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1. Einleitung

1.1 EinfUhrende Erlauterungen
1.1.1 Allgemeines zu Myostatin undklivin A 1 ihre Signalkaskade und deren Wirkungen

Myostatin(auch growth dferention factor 8und die Aktivinesind Teil derTransforming Growth
Factorbeta(TGFb) Proteinfimilie. Der wichtigste Subtyp der Aktivine ist das Aktivin Beide
Proteine werdennter andererfu. a.)in der Skelettmuskulatur exprimie&ie wirken autokrin und
parakrin auf @ Muskelzellen(Han et al. 2013McPherron et al. (199'8ntdeckten dalslyostatin
Gen und entwickelterin MyostatinNull-Mausmodell das durch ein€unahme der Muskelmasse
als Resultat voMuskelhypertrophie unehyperplasie gekennzeichnet.iSeitdem ist Myostatin als
Inhibitor des Muskewachstumsbekannt.Auch die Uberexpression von Proteinen, die Myostatin
hemmen,wie beispielsweise Follistatinfiihrt zu einer Zunahme der Muskelmadéee und
McPherron 2001)Ein Case Reporberichtetliber ein Kind mit einer lossf-function Myostatin
Mutation bei demebenfalls eine starke Muskelhypertrophie und GberdurchschnittMolskelkraft
bestandSchuelke et al. 2004pemnactscheint Myostah auch im Menschetlas Muskelwachstum

zu hemmen.

Myostatin hemmizum einen die Myogenese wahrend der Entwickl{ian et al. 2013)Es wirkt
sich aber auch nach abgeschloss&mtwicklung weiter auf die Muskulatur aldcCroskery et al.
(2003) stellten die These auf, dassyostatin die Aktivierung von Satellitenzellenverhindert
Satellitenzellen sind Stammzellen der Muskulatwiwendig furWachstum undRegeneration
(Dhawan und Rando 20Q5Neuere Erkenntnisseeigen dassMyostatin auch Uber andere
Mechanismerauf die Muskulatur wirktln einemMaus\ersuchfiihrte die Hemmung des Aktivin
MyostatinSignalwegstrotz geringer Aktivitét der Satellitenzelleru einerMuskelhypertrophie
Auch in zwei Mausmodekn mit nichtfunktionalen Satelliterellen lie3 sich eine
Muskelhypertrophie erzeugebies indiziert einen direkten Einfluss von Myostatin und Aktivin A
auf die Myofibrillen (Lee et al. 2012)

Zum genaueren Verstandwiss Einflusseauf die Muskulatuist eire Erlauterung dedurch Aktivin
A und Myostatin ausgeldste Signalkaskade notwe(@inpildung 1.1). Myostatin und Aktivin A
interagiererauf der Zelloberflache mit Rezeptorkomplexen, @isTyp 1 und Typ 2 Rezeptoren
bestehenWichtige Typ 1 Rezeptoren simlie Activin Receptoilike Kinase 4 ALK4) und ALK7,
die haufigsten Typ 2 Rezeptoren st Aktivinrezeptor Typ IIAActRIIA) und Typ 1IB (ActRIIB)
(Olsen et al. 2015NachBindung von Ativin A oder Myostatin an den ActRIIB (oder ActRIIA)
dimerisiert dieseund anschlielBengerden dielyp 1Rezeptoremekrutiert Diese sind Kinasen und
phosphorylieren Smad2 und Smadi@, daraufhin demad2/3-Komplexbilden Dieser Komplex

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



Muskelabbau flihre(Han et al. 2013Ein weitererSignalweg vorAktivin A und Myostatinbeginnt
mit der Hemmung deProteinkinase BAKT), was wiederum diéorkhead box protein OHoxO)-
Signalkaskade aktivierResultat dessen ist die Aktivierung des UbiguRinteaseSystems und der

AutophagiewasdenVerlust von Muskelproteineverstarkt(Lokireddy et al. 2012, Lee et al. 2011)

Aus cen Wirkungen von Aktivin A und Myostatin lasst sich ableiten, dase Blockade ihrer
Signalkaskade eine Behandlungsoption fir einen Verlust der Skelettmusk{Baiopenie)
darstellt Eine Moglichkeit zurHemmungdieses Signalwegs ist der l6sliche ActRIIB (SActRIIB),
desserAufbau und Wirkungweise im Folgenden genauer erlauterd.
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Abbildung 1.1: Aktivin -Myostatin-Signalkaskade im Muskel Aktivin oder Myostatirbinden an den ActRIIB auf der
Muskelmenmbran. Dimerisierung und Rekrutierung von Typ 1 Rezeptoren. Diese phosphorylieren Smad2 und Smad 3, die
den Smad 2/34Komplex bilden. Der Sma#lomplex wirkt im Zellkern als Transkriptionsfaktor. Aul3erdem Hemmung

der AKT, dadurch Aktivierung der Fox®ignakaskade und Aktivierung des UbiquitRroteaseSystems sowie der
Autophagie. Beide Signalwege filhren zu Muskelverl@tielle Han et al. (2013)



1.1.2 Aufbau und Wirkung des sActRIIBndUbersicht zu bisherigen préklinischen Studien

Der sActRIIB besteht aus einer ldslichen Form des ActRIIB gekoppelt an d&sagment von
Maus|gG. Er wurde ua.vonRelizani et al. (2014ntwickelt Erwi r kt aiTg aAdsheiBta n d
er komplexiert und neutralisiedie Liganden des ActRIlBalsoauchMyostatin und Aktivin A Bei
Wildtyp(WT)-Mausen und beim MuskeldystrophieMausmodell mdx fihrte eine 4monatige
Behandlung mitdem sActRIIB zu einer signifikanten Zunahme des Korpergewichts und
insbesondere der Muskelmasse. Im Gegensam MyostatiAlNull-Mausmodell bei dem bereits
pranatakein Myostatinvorhanden isthatte die Blockada adultenM&usen keinen Einfluss auf die

Zusammensetzung der Muskelfas@relizani et al. 2014)

In den letzten Jahren wurdersActRIIB in préaklinischen Studiemit unterschiedlicheZielsetzung
eingesetztEin Forschungsschwerpunigt die Erhaltungzon Masse unéunktion der Muskulatur
Im ProgerieMausmodelErcc1®, das Alterungsprozesse abbildéhrte die GabdessActRIIB zu
einer Zunahme derMuskelmasse undfunktion (Alyodawi et al. 2019) Am Beispiel des
Mausmodells mdx fur die Duchenne Muskeldystrogt@monstrierte Béchir et al. (2016)dassler
sActRIIB das Muskelvolumen und die absolute Muskelkstdigert. Allerdings wiesen sleinen
Effekt auf die spezifische Krafbézogen auf das Muskelgewichtlje allgemeine Schwéche und
schnelle Ermidung der Mausach Die Autor*innenerkléaren das. a. durcheinenhtheren basalen
Sauerstoffund Energieverbrauch, der die Ausdauer der Tiere beeinflussen kdnnte.

Die Erhaltung der Muskulatur spielt auch im Kontext von Neoplasien eine Rdidde
Tumorpatiertinnen leiden unter einer KachexiBie Kachexie wirddefiniert alsmultifaktorielles
Syndrom mit einem andauernden Verlust von Skelettmuskelmagtes durch konventionelle
Therapiemafinahmen nicht komplett reversibel ist und zu funktionellen Beeintrachtigungen fihrt
(Fearon et al. 2011pas Vorliegen eingkachexie istissoziiermit einer schlechteren Prognose und
einemreduziertenGesamtiiberlebefDewys et al. 1980, Martin et al. 2015, Fouladiun et al. 2007,
Bachmann et al. 2008Der sActRIIB wurde in verschiedenen NeoplaMausmodellen als
Therapieoptiorbeziehungsweisebgw,) Praventionsmittel gegen eine KachegiagesetztDabei
zeigte sich eine teilweise Reversibilitat der Kachexie mit verbesdetterssam Beispiel vom
Lungenkarzinom(Busquets et al. 2012, Toledo et al. 20184 in einigen Studien auchein
verlangertes Gesamtiuberlel{@ioledo et al. 2016, Zhou et al. 2010, Nissinen et al. 2@4&xdings
sind die Zusammenhange zwischen der besseren Muskelerhaltwhgdem verlangerten
Gesamtiberleben noch unklhr die Frage der Kausalitétissen auch die EffekiiessActRIIB auf
andere Organe mit einbezogen werdetulmi et al. 2021) Im Gegensatz zuliesen positiven
Ergebnissen steht eine Untersuchung von menschlichem und murumeorgewebe aus duktalen
Adenokarzinomen des Pankreadierbei wurde Aktivin A als protektiver die Progression
verlangsamenddfaktorin praneoplastischen Lasionen des Pankreas identifiaigfgrund dessen
sollte ein EinsatzdessActRIIB, auch wenn er gegen die KacheSgmptomatik von Neoplasien
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erfolgversprechend istumindest bei Pankred&¢eoplasien mit Vorsicht betrachtet wend@hao et
al. 2020)

Im Rahmen von Neoplasien ist auch dereoft aggressive Therapie relevan¥iele
Chemotherapeutikdiihren unabhéngig von einer Tumorerkrankuremy einem Muskelverlust
(Garcia et al. 2008, Hain et al. 2019, Essex et al. 2Ei9¢ geringege Muskelmassgradisponiert

fur eine hoherdoxizitat der verwendeten Chemotherapeutika und beeinflusst das Ansprechen auf
die Therapie(KazemiBajestani et al. 2016, Pamoukdjian et al. 2018, Surov et al. 2021)
praklinischenStudien hat sich gezeigt, dadsr EinsatzdessActRIIB auch einen Chemotherapie
induziertenMuskelverlustentgegenwirkekann(Nissinen et al. 2016, Barreto et al. 2017, Hulmi et

al. 2018)

Nebendiesen Studienderen Schwerpunkt auf défuskulatur legt, beschaftigen sich einige
Arbeitsgruppen auch mit der WirkunigssActRIIB auf andere OrgaystemeEine weitere Studie

zum ProgerieMausmodell Ercc®’ schildertedie AuswirkungerdessActRIIB auf das HerzDabei

isteine Verbesserung der systolischen Herzfunktion, eine vermehrte Expression antioxidativer Stoffe
und eine Reduktion der fibrotischen Prozesse im Herzen festgestel#iviClavere et al. 2022)

Aktivin A und Myostatin beeinflusseruah die Struktur und Funktionsweise der Nidmonhard et

al. (2016) untersuchterdies in drei verschiedenen Mausmodellen der AutosebDwhinanten
Polyzystischen NierenerkrankuflBKD). In zwei Modellen der EarhOnsetPKD verbessertelie
GabedessActRIIB die Nierenfunktionund -histologie.ln einem AdukonsetPKD Modell zeigte

die bereits friihgb einem Alter von 46 Tagémit sActRIIB behandelte Interventionsgruppe eine
langere mediane Uberlebenszeit ab dem Behandlungsbeginn (97 Tage vs. 54 Tage bei der
Kontrollgruppe) Eineanderdnterventionsgruppe, deren Behandlung erst siégann wies keine
signifikant langere mediane Uberlebenszeit auf, was auf eine hohere WirksdessActRIIB in

frihen Krankheitsstadien hindeutete.

