS-Maiusen (Chatel et al. 2018), die im Laufe der ersten Lebensmonate weiter abnimmt
(Michel et al. 2023). Bei Therapie mit dem sActRIIB waren bis auf eine leichte Erweiterung des
Tubulussystems keine Auffilligkeiten vorhanden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen deuten auf
einen positiven Einfluss des sActRIIB auf die SCD hin, zumindest auf die Ultrastruktur von Niere
und Muskulatur. Zur weiteren Einordnung ist die Untersuchung weiterer Organe, wie beispielsweise
der oft betroffenen Milz, notwendig. AuBBerdem bedarf es weiterer Untersuchungen an den Mausen
zur Erfassung des Gesamtzustandes (durchgefiihrt im Partnerlabor von Dr. Pierre-Louis Tharaux,

Manuskript in Bearbeitung).

Der Mechanismus, iiber den der sActRIIB im Rahmen einer SCD wirken konnte, ist noch unklar. Es
ist bekannt, dass Aktivin A und andere Mitglieder der TGFpB-Proteinfamilie die Erythropoese
beeinflussen (Bataller et al. 2019). Voskaridou et al. (2019) stellten bei der Thalassimie Major und
der kombiniert heterozygoten Sichelzellandmie mit B-Thalassdmie signifikant erhohte Aktivin A
Werte und eine negative Korrelation zwischen der Hohe des Aktivin A und dem Hamoglobin-Wert
fest, was auf eine inhibitorische Wirkung von Aktivin A auf die Erythropoese hindeutet. Allerdings
wurde bei den Patient*innen mit einer SCD kein signifikanter Effekt beobachtet, was jedoch das
Resultat der kleinen Versuchsgruppe sein konnte. Interessanterweise ist bei dem bereits zugelassenen
Luspatercept die Bindung von Aktivin A und den knochenmorphogenetischen Proteinen (BMPs)
unterdriickt (Fenaux et al. 2020), daher kann der positive Einfluss auf die Erythropoese nicht
ausschlieBlich iiber eine Hemmung dieser Liganden zustande kommen. Die Bedeutung von
Myostatin fiir die Erythropoese ist weitestgehend ungekldrt. Myostatin wird in humanen
Granulozyten und Lymphozyten exprimiert, aber nicht in Erythrozyten (Fernandez-Nocelo et al.
2019). Allerdings gibt es Hinweise dafiir, dass Myostatin die Erythropoese beeinflussen konnte.
Myostatin forderte die Differenzierung von K562-Zellen (Fernandez-Nocelo et al. 2019). K562 ist
eine humane Zelllinie der chronischen myeloischen Leukémie, die u. a. zu Erythrozyten
ausdifferenzieren kann (Duncan et al. 2016). AuBlerdem wurde in Erythrozyten von Rindern sowohl
Myostatin als auch der ActRII nachgewiesen. Ein Myostatin-Knockout reduzierte den oxidativen

Stress in den Erythrozyten (Zhu et al. 2022). Dies deutet darauf hin, dass Myostatin auch ausgereifte
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Erythrozyten beeinflussen konnte. Dennoch verbleibt der Mechanismus der positiven Wirkung des

sActRIIB auf Andmien wie die SCD unklar und bedarf weiterer Untersuchungen.

5.3 sActRIIB als supportive Therapie gegen die unerwiinschten Wirkungen von

Cisplatin

Cisplatin wird als Zytostatikum fiir zahlreiche Neoplasien eingesetzt (Ribosepharm 2018), daher hat
die Privention seiner unerwiinschten Wirkungen eine besondere Bedeutung. Cisplatin 16st bei bis zu
1/3 der Patient*innen ein akutes Nierenversagen aus (Ribosepharm 2018). Die Nephrotoxizitét ist
ein hdufiger dosis-limitierender Faktor und erh6ht die Mortalitidt (Chawla et al. 2014). Cisplatin fiihrt
auch zu Muskelkrdmpfen, Myalgien und einem durch Muskelatrophie bedingten Gewichtsverlust
(Ribosepharm 2018, Chen et al. 2015b). Eine niedrige Skelettmuskelmasse wiederum ist assoziiert
mit einem hoheren Risiko fiir eine dosis-limitierende Toxizitdt von Zytostatika (Chargi et al. 2022).
In der vorliegenden Arbeit wurde die Ultrastruktur der Niere und der Skelettmuskulatur von Méusen
untersucht, die Cisplatin erhielten. AuBerdem wurde der sActRIIB als Therapieoption fiir die
unerwiinschten Wirkungen eingesetzt. Beurteilt wurden jeweils die Zeitpunkte 37 d und 120 d, wobei
die Cisplatin-Therapie nur bis zum ersten Zeitpunkt durchgefiihrt wurde, sodass der spitere

Zeitpunkt langerfristige Auswirkungen abbildet.