Auch im ProgerieModell Ercc1®’verbesserte deActRIIB die Nierenfunktion. Bei den behandelten
Tieren kam es aulltrastruktureller Ebene zu weniger Foot Process Effacement (&Rbei den
unbehandelteiErcc® Mausen.AuRerdemsankdas AusmaR der Proteinurie deutliglenn auch
nicht auf NormalwerteDie Albumin-Kreatinin-Ratio war bei denunbehande#in Tierenl2-fach
erhoht bei sActRIIBGabe noch 3:fach. Weitere Effekte betrafen. a. die Leberfunktion, die
Knochen und das Nervensystebie Gesundheitvar insgesamverbessert, aber es kam zu keiner

Verlangerung der Lebensspar(ddyodawi et al. 2019)

Solagna et al. (2021intersuchten den Zusammenhang zwischen der chronischen Niereninsuffizienz
und dem dabei haufig auftretenden Muskelverl8gt. analysierten die Blutprobemrschiedener
Mausmodelle der chronischen Niereninsuffizienz und fasdgmfikanterhohteWerte von Aktivin

A und anderesstoffen die einen Muskelverlust beginstigen. Die gesteigerte Produktion von Aktivin
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A war ausschlie3lich in der Niere nachweishdittel SingleCell-Sequencing wurde festgestellt,
dassFibroblasten und Zellen dekixtaglomeruldren Apparats Aktivin A exprimierteBrhohte
Serumwerte von Aktivin A wurden auch in einer Kohorte von 75 Patient*innen mit
Glomerulonephritis nachgewiesen und die Aktivin A Wéxeelierten negatiwit der errechneten

glomerularen Filtrationsrate.

Unter der These, dass die vermehrte Produktion von Aktivin A durch die Niere zum Muskelverlust
fuhrt, blockierten sigm Mausmodellder chronischen Niereninsuffizierdas AktivinSignaling

durch den sActRIIB. Hierdurch wurde der Verlust von Muskelmasse und Muskelkraft aufgehoben.
Interessanterweise@erbesserten siclauch dieUltrastruktur der Niere und die Nierenfunktion
insgesarh Damit erbrachten die Autor*innen einen starken Hinweis aufleteeaktionzwischen

Niere und Muskulatur und identifizierten das Akthfiignaling als Therapigtion fir den

Muskelverlust im Rahmen einer chronischen Niereninsuffizi€atagna et al. 2021)

Die eben genannten Studien stellen eine Auswahl der wissenschatftlichen Artieitem sActRIIB
dar. Deutlich wird, dass insbesondere dem Eirdludes AktivinRRezeptotrSignaling auf die
Skelettmuskulatur eine grol3e Bedeutung zukomimt.der vorliegendenArbeit werden die
ultrastrukturelleriVeranderungen duratiensActRIIB mit Fokusauf de Skelettmuskulatr und die

Niere untersucht.

1.1.3 BisherigerklinischerEinsatzdessActRI11B

Seit Kurzem gibt es eine Zulassung fir einen leicht veranderten sActRIIB. Der Wirkstoff
Luspatercepbesteht aus dexxtrazellularen Doméne des ActRIIB gekoppelt an defTéttvom
menschlicha IgG. Die Bindungsstelle wurde so maodifiziert, dass die Affinitat gegeniiber Aktivin A
stark reduziert ist.Hierdurch sollten die nickhamatologischerWirkungen eingegrenzt werden
(Fenaux et al. 2020pie European Medicines Agency (EMA) hHaispatercepam 25.6.2020 fiir
zwei Indikationenzugelassen. Dabei handelt es sich um transfusionspflichtige Ananrfigrund

von:

1. MyelodysplastischenNeoplasien (MDS) mit Ringsideroblasten, mit sehr niedrigem,
niedrigem oder intermediarem Risiko, die auf eine Erythropdeetsierte Therapie nicht
zufriedenstellend angesprochen haben oder dafiur nicht geeighet sin

2. b-Thalassami¢éEMA 2021)

In der Zulassungsstudie figie MDS wurden 229 Patienttinnen im Verhaltnis 2:1 in eine
Interventions und Placebogruppe randomisierhgeschlosserDer primare Endpunkt der Studie
bestand in der Transfusionsfreiheit fur ein Intervall von msteins8 Wochen binnen der ersten 24

Wochen der Behandlung8 % der Interventionsgruppmd 13% der Placebogruppe erreieh den
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primaren Endpunkip< 0,001). Der sekundéare Endpumnktr dieTransfusionsfreiheit fiir 12 Wochen
oder langer und wurdén der Interventionsgruppe signifikant haufiger erreicht. Unter allen
Patient*innen, die den primaren Endpunkt err@phtetrug die mediane Dauer der langsten
transfusionsfreien Episie in der Interventionsgruppe 30,6 Wochen, in der Placebogruppe 13,6
Wochen. Dienaufigsten berichteten Nebenwirkungen (> 10 %) waren Ermidung, Diarrhd, Asthenie,
Ubelkeit, Schwindelgefiihl und Riickenschmer@eenaux et al. 2020)

In der Zulassungsstudie fur die Thalassamie wurden 336 Patient*innen im Verhaltnis 2:1 in eine
Interventions und eine Placebogruppe randomisiegingeschlossen. Der kombinierte priméare
Endpunkt bestand in einer Reduktion der Transfusionshaufigkeit umestém$33 % in den
Wochen 13224 nach Therapiebeginn und der Einsparung von mstdns2 Erythrozyten
Konzentraten in diesem Zeitintervall,4 % der Interventionsgruppe und 4,5 % der Placebogruppe
erreichen ihn(p< 0,001). Bei 40,2 % der Interventionsgrugpakdie Transfusionshaufigkeit sogar

um mehr als 50 % (vs. 6,3 % in der Placebogruppe). Die am haufigsten berichteten Nebenwirkungen
(> 5 %)waren Knochenschmerzen, Arthralgien, Schwindelgefihl, Hypertension und Hyperurikamie.
AulRerdem trat bei 3,6 % der Interventionsgruppe (vs. 0,9 % Rlacebogruppe) eine
schwerwiegende Nebenwirkung in Form eirtbsomboembolischerEreignis auf Alle diese
Patienten waren splenektomiert und hatten mindestens einen weiteren Risikofaktor fir
thromboembolisch&reignisse, daher verbleibt diesachliche Zuordnung unkl@Cappellini et al.

2020)

Auch im Bereich der Muskeldystrophiemd anderemuskuloskelettaleErkrankungenwurden
klinische Studiemmit dem Ziel der Blockaddes AktivinMyostatinSignalwegs durchgefiihrt.

Der Wirkstoff Ramaterceptvurde zur Behandlung der Duchenne Muskeldystropdmgwickelt
Ramatercepist ein Fusionsprotein aus der extrazellularen Doméne des ActRIIB und d&ril Fc

vom humane IgG. Im Gegensatz zu Luspatercept bineladlle Liganden des ActRIIBCampbell

et al. 2017) In den praklinischen Studien mit Ramatercept zeigte sich eine Zunalsne de
Korpergewichts undluskelmassen WT und mdxMausen(Cadena et al. 2010, George Carlson et

al. 2011) In der Phasd-Studie beipostmenopausalen Frauen wurdeheinmaligerBehandlung

mit Ramatercept eine dosisabhédngige Erhéhung der gesamten fettfreien Kdrpermasse und eine
Zunahme des Volumens der Oberschetkeskulatur gemessemie haufigsten unerwiinschten
Wirkungen warenreine erhohte Lipase, Kopfschmerzend Erytheme bzw. Hamatome an der
Injektionsstellg(Attie et al. 2013)

In die anschlieBendehase?-Studiewurden insgesamt 23ungen mit Duchenne Muskeldystrophie
eingeschlossen und im Verhéaltnis 3:1 randomisewei Interventionsgruppen (verschiedene
Dosierungen) und der Placebogruppe zugeteilt. In den funktionellen Messungen zeigte sich ein Trend

zu Verbesserungenum Beispiel (z. B.peim 6Minuten-Lauf. Allerdings waren die Unterschiede
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zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant. Auch die mittlere fettfreie Kérperhadatsssine
Tendenz zur dosisabhangigen Zunahme. Es traten keine schwerwiegenden Nebenwirkungen auf.
Allerdings fuhrte das sehr haufige Auftreten von Epistaxis Teldangiektasiemn der Hochdosis
Interventionsgruppe (jeweils 5 von 9 Teilnehtfiramen) zum Abbruch der Studi®ie Autor*innen
Campbell et al. (2017 uhren die aufgetretenen vaskuldren Nebenwirkungen auf die Unselektivitat
des Rezeptors zurlicRamatercept bindet neben Myostatinch andere Mitglieder der T&F

Familie wie Aktivine und KnochenmorplgenetischeProteine (BMPs). BMP9 und BMP10
regulieren dieAngiogenesgDavid et al. 2007)daher kénnte ihre Hemmung die Ursache fur die
beobachteteeleangiektasigrEpistaxis und Gingivlutungen sein.

Neben sActRIIB wurderauch selektive MyostatiBlocker in klinischen Studien getest@wei
verschiedene monoklonale Antikérper gegen Myostatin und ein Adnektin mit ebenfalls Myostatin
als Zielstruktur, gingen nach erfolgversprechenden préaklinischen und RSagdien in eine Phase
2-Studie mit Patient*innen verschiedener Muskeldystrophidlerdings wurden sie alle wegen
fehlender Wirksamkeit abgebrochéBuh und Lee 2020)Dies verdeutlicht die Notwendigkeit
weiterer Forschung mit Myostatidiemmern und anderen Blockern des AktiAazeptor
Sighalwege¢Suh und Lee 2020, Campbell et al. 2017)

1.2 sActRIIB und eine Kalorien-reduzierte Diat als Therapieoptioren fur die

Auswirkungen von Alterungsprozessen
1.2.1 Die Bedeuting von Alterungsprozesséiir die Entstehung von Krankheiten

Der Prozess der Alterungrd definiertals zeitabhé&ngige Abnahme der molekularen, zellularen und
Gewebsfunktionen sowie der Funktion des Gesamtorgani@yedawi et al. 2019)Das Alter ist

ein Hauptrisikofaktor fiir lebensbedrohliche neoplastis&hediovaskulare und neurodegenerative
Erkrankunger{Niccoli und Partridge 2012)

Ein Hauptsymptom der Alterung ist die Sarkopemim altersbedingter Verluston Masse und
Funktion der Skelettmuskulatdlcaurent et al. 2019)Ab dem mittleren Lebensaltezduziert sich

die Muskelmassgihrlichum 1-2 %, was zu einer Abnahme der Muskelkraft von-3,% pro Jahr

fuhrt (Keller und Engelhardt 2013)Fur die Sarkopenie gibt es international verschiedene
DiagnosekriterienAlle kombinieren eine Messung der Knochend fettfreien Korpermasse mit
einem oder mehreren Parametern der korperlichen LeistungsfahigkeiB. (Zriffstarke,
Ganggeschwindigkeii)Laurent et al. 2019Pacifico et al. (20203tellten h einem systematischen
Review eine hohe Komorbiditat der Sarkopenie mit zahlreichen altersassoziierten Erkrankungen fest.
Dies betraf kardiovaskularend respiratorischErkrankungen, Demenzemd Diabetes mellitus, bei

deren Betroffenemlie Préavalenz der Sarkopenie jeweils signifikant hoher war als bei den nicht

erkrankten Vergleichsgruppen.
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Hieraus lasst sich die Sarkopenie als ein mdglicher Mediator zwischen der Alterung und dem
Auftreten von Erkrankungenableiten Gestlutzt wird diese These durch eine prospektive
Kohortenstudie, in der sich eine hohere Muskelmasse als unabhéngiger prognostischer Faktor fur
eine geringere Mortalitdterausstellt¢Srikanthan und Karlamangla 2018ie genauerkausalen
Zusammenhéange zwischenndAlterungsprozessender Sarkopenieund ihrem Einfluss auf das
Uberleben sindhoch ungeklart. Dennoch gibt es Grund zur Annahme, dass Interventionen, die dem
Erhalt der Muskulatur dienen, auch einen positiven E#ielktandere Alterserscheinungen und das
Gesamtlberleben haben kdnnten.

1.2.2 Genetische Grundlage und Phanotyp des Prodytaiesmodells Erccd!

Das progeroide MausmodedfirccI® hatim Ercc:Gen einen Knockoutin einem Allelund eine
Deletionder letzten siebenterminalen Aminoséauren des \ARroteingm anderen AllelErccl steht
fer AExci si oncompelpeanernt actrioosns 1A und i st
Desoxyribonukleinsdure  (DNA)-ReparatuiMechanismen und insbesondere der
NukleotidexzisionsreparatiiSijbers et al. 1996)Die NukleotidexzisionsreparatbehebtSchaden

in der DNA, die durch UVStrahlung entstehen. Dazu gehoérem.Crosslinks und DNAAddukte.
Erccl istT e i | ei nes Ko mipZisierx zaersEntferduag desddefekterb iAranges
durchfuhrt(Krasikova et al. 2021)

Durch den Funktionsverlust von Ercekkumulieren dieDNA-SchadenErccI®Mausenhaben
bereitsab der 4.LebenswocheAlterungsschaden iwverschiedenerOrganen die teilweisedie
Veranderungen ilVT-Mausea am Ende ihrer Lebensspanitgertreffen(Dollé et al. 2011, Gregg et

al. 2012) lhre Lebenserwartung betr&t®29 Wochen, die von WFMausen ist etwa sechsmal so
hoch(Dollé et al. 2011)Im Folgenden wird der Phénotyp dieses Mausmodells mit Fokus auf die

Muskulatur und die Niere beschrieben.

Alyodawi et al. (2019)ntersuchtemlie Muskulatur von Ercé&® Mausen im Alter von 16 Wochen.
Die Muskelmasse betrug zu diesem Zeitputk60 %im Vergleich zur Kontrollgruppe. Innerhalb
der Muskelfasern war die Anzahl der Satellitenzeber 50 % oder weniger der Normalwerte
reduziert und edestandein Defizit in ihrer Proliferationsund Differenzierungsféahigkeit. Die
Muskelkraft der Ercc® Mause gemessen an ihrer Griffstarkesowie die spezifische
(gewichtsbezogene) Kraftaren signifikant vermindert. Auf ultrastruktaler war die Struktur der
Sarkomere deutlich verandert und inhomogé&ie Querstreifungwirkte unregelmafigdurch
unterschiedlich dicke oder fehlende-Lihien und teils aufgespaltene Sarkomere. Die
Mitochondriemichte war reduziertsowohl innerhalb der Muskelfaser als auch direkt unter dem

Sarkolemm Zudemwaren die Mitochondriehypertrophim Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Auch die Nieren der Erc& Mauseuntersuchteilyodawi et al. (2019)m Alter von 16 Wochen

Der Albumin-Kreatinin-Quotientim Urin, ein funktioneller Parametaewrar bei den Ercc® Mausen

im Vergleich zur Kontrollgruppe ach erhdhtDies lassauf eine massive Proteinurie schlief3en.
Elektronenmikroskopisclianden sieals auffélligstes Merkmaein signifikante FPE Aul3erdem

waren die Podozyten insgesamt hypertroph und wiesen vergréf3erte Mitochondrien auf. Die

glomerulare Basalmembran war signifikant verdickt.

1.2.3 Bisherige Versuche miemsActRIIB im Ercc’ Mausmodell

Als Therapie fur die Alterserscheinungen erhietfenErcc®’Mausein der Studievon Alyodawi et
al. (2019)im Alter von 716 Wochenzweimal wdchentlich intraperitoneale Injektionen mhém
SActRIIB oder phosphatgepufferte Sald6sung PBS als Placebo Untersucht wurdendie
Auswirkungen auf die Muskulatur sowidiere, Leber und KnocherDie deutlich reduzierte

Lebensspanne wurde durch die Therapie mit dem sActRIIB nicht verandert.

Im Vergleich zuden Placebdehandelten Erc& Mausenlag in der sActRIIB Gruppe eine
signifikante Steigerung der Muskelmasse-62%6)vor. Die Masse der anderentersuchten Organe
war unverédndertlm Allgemeinenverhielt sich die sActRIIB Gruppe aiker und legte grof3ere
Strecken zuriick als die Placebo Gruppd die gesunde Kontrollgruppe

Die Parameter der Muskelfunktion, Griffstarke und spezifisci@aft konnten durch die
Behandlung midemsACctRIIB signifikant verbessert werdeimnerhalb der Muskelfaserwar die
Anzahl der Satellitenzellen auch in der sActRIIB Gruppe unverandert ernietirdgichwar ihre
Proliferations und Differenzierungsfahigkefidherals in der Placebo GruppBie in der Placebo
Gruppe auftretendeunltrastrukturellen Veranderungen der Sarkomesgennur noch vereinzelt
vorhanden Die Dichte der Mitochondrien unter dem Sarkolemm war im Vergleich zur
Placebogruppe signifikargrhoht. Innerhalb der Muskelfasetar die Mitochondriendichte nicht

signifikant verandertDie GrbéRe der Mitochondrien nédherte sithm Normalwert an.

Auchin derNiere gab esveranderungen durch die Behandlung mit sActRDRr in der Placebo
Gruppel2-facherhthte AlbumirKreatininQuotientsankauf eine 3,#fache Erhohung im Vergleich

zur KontrollgruppeDemnach lageine geringere Proteinurie vor, was auf eine bessere Filterfunktion
der Glomerulihindeutet Elektronenmikroskopisch warenasl FPE sowie die Verdickung der
glomerularen Basalmembran in der sActRIIB Gruppe deutlich reduziert. Abschnittsweise erschienen
die Ful3fortsatze der Podozyten komplett normalisiert, in and@eeeicheneicht verbreitert im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Dicke der glomerularen Basalmemiwamnim Vergleich zur
Placebo Gruppe signifikant reduzieatlerdingsnicht auf die Normalwerte. Die Mitochondrien in

den Podozytemwaren nicht hypertrophiefAlyodawi et al. 2019)
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1.2.4 Bisherige Erkenntnisse zum Einfluss einBalorienreduzierten Diéat auf

Alterungsprozesse im Allgemeinen unddrccI® Mausen

DieKalorienreduzierte Diaals Einflussfaktor auf die Alterung ist in zahlreichen Studien untersucht
worden. Dabeivurdenpositive Effekte auf die Lebensspanne und spezifische Alterungsprezesse/

erkrankungen nachgewiesen.