In der Niere fiel zum Zeitpunkt 37 d ein vermehrter Zelltod vor allem in den proximalen Tubuli auf,
der in einer kompletten Degeneration resultierte. Demnach fiihrte die Gabe von Cisplatin zu
irreversiblen Schédigungen des Tubulussystems. Die Glomeruli waren zu keinem Zeitpunkt
verdndert, sie scheinen also nicht an der nephrotoxischen Wirkung von Cisplatin beteiligt zu sein.
Laut den bisherigen Erkenntnissen gelangt Cisplatin in der Niere iiber verschiedene
Transportmechanismen vor allem in den proximalen, aber auch in den distalen Tubulus (Perse und
Veceri¢-Haler 2018). Die Konzentration der Schiddigungen auf den proximalen Tubulus passt dazu,
allerdings wurden nur in sehr geringem Ausmal} Schidigungen an distalen Tubuli festgestellt. Bei
zusitzlicher Gabe des sActRIIB wirkte das Tubulussystem der Niere regelhaft, es trat kein
vermehrter Zelltod auf. Demnach wurde erstmals ein positiver Effekt des sActRIIB auf die
nephrotoxischen Wirkungen von Cisplatin nachgewiesen. Zur Einordnung sind weitere Versuche zur
Bestimmung der Nierenfunktion und des Einflusses auf den Gesamtorganismus notwendig. Da
bisher keine gezielten nephroprotektiven MaBnahmen bei der Therapie mit Cisplatin etabliert sind,
hitte die Entdeckung eines Wirkstoffs, der die Nephrotoxizitdt abmildert, eine hohe klinische
Bedeutung.

In der Skelettmuskulatur fiihrte die Cisplatin-Gabe zum Zeitpunkt 37 d zu starken Verdnderungen
der Sarkomerstruktur, hypertrophen Mitochondrien mit Lipideinschliissen und einem erweiterten

Tubulussystem. Besonders auffillig war, dass nicht alle Abschnitte betroffen waren und teils
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benachbarte Faserabschnitte eine sehr unterschiedliche Auspragung der Schadigungen aufwiesen. Es
ist bekannt, dass Cisplatin zu einer Muskelatrophie fithren kann (Chen et al. 2015b), allerdings
wurden die histologischen Verdnderungen durch Cisplatin bisher nicht untersucht und der genaue
Mechanismus der Toxizitét ist unklar. Darum lédsst sich das Schadigungsmuster aus den bisherigen
Erkenntnissen nicht erkldren. In der Versuchsgruppe, die zusitzlich den sActRIIB erhielt, war zum
Zeitpunkt 37 d die Sarkomerstruktur deutlich besser erhalten. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen von Nissinen et al. (2016) und Barreto et al. (2017), die in Mausmodellen mit anderen
Zytostatika eine positive Wirkung des sActRIIB u. a. auf das Korpergewicht und die Muskelmasse
feststellten. Im Kontext von Cisplatin wurde bisher nur Bimagrumab eingesetzt, um der durch die
Neoplasie und das Zytostatikum induzierten Kachexie entgegenzuwirken. Es resultierte ein
signifikant geringerer Gewichtsverlust und eine Tendenz zu einem reduzierten Verlust an
Muskelmasse (Hatakeyama et al. 2016). Die vorliegende Arbeit dokumentiert nun auch
ultrastrukturelle Verbesserungen der Skelettmuskulatur durch den sActRIIB im Rahmen der
kurzfristigen Cisplatin-Therapie. Interessanterweise lag zum Zeitpunkt 120 d sowohl bei der
alleinigen Cisplatin-Gabe als auch bei Kombination mit dem sActRIIB eine regelhafte Ultrastruktur
mit einer gut erkennbaren Querstreifung und unauffilligen Mitochondrien vor. Lediglich das
Tubulussystem war in beiden Versuchsgruppen noch leicht erweitert. Das deutet darauf hin, dass die
Skelettmuskulatur im Gegensatz zur Niere das Potenzial haben konnte, sich nach einer Cisplatin-
Therapie selbst zu regenerieren. Zukiinftig sollte dies in préklinischen Versuchen mit
Tumormausmodellen verifiziert werden und auch in klinischen Studien zu den Langzeiteffekten von

Cisplatin der Verlauf der Muskelmasse und -funktion untersucht werden.