Eine Kalorienreduzierte Diaterhdht die Lebensspanne in verschiedenen SpeuviesHefen,
Wurmemn, Fliegen Nagetiere und nichthumaren Primaten Nagetiere unter einer Kalorien
reduzierten Diathaben eine geringere Pravalenz vieler altassoziierter Erkrankungen wie
Neoplasien Diabetes mellitus Typ 2 Atherosklerose,chrorischen Nierenerkrankungerund
Kardiomyopathia (Green et al. 2022)Eine Kalorienreduzierte Diatbeeinflusstauch die
Sarkopenie Siereduziert den Verluston Muskelmasse unekraft in Nagetierer(Marzetti et al.
2009)undfuhrt beiRhesusaffemeben einem geringeren Muskelverlaath zu mehr korperlicher
Aktivitdt und Starke(Colman et al. 2008, Yamada et al. 201B) einer Langzeitsudie mit
Rhesusaffeder Universitat Wisconsjmit eine im jungen Erwachsenenalter begoneeKalorien
reduzierten Diavon 30 % reduziertesich dieMortalitdt durch alersbezogene Erkrankungsowie
die Gesamtmortalitégim Vergleich zur KontrollgruppéColman et al. 2014)Aul3erdenverzdgerte
sich das Auftretervon altersassoziierten Erkrankungen Wimbetes, Neoplasiekardiovaskularen
Erkrankungemnd Gehirnatrophi€Colman et al. 2009Jm Menschersind dieAuswirkungeneiner
Kalorienreduzierten Didtauf die Lebensspamnnoch unklar. Bekannte Effekte einer (zeitlich
begrenzten) Diatrestriktion sind die Reduktion kardiovaskularer Risikofakiodkder Inzidenz von
Neoplasien und Fettleb&rkrankungen sowieine Zunahme der Insuli@ensitivitat(Green et al.
2022)

Auch im progeroiden Mausmodefircc® wurde der Einfluss eineKalorienreduzierten Diat
bereits untersuchDie Kalorienreduzierte Didbeganrin der 7. Lebenswochait einer Reduktion
um 10 % und wurdebis zur 9. Lebenswoche auf 30 % gesteigeigs resultierte ireing starken
Steigerung der medianen Lebensspdmieden didtreduzierten Mausen. In den ménnlickieren
verlangerte sich die mediane weitere Lebensspanne (ab BegiKialdeenreduzierten Digtvon

10 auf 35 Wochen, in den weiblichen Tieren von 13 auf 39 Woéherokus deUntersuchungen
lag in der neuragischen Funktion gemessen anhand deAuftreters von Tremor,
Gleichgewichtsstérungen und Paresen. In den ad libEoro ™ Mausentrat ein neurologischer
Funktionsverlust bereits in einem Alter von-20 Wochen beallen Versuchstieren auf. In der
diatreduzierten Gruppeawdies stark verzdgerEs traten keine neurologischen Stérungen vor der
30. Lebenswoche aufind nicht alle Tiere waren betroffen. Quantifizierungen der Neurone
bestatigten, dass die Neurodegeneration teilweise verhindedewDie diatreduzierten Ercél
Mausewiesen 50 % mehr Neurone im Neokortex und auch signifikant mehr Motoneurone im

Ruckenmark auie Griffstarke als ein Parameter der Muskelkraft war bei den BtdtAusen im
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Alter von 16 Wochen erniedrigt ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den
Ernahrungsformen. Demnadind die bessere neurologische Funktion und die héhere Anzahl an
Motoneuronen nicht direkt auf die motorischen Funktionen UbddraguRerdem wurde die
Histologie der Niere untersucht. Dabei zeigten sich beiEtenl® Mausen unabhangig von der
Ernahrungsform eine verminderte Anzahl und vielfach degenerierte Tubuli sowie eine starke

AnisokaryosgVermeij et al. 2016)

Die moglichen Auswirkungen eineKalorienreduzierten Diatbei Ercc®’ Mausen auf die
Ultrastruktur vonMuskulatur und Nieresowie die Kombination dieser Intervention mit der Gabe
von sActRIIB sind bisher nicht untersucht worden und sind Eeilvdrliegenderrbeit.

1.3 sActRIIB als Therapieoption bei Sichelzellandmie
1.3.1 Genetik, Epidemiologi&ymptomatikund bisherige Therapder Sichelzellanamie

Die Sichelzellanami¢SCD)ist die weltweit haufigste korpuskulare Andmieform oer hochsten

Pravalenz im dstlichen Mittelmeerraum, Zentralafrika und Amediiterold 2022) In Deutschland

betragt diePravalenzlaut Schatzungemindestens 20Q0davon tragen 75 % die homozygote

Mutation (Kunz et al. 202Q)Die SCD isteine autosomalezessiv vererbte Erkrankumgit einer
qualitativen H2mogl obinver2ander ung.-Gldbmgaufth ei ne
Chromosom 11lwird ein strukturverandere Hamoglobin, genannt HbSexprimiert. Im
deoxygenierten Zustangolymerisiert das HbS, wodurch die Erythrozyten eine Sichelform
annehmen. Dies verringert ihre Flexibilitat und verkirzt ihre LebensdaasrQkklusionender
Mikrozirkulation in Form von akuten Organinfarkten und langfristigen Organschéetensacht

(Herold 2022)

Heterozygote Trager sind meist asymptomatisblei starke korperlicher Belastung und
Aufenthalten in grol3er Hohe sind Symptome moglich. Bei Homozygemtsteherbereits im
Kindesalter eine chroniscthdmolytische Anéamie, schmerzhafte vasiklusive Krisen und
Organinfarkte, die vor allem die Milz, das Gehipylmonale Gefal3e und die Knochen betreffen. Im
Laufe des Lebengesultiere langerfristige Komplikationen wie eine funktionelle Aspleuad
daraus folgender Anfalligkeit fir bakterielle Infektionergseptische Knocheekrosen, eine
chronische Glomerulonephritis der Niere, eine pulmonale Hypertonie und eine Panzyidpesick
2022)

Die Basistherapie derC® umfasst die Vermeidungon Unterkihlungund Exsikkose sowie eine
Infektionsprophylaxe durch Impfungemd gegebenenfalleine AntibiotikaProphylaxe. Die vaso
okklusiven Krisen werden vorwiegend symptomatisch mittels Hydrieruagalgetika und

Bluttransfusionen behandelt. Als ProphylakentHydroxycarbamid, welches den Gehalt an fetalem
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Hamoglobin erhdht und dadurch die Haufigkeit von schweren Schmerzkrisen senkt. Die bisher

einzige kausale Therapieoption stellt eine allogene Stammezelltransplantation dar, die nur bei

schweren Verlaufen durchgefuhrt wird. Die Morbiditat und MortalitatEterankung ist abhangig

vom Phanotyp und der Qualitat der medizinischen Versorfidamld 2022)

1.3.2 Neue Theramoptionen furdie Sichelzellanamie

Seit der ZulassungeigtenmehrereStudien, dass Hydroxycarbamid die Krankheitslast abmildert. Es
treten weniger vasokklusive Krisenauf (Tonin et al. 2023)und die Mortalitat ist reduziert
(Steinberg et al. 2003)Dennoch wird das Medikamerttisher nicht bei allen Patient*innen
eingesetz Grund hierfir sincseineNebenwirkungendie unklare Teratogenitat bzw. dEinfluss

auf die Fertilitat und & bisher unklare Evidenz bezlglich der Pravention von Langzeit
Organschade(Cappellini et al. 2021)

In den letzten Jahrdmt die EMAzweineue Therapeutikaugelassen

Voxelotor erhdht dieSauerstoffaffinitat von Hamoglobin und reduziert so die Polymerisation bei
DeoxygenierundMetcalf et al. 2017) In der Phas&-Studiewurdeeine signifikante Erh6hung der
HamoglobinKonzentration und eine Reduktion der Hamolseameter festgestellDie Anzahl

der vaseokklusiven Krisen war nicht signifikant verand@vichinsky et al. 2019)Voxelotor wurde

2022 zur Behandlung der ha&molytischen Andmie aufgrund der SCD als Monotherapie oder in
Kombination mit Hydroxycarbamid zugelasq&MA 2022)

Crizanlizumab ist ein monoklohex Antikdrper gegen Selektin, einen wichtigen Mediator der
VasaOkklusion.Crizanlizumalfiihrte in der Phas@-Studiezu einersignifikanien Reduktiorvase
okklusiver Krisen sowie eimesignifikantlanger@ mediana Zeit bis zum Auftreten der ersten Krise

Die HamoglobinKonzentration und die Hamolydtarameter waren unverandgktaga et al. 2017)

Crizanlizumab wurde 2020 zur Pravention von Schmerzkrisen aufgrund der SCD als Monotherapie

oder in Kombination mit Hydroxycarbamid zugelas@eNA 2020)

Eine neue innovativ@herapieoption ist di&sentherapieDas generelle Prinzip der Gentherapien
umfasstie Gewinnung haatopoetischer Stamyund Progenitarellen aus dem Knochenmark oder
dem peripheren Blut, deren Kultivierung ex vivend anschlie3endgenetiscle Modifikation.
Danach werden siden Patient*innen reinfundie(Dunbar 2021)Eine noch laufende Phasé?-
Studienut zt den Wirkstoff L e nt i-GlbborBenkodiertddas einf ¢ r
antisickling Hamoglobin produziertn einer Versuchsgruppe mit 3Batient*innenfolgte auf die
Therapieein Anstieg desnedianen gesamten Hamoglobuas 8,5 g/dl aumindestens 11 g/alach

6 Monaten, der auch ifollow-Up nach 3@Monaten erhalten blielAllerdings wurden zu diesem

Zeitpunkt nur noch zwei Patient*innen untersu¢hiBerdem tratennter den 25 Patient*innen mit
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mindestens 6 Monaten Folledp keineschwerernvaseokklusiven Krisen mehr aut.angfristige
Ergebnisse und groRRere Versuchsgruppen zum Effektivitdtsnachweis sind noch augkiettend
et al. 2022)

1.3.3 Genetische Grundlage und Phanotyp des Sichélzelsmodells

Das knockin SichelzeitMausmodell wurde vowWu et al. (2006)ntwickelt. Die M&use tragen
humanelr ans gene a negh édahoglobth®ene ubd sind homozygot fiir die haufigste
Mutation, die im Menschen zur Bildung des HbS und demnach zur SCD(flémdld 2022, The
Jackson Laboratory 2024pie HbSMé&use tauschen in der erstebhebenswochedas fetale
Hamoglobindurch dasadulteHbS aus undentwickeln eine schwere Anam(é/u et al. 2006)In
vitro nehmen 92 % der Erythrozyten bei Deoxygenierung die Sich&laafiguration an(Alvarez
Argote et al. 2023)

AlvarezArgote et al. (2023) fihrten kirzlich eine umfangreiche pathophysiologische
Charakterisierung des Mausmodells durch. Die #iftisehatteneinen reduzierten Hamoglobin
Wert bei erhdhten HamolydearameternNach einer hypoxischen Episode veachsStunden
nahmen der Hamoglobiwert, die Thrombozyterund die Leukozyterahlsignifikant ab, wahrend
sie in der Kontrollgruppe der HamoglobitM&ause (HbA) stabil blieben. Die Parameter der
Nierenfunktion zeigten keinsignifikantenUnterschiedezwischen den HbAund HbSMausen.
Unervnarteterweise bestand ein Trend zu einer erhéhten Urin Pi#dteatinin-Ratio bei den HbA
Mausen (AlvarezArgote et al. 2023)Dies steht im Widerspruch zu den Untersuchungen von
Kasztan et al. (2019}lie in ménnlichen Hb#ausen eine signifikant erhdhte Proteinurie und eine
Abnahme der glomerularen Filtrationsrate feststellten. In den weiblichen M&ausen gab es keinen
signifikanten Unterschied. Histopathologisch beschrieBdvarezArgote et al. (2023)eine
vaskuldre Okklusion der Lunge, der Nieren, der Milz und der Ledmwrie vermehrte

Eisenablagerungen in der Niere und Leber der-Mia8se.