Zum Zeitpunkt 120 d wurde also keine Wirkung des sActRIIB auf die Ultrastruktur der Muskulatur
bei Cisplatin-Gabe festgestellt. Betrachtet man den deutlichen Effekt zum fritheren Zeitpunkt und
die positive Wirkung auf die Niere, so stellt der sActRIIB dennoch einen vielversprechenden Ansatz

zur Reduktion unerwiinschter Wirkungen von Cisplatin dar.

5.4 Potenzielle unerwiinschte Wirkungen des sActRIIB

Der sActRIIB bindet nicht nur Myostatin, sondern auch die Aktivine A, B und AB sowie die BMPs
9, 10 und 11 (Souza et al. 2008). Die verschiedenen Liganden bedingen unterschiedliche
Nebenwirkungspotenziale. In der Phase-2-Studie zur Duchenne Muskeldystrophie traten
hidmatologische Nebenwirkungen in Form von Nasenbluten, Zahnfleischbluten, Teleangiektasien
und Erythemen auf (Campbell et al. 2017). In den Zulassungsstudien mit Luspatercept, einem
modifizierten sActRIIB mit stark reduzierter Affinitit zu Aktivinen und BMPs, gab es keine
hdmatologischen Verdnderungen. Haufige, eher unspezifische Nebenwirkungen waren
Knochenschmerzen und Arthralgien, Schwindel und Ubelkeit und Diarrhoen (Fenaux et al. 2020,

Cappellini et al. 2020). In einer Maus-Studie verursachte der sActRIIB zudem eine
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Gewichtszunahme von Pankreas und Milz und eine eingeschriankte Glukose-Toleranz, jedoch ohne

Verianderung der Serumwerte von Insulin, Glukagon und den Kortikosteroiden (Latres et al. 2017).

Aktivin A beeinflusst auch den reproduktiven Trakt, u. a. in dem es die Hypophyse zur Synthese
und Sekretion des Follikel-stimulierenden Hormons (FSH) anregt (Bloise et al. 2019). Aktivine
fordern zudem die postnatale Entwicklung des Hodens bei Miusen. Sie stimulieren die friihe
postnatale Sertoli-Zell-Entwicklung sowie die Reifung der Spermatogonien im juvenilen Alter
(Buzzard et al. 2003, Mithraprabhu et al. 2010). Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden

Arbeit die Ultrastruktur der Spermatozoen von Méusen untersucht, die den sActRIIB erhielten.

Nach Behandlung mit dem sActRIIB gab es nur wenige reguldr geformte Spermatozoen, daneben
viel Zellschrott und Spermatozoen mit ultrastrukturellen Anomalien. Dazu zdhlten eine irregulire
Zellkern-Morphologie, doppelte oder unorganisierte Zellorganellen sowie zu viel Zytoplasma und
eine pleomorphe Zellkonfiguration. Die Ergebnisse passen zu weiteren Untersuchungen an den
Maiusen, die ein signifikant reduziertes Hodengewicht sowie eine signifikant reduzierte
Spermienkonzentration und -motilitdt ergaben (Vaughan et al. 2020a). Insgesamt deuten sie auf eine

moglicherweise eingeschrénkte Fertilitdt der ménnlichen Méuse hin.