Kasztan et al. (2019hrten weiterfihrende histopathologische Untersuchungen der Nieren von
HbSMausen durch. Sie stellen sowohl glomerulare als auch tubuldre Veranderungen fest. Die
glomerularen Schadigungen umfassten in unterschiedlichem Ausmafl eine Sklerosierung und
Hypettrophie der Glomeruli, eine Verdickung der glomerularen Basalmembran und den Verlust von
Podozyten und ganzen Glomeruli. In weiblichen Mausen waren diese Veranderungen nur in sehr
geringem Ausmaf3 vorhanden. Diwbuldren Schadigungerbetrafen beide Geschlghter
gleichermalRerund umfassten einen graduellen Verlust désst&nsaums der proximalen Tubuli
sowie eine interstitielle Fibrose. Diese Ergebnisse wurden gestiitzt durch erhéhte Werte des kidney

injury marker 1, einem Marker fir die Schadigung in proximalen Tullirastrukturelle
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Untersuchungen der Niere von HbRiusen wurden in den beschriebenen Publikationen nicht

durchgeflhrt.

Uber dieVeranderungen der Skelettmuskulatur von Hi@usen ist bisher nur wenig bekannt. HbS
Méause haben eine signifikant reduzierte Muskelkraft gegentiberMtossen(Chatel et al. 2018)

Im Zeitraum vom 2. Bis 4. Lebensmonat kommt es zu einer Abnahme der spezifischen Kraft ohne
Veranderung des Muskelvolumeridlichel et al. 2023) Histologische bw. ultrastrukturelle
Verédnderungen der Skelettmuskulatur ¥rS-Mausen wurden bisher nicht konkret beschrieben.

1.3.4Mdogliche AngriffspunktedessActRIIB bei Sichelzellanamie

Aktivin A und andere Mitglieder der TGB S u p e bdeiaflossdie ErythropoeséBataller et
al. 2019) Luspatercept, ein sActRIIBit unterdriickter Bindung von Aktivin A, wurde von der EMA
fur dieb-Thalassamie undasMDS zugelasse(EMA 2021)

Da in bisherigen Studien kein Konsens dartiber besteht, ob Aktivin A eine stimulierende oder eine
inhibitorische Wirkung auf die Erythropoese austiibt, untersuctiteskaridou et al. (2019)ie
Bedeutung von Aktivin A fur verschiedene Hamoglobinopathien. Eingeschlossen wurden insgesamt
227 Patient*innemit einerb-Thalassdmie Major (TM, n=58); Thalasséamie Intermedia (TI, n=43),

einer kombiniert heterozygotenC® und b-Thalasséamie (HbS/bethd, n=109) sowie einer
homozygoten 6D (n=17).Der primare Endpunkt war die Hohe des Serum Aktivin A im Vergleich

zur gesunden Kontrollgruppé@atient*innen mit TM und HbS/bethal wiesen erhdhte Aktivin A
Serumwerte auBei den TM-Patient*innenvurdeaul3erdem eine signifikante negative Korrelation
zwischen den Aktivin A Serumwerten und der Hamogldtimzentration festgestellt. Die
Ergebnisse unterstitzen die These, dass AktivineiAen inhibitorischen Einfluss auf die
Erythropoese austibt. Bei den Patient*innen mit TI und SCD waren diese Zusammenhéange nicht
signifikant.Die Autor*innenbegriinden die nicht erhéhten 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 Thalassémien nicht in einer ineffektiven

Erythropoese, sondern in einem veranderten HamoghMbiekiil bestehe.

Nach denversuchenvon Voskaridou et. alnd den klinischen Einsatz von Luspatercagt noch
unklar, obdersActRIIB auch bederSCD zu einer verbesserten Hamatopoese fiihren koBistieer
wurden keine Versuche mitem sActRIIB in diesem Settinglurchgefiihrt.In der vorliegenden
Arbeit wurdeder sActRIIB erstmalig in einem Mausmoddér SCD eingesetzt und esinden die

Ultrastruktur von Muskulatur und Niere untersucht.
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14 sActRIIB als supportive Therapie gegen die unerwinschten Wirkungen von

Cisplatin
1.4.1 Cisplatini Indikationen und bekannte Nebenwirkungen

Cisplatin ist ein Zytostatikum aus der Gruppe der Alkylanzien. Diese ubertragen Alkylgruppen auf
die DNA, dadurch bilden sicrosslinks zwischen den beiden DMArangenwasdie Replikation
verhindert (Herold 2022) Cisplatin ist als Monotherapie oder in Kombination mit anderen
Zytostatika zu Therapie zahlreicher Tumoren zugelassen, darunter Hodentumoren, gynakologische
Tumoren, Bronchialkarzinome, Karzinome des KkbiallsBereichs, Harnblasenkarzinome,
Osteosarkome und Osophaguskarzinome. Die Applikation erfolgt intragRibizsepharm 2018)

Die Fachinformation zu Cisplatin weist zahlreiche unerwiinschte Wirkungen aus

Cisplatinist stark nephrotoxisch, bei bis zu 1/3 der Patient*iringmach CisplatinGabe ein akutes
Nierenversagenuf (Ribosepharm 2018pie Entwicklung eines akuten Nierenversagens ertiiéht
Wahrscheinlichkeit fir ein chronisches NierenversagahdieMortalitat (Chawla et al. 2014Da

die Nephrotoxizitat einen wichtigen dofdimitierenden Faktor fir den Einsatz von Cisplatin
darstellt, wird sie in CisplatiTiermodellen, im Wesentlichen an Nagetieremtersucht Der
Wirkstoff gelangtin der Niereliber verschiedene aktive Transporte sowie Uber passive Diffusion in
das Tubulusepithel, vor allem in den proximalen und distalen Tubulus. Dort sind zahlreiche toxische
Auswirkungen dokumentiert( Per § e u rHdler 2048) élistdldgische Verénderungen
umfassen eine Vakuolenbildung im Zytoplasma, den Verlust des Birstenssinmgubulére
Dilatation und die Nekrose von Tubuluszellen bis hin zur Tubulusdegengisipmandegan et al.
2021, Katagiri et al. 2016)Eine repetitive Gabe von Cisplatimduziert zudem eine
tubulointerstitielle Fibroséu et al. 2019, Katagiri et al. 2016)

Storungen der Skelettmuskulatur werden in der Fachinformation in Form von Muskelkrampfen und
Myalgien mit unklarer Haufigkeit beschriebefRibosepharm 2018)Dariiber hinaus wird bei
Patient*innen, die mit Cisplatin behandelt werden, haufig ein signifikanter Gewecloist
beobachtet, der im Wesentlichen aus einer Muskelatrogsieltiert (Chen et al. 2015b)Die
Muskeltoxizitat von Zytostatika wie Cisplatin ist von besonderer Bedeutengzdhlreiche Studien
assoziierereine Sarkopenie, niedrige Muskelgrof3e oder geringe fettfreie Kdrpermasse mit einer
erhohten Toxizitatler angewendeten Zytostatikad einer erhohteMortalitat (KazemiBajestani
et al. 2016, Pamoukdjian et al. 2018, Surov et al. 2@it ergibt sich eiirkelschluss aus dem
Verlust an Muskelmasse und der Toxizitat, dereiner Dosislimitierung der Cisplafifherapie
fuhren kann.Chargi et al. (2022)untersuchtenin einer retrospektiven Studie anhawdn
Patient*innen mit KopHals Tumoren, inwiefern die Skelettmuskelmasse zum Diagnosezeitpunkt
das Risiko fur eine dosignitierende Toxizitat von Cisplatin vorhersagen kann. Dabei fanden sie
bei Patient*innen mit einer niedrigen Skelettmuskelmasse einfikggri hoheres Risiko. Ein
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niedriger BMI war nichtnit einem erhdhten Risiko assoziiert. Demnach koénnte die Bestimmung der
Skelettmuskelmasse zukunftig Risikopatient*innen identifiziened zur Dosisplanungeingesetzt

werden.