Auch bei Frauen beeinflusst Aktivin A das reproduktive System. Aktivin A reguliert sowohl die
fetale Entwicklung der Ovarien als auch die Follikelreifung und die Umwandlungsprozesse des
Endometriums im weiteren Leben (Bloise et al. 2019). Sowohl die Gabe des sActRIIB als auch des
ActRII-Antikdrpers Bimagrumab fiihrte bei postmenopausalen Frauen zu einer Reduktion des FSH-
Spiegels ohne Verinderung der Ostrogen- und Androgen-Spiegel (Attie et al. 2013, Garito et al.
2018). Demnach ist die fehlende Untersuchung von weiblichen Méusen eine Limitierung der
vorliegenden Arbeit. Zukiinftig wiren Langzeitstudien mit dem sActRIIB auch an weiblichen
Maiusen im Hinblick auf Wirkungen auf den reproduktiven Trakt notwendig. Eine weitere
Limitierung ist die kurze Studiendauer. Die Méuse erhielten den sActRIIB bis zum Alter von 56
Tagen und wurden an Tag 69 getotet. Erkenntnisse liber die Langzeit-Auswirkungen des sActRIIB
sind hieraus nicht moglich. In einer Folgestudie fanden Vaughan et al. (2021) auch im Alter von 120
Tagen, etwa 80 Tage nach Beendigung der Therapie noch dhnliche ultrastrukturelle Verdnderungen,
ein weiterhin geringes Hodengewicht und eine verringerte Spermatozoenzahl. Zusammen mit der zu
diesem Zeitpunkt stark verdnderten Genexpression deutet dies darauf hin, dass die Wirkungen des
sActRIIB auf den reproduktiven Trakt ldngerfristig andauern konnten. Im Rahmen von
Muskelverlust-Erkrankungen und chronischen Anidmien wére jedoch eine lidngerfristige oder
dauerhafte Therapie notwendig. Daher sollten bei zukiinftigen Studien mit dem sActRIIB und in der
Phase-4-Studie mit Luspatercept die Auswirkungen auf den reproduktiven Trakt besonders beachtet

werden.
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Um die moglichen Nebenwirkungen des sActRIIB einzugrenzen, schlagen Vaughan et al. (2020a)
drei Optionen vor. Erstens eine geringere Dosierung. In den priklinischen Studien mit dem sActRIIB
werde zum Wirkungsnachweis eine schnelle Zunahme der Muskulatur angestrebt. Im klinischen
Szenario eines Muskelverlustes sei das Therapieziel eher die Erhaltung des Ist-Zustandes. Fiir diesen
Endpunkt konnten geringere Dosen ausreichend sein. Zweitens eine zielgerichtete Therapie, bei der
die Liganden des ActRIIB nur im Korperkreislauf, also intravasal, neutralisiert werden (Vaughan et
al. 2020a). Rodino-Klapac et al. (2009) entwickelten eine Gentherapie mit einem Follistatin-Derivat,
das zirkulierendes Aktivin und Myostatin hemmt, aber keine direkte Wirkung in Geweben hat. In
WT und mdx-Mé&usen sowie nicht-humanen Primaten steigerte dies die Muskelmasse und -kraft ohne
erkennbare Nebenwirkungen auf das reproduktive System. Eine solche Modifikation wére auch fiir
den sActRIIB denkbar, im Optimalfall mit einer noch spezifischeren Wirkung an der Muskulatur.
Drittens das Targeting von jeweils nur Aktivin A oder Myostatin (Vaughan et al. 2020a). Es ist
bekannt, dass Aktivin A zahlreiche Organsysteme im Korper beeinflusst und daher ein hohes
Nebenwirkungspotenzial hat (Bloise et al. 2019). BMP 9 und 10, ebenfalls Liganden des sActRIIB,
regulieren die Angiogenese (David et al. 2007) und werden fiir die oben genannten Nebenwirkungen
in der klinischen Studie zur Behandlung der Duchenne Muskeldystrophie verantwortlich gemacht
(Campbell et al. 2017). Da Myostatin am spezifischsten in der Muskulatur exprimiert wird, hat es
das geringste Nebenwirkungspotenzial und kommt daher am ehesten als alleiniges Target in Betracht

(Suh und Lee 2020).

5.5. Ausblick: Potenziale und Limitationen des sActRIIB und Spekulation iiber

seinen Wirkmechanismus

Der sActRIIB hat ein groBes Potenzial fiir den klinischen Einsatz. Bereits zugelassen und klinisch
eingesetzt wird er im Bereich hdmatologischer Erkrankungen fiir das MDS und die -Thalassidmie
(EMA 2021). Eine klinische Studie zur Duchenne Muskeldystrophie wurde wegen unerwiinschten
Wirkungen vorzeitig abgebrochen (Campbell et al. 2017). Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich
auf die ultrastrukturellen Veranderungen in der Niere und der Skelettmuskulatur durch den sActRIIB
und hat neue therapeutische Potenziale aufgezeigt. Im Progerie-Mausmodell Ercc1®” wurden die
ausgepragten ultrastrukturellen Verdnderungen in Niere und Muskulatur durch den sActRIIB allein
und synergistisch mit der Kalorien-reduzierten Diét verringert. Dieses Modell eines beschleunigten
Alterungsprozesses hat eine aullerordentliche Relevanz, da es den Prozess der natiirlichen Alterung
abbildet, der ein Hauptrisikofaktor fiir zahlreiche Erkrankungen und eine erhohte Mortalitdt ist
(Pacifico et al. 2020, Srikanthan und Karlamangla 2014). Im Mausmodell der SCD verhinderte der
sActRIIB in der Niere die tubuldre Degeneration und normalisierte in der Muskulatur die stark
verdnderte Sarkomerstruktur. Damit stellt der sActRIIB eine Therapieoption fiir eine weitere

chronische Andmieform dar. Das Cisplatin-Mausmodell bildete keine vorbestehende Erkrankung ab,
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sondern ein haufig verabreichtes Therapeutikum mit ausgepriagten unerwiinschten Wirkungen. Diese
treffen durch die Indikationsstellung im Rahmen neoplastischer Erkrankungen auf einen oft bereits
geschwichten Organismus und koénnen zu Therapielimitierungen fiihren. In der vorliegenden Arbeit
wurde im Tiermodell eine Reduktion der tubuléren Degeneration in der Niere festgestellt. Da bei bis
zu 1/3 der Patient*innen unter Cisplatin eine akute Niereninsuffizienz auftritt (Ribosepharm 2018),
hat dies eine hohe klinische Relevanz. AuBlerdem zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine
Verbesserung der Ultrastruktur der Skelettmuskulatur, zumindest was den kurzfristigen
Untersuchungszeitpunkt betraf. Demnach koénnte die Behandlung mit dem sActRIIB mdglicherweise

praventiv eingesetzt werden, um die unerwiinschten Wirkungen von Cisplatin abzumildern.

Wie jeder Wirkstoff hat der sActRIIB auch potenzielle unerwiinschte Wirkungen. In den
Zulassungsstudien fiir Luspatercept traten vor allem leichte Nebenwirkungen auf wie Ermiidung,
Diarrhéen, Schwindel, Knochen- oder Gelenkschmerzen (Cappellini et al. 2020, Fenaux et al. 2020).
Eine Studie zur Duchenne Muskeldystrophie wurde wegen hématologischer Nebenwirkungen
abgebrochen (Campbell et al. 2017). In der vorliegenden Arbeit wurden die moglichen Wirkungen
auf das reproduktive System untersucht. Bisher berichtete nur eine klinische Studie nach Gabe des
sActRIIB iiber eine Reduktion des FSH-Spiegels (Attie et al. 2013), in Maus-Versuchen wurde eine
Abnahme des Hodenvolumens, der Spermatozoenzahl und deren Mobilitit nachgewiesen (Vaughan
et al. 2021, Vaughan et al. 2020a, Vaughan et al. 2020b). Die in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrte Untersuchung ergab bei Therapie mit dem sActRIIB nur wenige regelhafte
Spermatozoen, dafiir zahlreiche Zelltrimmer und Spermatozoen mit ultrastrukturellen Anomalien.
Diese Erkenntnisse sollten im Rahmen der weiteren préklinischen und klinischen Studien mit dem
sActRIIB dringend beachtet und die langfristigen Auswirkungen auf den reproduktiven Trakt
untersucht werden. Sollten Fertilititseinschrankungen nachgewiesen werden, so konnte dies fiir das

jiingere Patient*innenkollektiv eine (relative) Kontraindikation darstellen.

Der sActRIIB hat also therapeutische Potenziale in verschiedenen Krankheitsmodellen, in denen er
jeweils zu ultrastrukturellen Verbesserungen der Niere und der Skelettmuskulatur fiihrt. Der genaue
Wirkmechanismus und die Angriffspunkte des sActRIIB sind aber noch nicht eindeutig geklért.
Seine Wirkung basiert auf dem Signalweg des ActRIIB und seinen Liganden, vor allem Myostatin
und Aktivin A. Dieser Signalweg induziert iiber verschiedene Mechanismen eine Inhibition der
Proteinsynthese und Férderung der Proteolyse. Daraus resultiert ein Muskelverlust (Han et al. 2013).
Bei einer chronischen Niereninsuffizienz wird vermehrt Aktivin A gebildet und zusétzlich Myostatin
akkumuliert, was ebenfalls einen Muskelverlust herbeifiihren oder verstirken kann. Zudem
korrelieren sowohl Aktivin A als auch Myostatin negativ mit der glomeruldren Filtrationsrate
(Solagna et al. 2021, Bataille et al. 2022). Der sActRIIB bindet die Liganden des ActRIIB und hemmt
dadurch den Signalweg (Relizani et al. 2014). Welche Zelltypen der Niere den ActRIIB exprimieren