Weitere sehr haufige Nebenwirkungen von Cisplatin sind eine todzdat, eine
Knochenmarkssuppression, die Reizung des Gastrointestinaltraktes, Hyponatridmie und Fieber.
Selten fuhrt Cisplatin zu Neuropathien, die Asthesie, Propriozeption, Pallasthesie und Motorik
betreffen konnenEine regelmaRige Uberwachung potenzieller Nebenwirkungen ist notwendig
(Ribosepharm 2018)

1.4.2 Bisherige supportive Therapieoptioren Gabevon Cisplatin

Die Fachinformation fir Cisplatin empfiehlt zur Prophylaxe von Nierenschaden bei allen
Patient*inneneine ausreichende Hydratation und Diurese. Hierfur erfolgt einige Stunden vor der
Applikation von Cisplatin eine Prahydratation sowie eine anschie3ende Posthydratation jeweils mit
isotonischer Natriumchloridldsun@Vird hierdurch keine ausreichende Diurese erreicht oder werden
hohe CisplatirDosen eingesetzt, ist eine forcierte Diurese durch Gabe vilarihitol indiziert.
Zudem wird ein engmaschiges Monitayi der ElektrolyiWerte und bei Bedarf eine Substitution
empfohleninsbesondere von KaliwnMagnesiumund Calciumlonen(Ribosepharm 2018)

Hamroun et al. (2019nalysierten in einem systematischen Review die Wirksamkeit der bisherigen
nephroprotektiven MRnahmenPriméarer Endpunkt war das Auftreten eines Cispliaiituzierten
akuten Nierenversagens. Dabamdlen sie keine klare Evidenz fiir den Einsatz veévdnnitol. Die
retrospektiven Studien ergaben uneinheitliche Ergebnisse und die einzige randémigiettierte
Studie zeigte sogar einen &dlichen Effekt von DMannitol auf die Nierenfurtion. Auch die
andererPraventionsansatze wie die Verbesserung der Nieremolutung durch Amifostine und der
Einsatz von Antioxidantienerbrachten bisher keinen Wirksamkeitsnachweis. Ein weiterer
Ansatzpunkt ist die Hemmung d@sganic Cation TransportersQCT2). Cisplatinwird alsSubstrat
dieses Transporters in den proximalen Tubulus aufgenommen, wo es akkumuliert und toxische
Effekte hat.Die direkte Inhibition des OCT@urch Fosfomycin und Cimetidin hat bisher ebenfalls
keinennachgewiesenenephroprotektiven Effek Ein anderer Ansatz zur Hemmung des OCT2 ist
die MagnesiurSupplementation. Dieiérzu durchgefiihrte MetAnalyse aus 15 Studien ergab bei
MagnesiumGabe ein signifikant niedrigeres Risiko fir die Entwicklung eines Cisgladuierten
akuten Nierenversagens. Somit identifizierten Hamroun et. al Magnesium als potenziell

nephroprotektiveVirkstoff bei Gabe von Cisplatin.

Gezieltere Therapiaund ProphylaxeMalinahmen zur Nephroprotektieimd bisher nicht etabliert.

Ein kirzlich erschieneneNature Reviewfasste die praklinischen Tierversuct&udien zur

Identifikation vonnephroprotektiven Ansatzpunkten zusammen. Dazu zahéerie Hemmung der
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CisplatinAufnahme in die Niere sowie seiner Aktivierung, die Reduktion des oxidativen Stresses
und die Vermeidung von ZelltodVeitere Studien sind notwendig, um ihren Einfluss auf die
antineoplastische Aktivitat von Cisplatin zu untersuchen und soweit mdglich eine nierenspezifische

Wirkung zu erreiche (Tang et al. 2023)

Die S3Leitlinie zur supportiven Therapie voonkologischen Patient*innen empfiehlt eine
regelmafige korperliche Aktivitdt mit dem Ziel, Muskelkraft und Koordination zu férdern.
AuRBerdemempfiehlt siesine ausreichend kalorische Ernahrunmder tumorassoziierten Kachexie
unddem,dadurch verstarkten Osteoporosad Frakturrisiko entgegeowirken. Allerdingsist die
Wirksamkeit dieser Interventionbei einer bereits ausgepragten Kachexigmstritten
(Leitlinienprogramm Onkologie 2020)

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

nicht etabliert, werden aber in einigen klinischen Studien untersucht

Ein mogliches Target ist die Reduktion der Inflammatidie bisher aber nur in wenigen
randomisierkontrollierten Studien betrachtetwurde. Die Theapie mit Clarithromycin einem
Antibiotikum, resultierte ineiner Zunahme des Kdrpergewichts und des Gesamtiuberlebens von
Patientinnen mit Nichtkleinzelligem Lungenkarzinomdie mit Cisplatin therapiert wurden
(Sakamoto et al. 2001, Mikasa et al. 19®&r Einsatz von Thalidomje&inemTumornekrosefakter
UTNF-O-Inhibitor, reduziertebei Patient*innen einefortgeschrittenerPankreaskarzinoms den
Neoplasieinduzierten Gewichts und Muskelverlust (Gordon et al. 2005)Celecoxib, nicht-
steroidale Antirheumatikum, wurde in einer Phas2-Studie arPatient*innemit unterschiedlichen
Neoplasien getestet. Es zeigte sate Zunahme der fettfreien Korpermasse aiméReduktion der

Serumkonzentration von TNB(Mantovani et al. 2010)

Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Gabe von Ghrelin. Ghrelin ist ein endogener Ligand des
WachstumshormaeRezeptors unihduziert eineAppetitsteigerung sowieine Zunahme von Fett

und MuskelmasséChen et al. 2015a)AulRerdem fordert Ghrelin die hepatische Produktles
Insulin-like growth factor 1 welche durch Steigerungder Proteinsynthese und Hemmung der
Proteolyse zur Muskelealttung beitragfAli et al. 2013) Chen et al. (2015aemonstrierten in zwei
Mausmodellen, dass Ghrelin den Tumamnd Cisplatininduzierten Muskelverlussignifikant

reduziert und die Griffstarke erhoht

Eine weitere Therapieoption ist die Gabe von Bisphosphonaten. Diese basiert Buéadzdes
Musclebone crosstalk, die davon ausgeht, ddsskulaturund Knochenals endokrine Organe
agieren undsich gegenseitig beeinfluss@@onewald 2019)In verschiedene Mausmodella mit
Knochenmetastaseinug aus der Knochenmatrigezernierted GF-b direkt zur Schwéchung der
Muskulatur bei(Waning et al. 2015) Myofibrillen einer Zellkultur atrophierten, als sieinem

Knochenkonditionieten Medium von Cisplatibehandelten Mausen ausgesetzt warBer
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Musclebone crosstalk scheint also auch belytostatikainduzierten Muskel und
Knochenschadigungen stattzufind@&ssex et al. 2019PDavon ausgehend erhieh in einer Studie
Mause Cisplatin allein und in Kombination mit dem Bisphosphonat Zolendronsaure. Wie erwartet
resultierte die CisplatiGabe in einem Verlust des Korpergewichts und der Muskelnsasgein

einer Abnahme der Knochenmasse udidhte. In der Versuchsgruppe, die die Konaltion mit
Zolendronsaure erhieligab eskeinen Effekt auf das Korpergewicht. Jedoclentspracherdas
Knochenvolumen und die Trabekelstruktder Kontrollgruppeohne CisplatiFTherapie Die
Muskelmasse unekraft waren verbessert, erreichten aber nicht das Niveau der Kontrollgruppe
(Essex et al. 2019)

1.4.3M0ogliche Angriffspunkte und vorherige Versuche oeimsActRIIB

Ein Mechanismus durch den Cisplatin seine Toxizitdt auf die Muskulatur ausubt, ist die
Uberexpressiorvon Myostatin(Sakai et al. 2014, Chen et al. 2015d)eraus ergibtsich ein
madglicher Angriffspunktfir den sActRIIB. Die Blockade des AktivirMyostatinSignalweges

durchdensActRIIB wurde bei anderen ZytostatikaMausmodellerbereits eingesetzt.

Nissinen et al. (201@)ntersuchtedie Wirkung von Doxorubicin in Kombination mdemsActRIIB.

Dabei fiihrte die Applikation von Doxorubicin zu einem geringeren Kdrpergewicht, Muskelmasse
und Mukelfaserdurchmesser. Diese Effekte wurden durch die zusatzliche désiséActRIIB
komplett verhindert. FunktionelNar die Laufperformancgurch Doxorubicin versdachtert worauf
dersActRIIB keinen Effekt hatteln einem Kurzversuch miMausen, denen durch Lewis lung cells
ein Tumor induziert wurdewirkte der sActRIIB ebenfallantikachektischDas Tumoransprechen

auf die Therapie mit Doxoruliit war unverandert

In einer anderen Studie wurdersActRIIB in Kombination mit dem FolfifChemotherapieschema
(bestehend aus-Bluoruracil, Leucovorin und Irinotecan) eingesetzer Diurch die Zytostatika
induzierteVerlust von Kérpergewicht, Muskelmasse, Muskelfasaridimnesser und der Griffstarke

wurdedurch die Kombination midlemsActRIIB komplett verhindertBarreto et al. 2017)

Hatakeyama et al. (201@)ntersuchten den Effekt des AktivilyostatinSignalwegs auf die
muskularen Nebenwirkungen von Cisplatin anhand des -Z&T KolonKarzinomKachexie
Mausmodells. Sie verwendeten eine murinisierte Form des humanen Antikérpers Bimagrumab, der
kompetitiv an den ActRIl bindet und deignalwegdirekt hemmt Die Therapien wurden nach
Auftreten einer Tumorkachexie begonnen. Hierlséellten sie bei zuséatzlicher Gabe von
Bimagrumab eian signifikant verringerte Gewichtsverlust gegeniuiber der alleinigen Gabe von
Cisplatin und dem Placebo fest. Somit konnte der zusatzliche negative EffeRisypdatin auf das

Gewicht komplett verhindert werden. Aul3erdem 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 GabedessActRIIB bzw. die Blockade des AktiviklyostatinSignalwegesine
potenzielle Therapie deZytostatikainduzierten Muskelverlustedar. Im Gegensatz dazist der
Einfluss auf dieNephrotoxizitat von Cisplationd anderen Zytostatika bisher noch nicht untersucht

worden.

1.5 Potenzielke unerwtnschte Wirkungen dessActRIIB

15.1 Mechansmen zur Entstehung und bisher bekannte unerwiinschte Wirkuegen
SACtRIIB

Der sActRIIB bindet nicht nuMyostatin,sondern auch andere Liganden des ActRIIB, dazu gehodren
die Aktivine A, B und AB sowie die BMPs 9,10 und 11 (Souza et al. 2008)m Gegensatz zu
Myostatin,das hauptsachlich im Skelettmuskel exprimiert wird, werden die Aktivine und BMPs in
einer Vielzahl von Gewebengebildet. Daher hat ihre Hemmung ein hdheres
NebenwirkungspotenzigBuh und Lee 2020Allein Aktivin A beeinflusstzahlreiche Systeme im
Kdrper, darunter daReproduktionssystem, dasntraleNervensystem, das kardiovaskul&iestem

den Gastroitestinaltrakt die Niere, das Immunsystem, das respiratorische System sowie das
muskuloskelettalSystem(Bloise et al. 2019)

Die klinischen Studiemmit dem sActRIIB berichteten vorverschiedene NebenwirkungenDie
Phase2-Studie eines sActRIIB an Jungen mit Duchenne Muskeldystrophie wwodeeitig
abgebrochen, da Nasenbluten, Zahnfleischbluleteangiektasien und Erytheme auftra Dies
fuhren die Autor*innenCampbell et al. (2017auf die Hemmung von BMP 9 und 10 zurtck.
Luspatercept, ein modifizierter sActRIIBiIt stark reduzierter Affinitazu Aktivinen und BMPs
hattediese Nebenwirkungeim den Zulassungsstudien fir das MD$) d  -dThatass@miaicht
Haufige Nebenwirkungen waren Knochenschmerzen Antidralgien Diarrhoen Schwindel und
Ubelkeit(Fenaux et al. 2020, Cappellini et al. 2020)

In einerMaus Studieverursachtaler sActRIIBeine GewichtszunahmdesPankreas under Milz
und eine eingeschrankte GlukeSeleranz Die Serumwertevon Insulin, Glukagon undlen
Kortikosteroiden waren nicht verandert. Die @pmimegalieerkldarendie Autor*innendurch eine

vermehrte extramedullaiédmatopoes@_atres et al. 2017)

Aktivin A wird physiologisch auch imeproduktiven Trakt exprimierEs stimuliert dieHypophyse
zur Synthese und Sekretiotles Follikelstimulierenden HormongFSH). Im Umkehrschluss
reduziert sich der FSiSpiegel, wenn Aktivin A gehemmt wiK@loise et al. 2019)Eine Einzeldosis
von sACctRIIB fuhrte bei gesunden postmenopausalen Frauen ziReithektion von FSH um bis zu
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43 % (Attie et al. 2013) In einer 20-woéchigen randomisieftontrollierten Studie mit
posmenopausalen Frauen, disveimalig denActRIl-Antikérper Bimagrumalkerhielten, war der
FSHSpiegel ebenfalls signifikant reduziellerdings war diese Effekt reversibel nach dem
Absetzenund trat nicht bei Mannern aubie Ostrogenund Androgenspiegel waren unverandert
(Garito et al. 2018)Aktivin A reguliert auch de fetale Entwicklung der Ovariemit ihren
Primordialfollikeln und ist an derFollikelreifung und den Umwandlungsprozessen des
Endometriumdeteiligt (Bloise et al. 2019) Aktivine spielenzudemeine Rollein derpostnatala
Entwicklung des Hodens bei Mausedie forderndie frihe postnatale Sertediell-Entwicklung
sowie die Reifung der SpermatogonienjuvenilenAlter (Buzzard et al. 2003, Mithraprabhu et al.
2010) Diese Ergebnisseverdeutliclen die Bedeutungvon Aktivin A fir die Entwicklung und
Funktion des reproduktiven Systems

Bisherwurdenin den Klinischen Studiemit demsActRIIB keine unerwiinschten Wirkungen des
reproduktiven Trakts ieghtet. Die Langzeitfolgen einer Blockade des AktiMiyostatin
Signalwegs auf die Fertilitat sind unklaRie MausStudien zu den Auswirkungen auf das

reproduktive System werden im folgenden Kapitel beschrieben.

1.5.2Unerwinschte Wirkungetles sActRIIB auf denreproduktiven Trakt

Vaughan et al. (2020h)ntersuchte die AuswirkungerdessActRIIB auf den Rproduktionstrakt

von mannlichen Mausein unterschiedlichen Versuchsbedingungeneiner ersten Studigetzten

sie densActRIIB an gesunden WW&usen mit uterschiedlichen genetischen Hintergriineéem

Dabei resultierte sowohl bei einer sehr frihen, prépubertdren Gabe als auch bei Gabe im
Erwachsenenalter eine signifikante Abnahme des Hodengewichts und der Spermatozoenzahl. Die
Anzahl der SertolZellen und derStammSpermatogonien war unverandeBei Therapie im
prapubertaren Alter zeigte sich im Alter von 180 Tagen eine teilweise Erholufigrber noch
reduzierter Spermatozoenzahl. In einem zusatzlichen Versuch im progeroiden Mausmod&ll Erccl
fihrte die Therapie mit sActRIIB zu einer komplettefinithation der Spermienproduktion
(Vaughan et al. 2020b)

In einer Folgestudievurden die AuswirkungedessActRIIB an zwei Mausmodellen der Duchenne
Muskeldystrophie untersuchie Wirkung dessActRIIB entspractder invorherigen Versuchen

Der sActRIIB reduzierte in beiden Mausmodellen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant das
Hodengewichtund dieAnzahl der Spermatozoen. Dies war auf ereeringerte Zellproliferation
zurickzufihren Die Quantifizierung der Spermatozoen ergab eine Reduktion von 62 % im mdx
Mausmodell und 70 % inD2-mdx-Mausmodell. Die Spermienmobilitdt war signifikant reduziert

(Vaughan et al. 2020aluch qualitativ waren die Spermatozoen beeintrachtigt. Hierfur wurde die
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Ultrastruktur untersucht, was TeiedvorliegenderArbeit ist und daher im Ergebnisteil berichtet

wird.

Die neueste Studie betrachtete insbesondere die molekularen Mechanismen, die den
Hodenveranderungen zugrunde lieg&ntersucht wurde dies im Alter von 37 Tagen (kurz nach
Beendigung der Therapie) und 120 Tagdadengewicht, Spermatozoenzahl und Mobilitat waren
im Einklang mit den vorherigen Untersuchungen auch im Alter von 120 Tagen deutlich reduziert.
Die Anzahl der Gene mit verénderter Expressdidhte sich zum spéateren Untersuchungszeitpunkt
um ein Vielfaches.Die Autor*innen gehendavon aus, dass die tats&chliche Zahl aufgrund
methodischer Ungenauigkeit noch hoher lidgies deutet ebenfalls daraufhin, dass die Wirkungen
auf das reproduktive System von DauedgMaughan et al. 2021)

1.6 Formulierung der Fragestellung

Ziel der vorliegenderrbeit ist die Erweiterung der Kenntnisse Uber die therapeutischen Potenziale
des sActRIIB und seinamitierungen durch maglichenerwiinschte WirkungeBeurteilt wird dies
anhand der ultrastrukturellen Veranderungenverschiedener Gewebe mittels

Transmissionselektronenmikroskopie.

Es wurden dreMausmodelle ausgewdahligi denen der sActRIIB als Therapie eingesetzt wurde.
Das ProgerieModell ErccI® bildet Alterungsprozesse ab. Hier wurde der sActRIIB bereits
erfolgreich eingesetzt. Die Neuerung besteht in der Kombination dieser Intervention mit einer
Kalorienreduzierten Diat In einem knockn Mausnodell der Sichelzellandmie wurde der
sActRIIB, im Gegensatz zu anderen Anamieformemstmalig eingesetzAls drittes Modellwurde
MausenCisplatin verabreicht, dessen Nebenwirkungen durch den haufigen Einsatz und die hohe
Nephrobxizitat eine besondere Relevanz hatigisher wurde der sActRIIB nur zur Pravention der
unerwinschten Wirkungen anderer Zytostatika eingesgtat. Beurteilung der Wirkung des
SActRIIB wurden in allen drei Modellen die Ultrastruktur der Skelettmuskulatur und der Niere

beurteilt.

Da neuere Erkenntnissalizierten dass der sActRIIBuswirkungenauf die Fertilitat habendante,
wurde in zwei Mausmodellen der Duchennkluskeldystrophie (mdx und DB&dx) die

Spermatozoe®ualitadtanhand ihrer Ultrastruktur beurteilt.
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2. Material

In diesem Kapitel sind alle verwendeten Materialien aufgeflihrt. Die Lésungen wurden, wenn hicht
anders angegeben, mit deionisiertem Wasser()iHangesetzt. Zur Deionisation wurde der
lonenaustauscher GREHNNE DIA 2800 verwendet.

2.1 Mauslinien

Bei der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Mauslinien verwendet, die im Folgenden
beschrieben werden. Die Mause wurden in Partnerlaboren geziichtet und gehalten, wobei diverse
funktionelle Daten gesammelt wurden, die gréf3tenteils noch unverdffenthichnicht Teil der
vorliegenden Arbeit sind. BestandteierdvorliegenderArbeit ist die elektronenmikroskopische
Betrachtung unterschiedlicher Gewebematerialien der Mause.

2.1.1 Progeriemodell Erc®1

In den vorliegenden Versuchen wurde die ER¢ddauslinie verwendet. Die transgene Mauslinie
Erccl® tragt in einem Allel eine Deletion der letzten siebetereninalen Aminosauren des WT
Proteins, im anderen Allel liegt ein Knockout vor. Erécilause im gleichen Alter dienten als WT
Kontrollen. Die Mause der Kontrollgruppe (Er¢éIWT) und der transgenen Gruppe (Efe¢l - ae/

) wurden geziichtet wie zuvor beschrieljPollé et al. 2011, Weeda et al. 199ird im Labor von

Prof. Ketan Patel in Reading (GroRbritannien) nach den Standards des Animals (Scientific

Procedures) Act 1986 (Grol3britannien) gehalten.

Die Méause wurden in individuell beltfteten Kafigen unter pathdgeien Bedingungen bei 222
°C und einem 12 +hicht/12 hDunkelheitZeit-Zyklus gehalten. Da di€rcc® Mause kleiner
waren, erhielten sie ihre Nahrung innerhalb des Kéfigs und es wurden Trinkflaschen mit l&angeren

Mundsticken verwendet.

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

mit sActRIIB und zwei verschiedene Kostformen definiert wurden.

Der postnatale Myostatin/ActivirBlock wurde in 7 Wochen alten mannlichen Mausen induziert
durch intraperitoneale (IP) Injektion von sActRIR® in der Dosierung 10 mg/kBie Injektionen

erfolgten zweimal wochentlich bis zu einem Alter von 16 Wochen.