und damit die direkten Zielzellen des sActRIIB sind, ist bislang unklar. In der Niere kam es zum
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einen zu einer deutlichen Reduktion des FPE durch den sActRIIB. Dies lésst eine direkte Wirkung
auf den Podozyten vermuten, am ehesten auf das aus dem Protein Aktin bestehende Zytoskelett der
Fulfortsitze (Garg 2018), alternativ wire aber auch eine indirekte Wirkung iiber andere Zellen des
Glomerulums denkbar, die den ActRIIB exprimieren (Solagna et al. 2021). Zum anderen wurden
auch morphologische Verdnderungen des renalen Tubulussystems deutlich abgemildert. Demnach
ist die Wirkungsweise des sActRIIB nicht auf die Glomeruli begrenzt. Auch im Muskel liegt
anscheinend ein multifaktorielles Geschehen vor, da je nach Krankheitsmodell sowohl die
Sarkomerstruktur als auch die Mitochondrienverteilung und die Struktur der neuromuskulidren
Endplatte durch den sActRIIB beeinflusst wurden. Solagna et al. (2021) beschrieben anhand eines
Mausmodells der chronischen Niereninsuffizienz auBerdem erstmals eine direkte Interaktion
zwischen der Niere und der Muskulatur, die durch verschiedene 16sliche Faktoren im Blut, darunter
auch Aktivin A, vermittelt wird. Dies legt nahe, dass der sActRIIB auch in organiibergreifende
Interaktionen eingreifen konnte. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um zu lberpriifen, ob
diese Interaktionen auch im Kontext der Alterung sowie Schiadigungen durch die SCD und durch

Zytostatika eine Bedeutung haben.

Zusammenfassend er6ffnen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Wirkung des sActRIIB ein
weites Forschungsfeld beziiglich verschiedener, neuer therapeutischer Potenziale. Sie zeigen aber
auch die moglichen Limitationen durch Nebenwirkungen im Reproduktionstrakt auf. Zur
Verbesserung moglicher zukiinftiger klinischer Einsatzmoglichkeiten muss jedoch auch der genaue
Wirkmechanismus des sActRIIB weiter untersucht werden, um gegebenenfalls durch zielgerichtete

Modifikationen sein Nebenwirkungspotenzial zu reduzieren.
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6. Zusammenfassung

Myostatin und Aktivin A regulieren den Proteinstoffwechsel und hemmen das Muskelwachstum.
Die Depletion von Myostatin fithrt sowohl in einem Myostatin-Null-Mausmodell als auch bei einer
Loss-of-function-Mutation im Menschen zu einer starken Muskelhypertrophie und Zunahme der
Muskelkraft. Aktivin A beeinflusst zahlreiche weitere Organsysteme, darunter die Niere, das
Nervensystem, das kardiovaskuldre System, den Gastrointestinaltrakt und das Reproduktionssystem.
Der Myostatin/Aktivin-Signalweg beginnt mit der Bindung an den Aktivinrezeptor, am héufigsten
den Aktivinrezeptor Typ IIB (ActRIIB). Der 19sliche ActRIIB (sActRIIB) besteht aus der 16slichen
Form des ActRIIB gekoppelt an das Fc-Fragment von Maus-IgG. Er komplexiert und neutralisiert
die Liganden des ActRIIB und hemmt somit die Wirkung von Aktivin A und Myostatin. In mehreren
préklinischen Studien fiihrte der sActRIIB zu einer Zunahme der Skelettmuskelmasse und -kraft und
reduzierte funktionelle Beeintrachtigungen der Niere und anderer Organe. In der vorliegenden Arbeit
wurde der sActRIIB in verschiedenen Mausmodellen der akuten und chronischen Nierenerkrankung
sowie der Sarkopenie eingesetzt, um weitere Therapiepotenziale zu untersuchen. Beurteilt wurde
dies anhand ultrastruktureller Verdnderungen der Skelettmuskulatur und der Niere mittels
Transmissionselektronenmikroskopie. Im  Progerie-Mausmodell ~ Ercc1®”, das natiirliche
Alterungsprozesse abbildet, hatte der sActRIIB positive Effekte auf die Ultrastruktur der Niere und
der Skelettmuskulatur. Bei Kombination der sActRIIB-Therapie mit einer Kalorien-reduzierten Diit,
die bekannterweise das Auftreten und die Progression altersbezogener Erkrankungen verzégert und
die Lebenserwartung im Tiermodell steigert, ergaben sich synergistische Effekte. Diese Ergebnisse
zeigen eine starke Korrelation mit den bekannten funktionellen Verbesserungen in beiden Organen.
Im knock-in Sichelzellmausmodell reduzierte der sActRIIB ebenfalls die tubuldren Verdnderungen
in der Niere und die verinderte Ultrastruktur der Muskulatur. Uberdies wurde der sActRIIB in
Maiusen eingesetzt, die Cisplatin erhielten, ein hdufig verwendetes Zytostatikum mit starken
unerwiinschten Wirkungen in der Niere. Die sActRIIB-Therapie fiihrte zu einer Abmilderung der
beobachteten ultrastrukturellen Verdnderungen in der Niere und der Skelettmuskulatur nach
Cisplatin-Therapie. Dariiber hinaus bestitigte die vorliegende Arbeit auf ultrastruktureller Ebene die
vorbeschriebenen funktionellen Nebenwirkungen auf den ménnlichen reproduktiven Trakt.
Zusammenfassend hat die vorliegende Arbeit neue therapeutische Potenziale des sActRIIB
aufgezeigt, aber auch Limitationen durch mogliche Nebenwirkungen auf die ménnliche Fertilitét.
Weitere Untersuchungen zum molekularen Wirkmechanismus des sActRIIB sind notwendig, um
mogliche Nebenwirkungen zu reduzieren und das volle therapeutische Potential der sActRIIB-

Therapie auszuschopfen.
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Summary

Myostatin and activin A regulate protein metabolism and inhibit muscle growth. Depletion of
myostatin leads to strong muscle hypertrophy and an increase in muscle strength both in myostatin
null mice and in a loss-of-function mutation in humans. Activin A influences numerous other organ
systems, including the kidney, the nervous system, the cardiovascular system, the gastrointestinal
tract and the reproductive system. Myostatin and activin A bind to activin receptors, most commonly
the activin type IIB receptor (ActRIIB). The soluble ActRIIB (sActRIIB) consists of the soluble form
of ActRIIB fused with the Fc-fragment of mouse IgG. It binds and neutralises the ligands of ActRIIB
and thus inhibits the effect of activin A and myostatin. In several preclinical studies, sActRIIB
induced an increase in skeletal muscle mass and strength and attenuated functional impairments in
the kidney and other organs. In the present study, sActRIIB was used in various mouse models for
acute and chronic kidney disease as well as for sarcopenia to further investigate its therapeutic
potential. This was assessed based on ultrastructural changes in the skeletal muscle and kidney using
transmission electron microscopy. In the progeria mouse model Erccl?”, which depicts natural
ageing processes, SActRIIB had positive effects on the ultrastructure of the kidney and the skeletal
muscle. The combination of sActRIIB treatment with calorie restriction, which is known to postpone
the onset and progression of age-related diseases and to increase life expectancy in animal models,
resulted in synergistic effects. These findings strongly correlate with the functional improvement
found in both organs. In the sickle cell mouse model sActRIIB also attenuated the tubular changes
in the kidney and the ultrastructure of the muscle. Finally, sActRIIB treatment of mice receiving
cisplatin, a commonly used cytostatic drug with strong adverse effects in the kidney, attenuated the
ultrastructural alterations observed in the skeletal muscles and in the kidney after cisplatin therapy.
Moreover, at the ultrastructural level the present study could confirm functional side effects of
sActRIIB on the male reproductive tract as described earlier. In summary, the present study has
demonstrated new therapeutic potentials of SActRIIB, but also limitations due to possible side effects
on male fertility. To reduce possible side effects and to harness the full therapeutic potential of the
sActRIIB treatment future research is needed to better understand the molecular mechanism of

sActRIIB signalling.
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