Die Mause erhielteantweder Futter und Wasser nach Belieben (ad libitum, AL) oder wurden einer
Kalorienreduzierten Diaunterzogen (KR). Die Kaloriereduzierte Diatbegann im Alter von 7
Wochen mit zunachst 10% Kalorienreduktion, diese wurde wodchentlich gesteigert, bis ab einem

Alter von 9 Wochen kontinuierlich eine 30% Reduktion durchgefihrt wurdeM&Use nahmen im

27



Durchschnitt 3 g Futtermittel pro Tag zu sich und erhielten unter 30% Kalorienrestriktion 2,1 g pro
Tag. ErccI® Mause aRen 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 folgendermalfien abgekiirzt:

WT Wildtyp/ Ercc1’*

-/ Progeriemodell Ercc1®/

SActRIIB erhielt sActRIIBFc

mock erhielt Placebo

AL ad libitum, Futter und Wasser nach Belieben
KR Kalorienreduzierte Diat

2.1.2 Sichelzellandmie knog¢k Mausmodell

In den vorliegenden Versuchen zur SCD wurde das humanisierte-knbtadusmodell verwendet,

das urspringlich vorWu et al. (2006)entwickelt wurde und die Bezeichnung6;129
Hbpm2(HBGLHBB)Tow/ | |n ym3(HBGL HBE)Tow Ly gm1HBATTOW/ 3 tragt Die Mause tragen humane Transgene

fer di e -Ketten bles Hamdglokins an den jeweiligen M@&eloci und haben den
genetischen Hintergrund C56BL/ 6.-Glaksnengebradle. e nt we
Das HG®Idhin lhat eine Transversioon Adenin zu Thymin im sechsten Codon, die in einem

Ami nos2ureaustausch von Glutamins2ure zu Valin
Globin entwickeln den SCIPh& not y p. Homozygot eGlddid imsgkeichemi t dem
Alter dienten als gesunde Kontrollgrup@@e Jackson Laboratory 2024)

Die Mause wurden initial von The Jackson Laboratory (Jax strain #:013071) zur Verfigung gestellt
und wurden im Labor vobr. PierreLouis Tharaux in Paris (Frankreich) nach den Standards der
European community guidelines gehalteie Mause wurden in individuell bellfteten Kéfigen unter
pathogerfreien Bedingungen bei 282 °C und einem 12-hicht/12 h-DunkelheitZeit-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 postnatale Myostatin/ActiviFBlock wurde in 7 Wochen alten ménnlichen M&usen induziert
durch IRInjektion von 10 mg/kg sActRIIB-c. Die Injektionen erfolgten zweimal wdchentlich bis

zu einem Alter von 13 Wochen.
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2.1.3 Cisplatin Behandlung an EDMéausen

In den vorliegenden Versuchen wurde die-B®IGS-Mauslinie verwendet, welche von den Charles
River Laboratories zur Verfiigung gestellt wurde. Dabei handelt es sich um eine seit 1926 bestehende
Linie, die multifunktionell in zahlreichen Forschungsgebietengesetzt wird(Charles River
Laboratories 2023Die M&use wurden irhabor vonProf. Ketan Patel in Reading (GroRRbritannien)

nach den Standards des Animals (Scientific Procedures) Act 1986 (GroR3britannien) gBimalten.
Mause wurden in individuell bellUfteten Kafigen unter pathefgeien Bedingungen bei 222 °C

und einem 12 {hicht/12 hDunkelheitZeit-Zyklus gehalten. Sie erhielten Nahrung und Wasser zur

freien Verfligung.

Es gab vier verschiedene Versuchsgruppen, die sich anhand der Gabe von Cisplatin oder eines
Kontrollwirkstoffs sowie der Behandlung mit dem sActRIIB voneinander unterschieden.

Die CisplatinGabe erfolgte durch Hhjektion von 5 mg/kg an Tag 18, 24, 28 und 36.

Der postnatale Myostatin/ActivirBlock erfolgte durch IRnjektion von 10mg/kg sActRIIB-c ab

Tag 17zweimal wochentlictbis Tag 39.

2.1.4 Duchenne Muskeldystrophie Modell mdx undm@x

In den vorliegenden Versuchen wurden zwei verschiedene Mausmodelle der Duchenne
Muskeldystrophie verwendet. Die muscular dystropiiniked (mdx) Mauslinie hat den genetischen
Hintergrund C57BL/10 und weistchromosomal eine Punktmutation von Guanin zwemid im
DystrophinGen auf, die zu einem vorzeitigen Steppdon in Exon 23 fuhrBulfield et al. 1984,
Sicinski et al. 1989)C57BL/10 Mause im gleichen Alter dienten als \K@ntrollen. Die DBA/2

mdx (D2mdx) Mauslinie wurde durch Rickkreuzung der C57Bhiidx Mauslinie mit der DBA/2
Mauslinie Uber mehr als 5 Generationen gezidfigkada et al. 201050 entstand die D&dx
Mauslinie, die sich von dem vorherigen Muskeldystropiadell durch ihren genetischen
Hintergrund unterscheidet. DBA/2 Mause im gleichen Alter dienten alddffrollen. Die Mause
wurden im Labor voiProf. Ketan Patel in Reading (Gro3britannien) nach den Standards des Animals

(Scientific Procedures) Act 1986 (Grof3britannien) gehalten.

Die Mause wurden in individuell beltfteten Kafigen unter pathdgeien Bedingungen bei 222
°C und einem 12-hicht/12 hDunkelheitZeit-Zyklus gehalten. Sie erhielten Nahrung und Wasser

zur freien Verfugung.

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

Behandlung mit sActRIIB voneinander unterschieden.
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Der postnatale Myostatin/ActivirBlock erfolgte durch IRnjektion von 10 mg/kg sActRIIB-c ab

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

2.2 Chemikalien

Agarose

Blei(ll)nitrat

Durcupan

Ethanol (EtOH)
Glutaraldehyd

Natronlauge (NaOH) 1 mol/I
Osmiumtetroxid
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Phosphatpuffer (PB)
Paraformaldehyd (PFA)
Propylenoxid

Saccharose

Spullésung (Aqua)
Tri-NatriumcitratDihydrat

Uranylacetat

2.3 Puffer und Losungen

2.3.1 Elektronenmikroskopie

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

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

Thermo Scientific, Braunschweig
Merck, Darmstadt

SigmaAldrich, 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

dem Anfertigen der Ultradiinnschnitte erfolgte der letzte Kontrasigsschritt.

Tabelle2.1: Verwendete Losungen zur Kontrastierung in der Elektronenmikroskopie

Menge / Volumen Chemikalie / Lésung
1. Stickkontrastierung 4% geldst in dBO Osmiumtetroxid

6,86% Saccharose

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

70% EtOH
Schnittkontrastierung 1,33 ¢ Blei(ll)nitrat

1,76 g Tri-NatriumcitratDihydrat
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43 ml

Deionisiertes Wasser

7 mi

NaOH 1 mol/l

2.4 Gerate
2.4.1 Mikroskope

Transmissionslektronenmikroskop CM100
mit Kamera Quemesa TEM CGiamera

2.4.2 Weitere Gerate

Diamantmesser Ultra 45 °
lonenaustauscher GREBENNE DIA 2800
Magnetrthrer mit Warmeplatte MAH
Trockenschrank 2711

Ultramikrotom EM UC7

Vortex-Genie 2

Zentrifuge 5804

2.5 Verbrauchsmaterialien

1,5 ml SafeLock Tubes

2 ml SafeLock Tubes

Bugelklingen

Einbettungsmulden PELCO
EinwegPasteurpipetten, graduiert
Einmalpipettenspitzen (weifl3, gelb, blau)
Handschuhe Micrd ouch, NitraTex
KIMTECH Science Prazisionsticher
Kupfer Grids

Papierfilter rund

m A Mf

Pasteurpipetten 150 mm

Par af il

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, Kénigswinter

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, Nimbrecht

Ansell, Brussel (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)
ZentrifugenRoéhrchen (15 ml, 30 ml) SigmaAldrich, Steinheim

2.6 Software

ITEM (ResAlta)
Microsoft Office 365 (Microsoft)
Paint.NET (Washington Statgniversity, Microsoft)

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung aller Experimente wurde mit Excel (Microsoft Office 365) durchgefiihrt.
Die Signifikanzniveaus der Daten (Ful3fortsatzbreite) der jeweils unterschiedlichen Gruppen wurden
mi t d e m STest darachngt. sDie Graphische Darsrall der Ergebnisse inklusive der

Standardabweichung erfolgte ebenfalls mit Excel. Als Signifikanzniveaus wurden vorausgesetzt:

* p O 0,05
** p O 0,01
***x p O 0,001

3. Methoden

In diesem Kapitel sind alleerwendeten Methoden ausgefiihrt.

3.1 Fixierung fur die Elektronenmikroskopie

Die Fixierung der Nierenund Skelettmuskelgewebe sowie der Spermien erfolgte extern in den
Laboren, die die Mause hielten. Zur optimalen Erhaltung der Ultrastruktur wurdkxaetosung
aus 4% PFA zusatzlich 2,5% Glutaraldehyd zugefiigt. Das Gewebe wurde in dieser Losung bei 4 °C

gelagert und transportiert.

3.2 Einbettung der Nieren und Muskeln fur 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 GroRe von circa 3 AmschlieRend

erfolgte der erste Kontrastierungsschritt (si€hbelle 2.1) in einecdésung aus 4% Osmiumtetroxid
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und Saccharosepuffer im Verhaltnis 1:4 fir 45 Minuten. Darauf folgte die Entwéasserung der Stiicke.
Dafur wurden diese jeweils fur 15 Minuten in 35% EtOH und in 50@tHiberfihrt. Wahrend der
Entwasserung erfolgte der zweite Kontrastierungsschi@hé Tabelle 2.1it 1% Uranylacetat in

70% EtOH flir 2 h bei Raumtemperatur oder bei 4 °C tGber Nacht.

Zur weiteren Entwasserung wurden die Stucke fir 15 Minuten in 96% EtOH und dann zweimal fur
15 Minuten in 100% EtOH uberflhrt.

Danach erfolgte die Vorbereitung fiir die Einbettung in das Kunstharz Durcupan. Hierflir wurden die
Stiicke zweimal fur jeweils 15 Minuten in Propylenoxid Gberfuhrt und anschlie3end fur 2 h in einer
1:1-Mischung aus Propylenoxid und Durcupan inkubiert, bei@rschliellich in 100% Durcupan

Uberfuhrt und darin Gber Nacht inkubiert wurden.

Am nachsten Tag wurden die Stiicke in Einbettungsmulden gegeben, welche anschlielend mit
Durcupan beftillt wurden. Die Aushartung des Harzes erfolgte im Wéarmeschrank bei 60 °C fir 24 h.

Die entstandenen Harzblocke wurden auf eine Flache von etwa hemimmt und anschlieBend
mit einem Ultramikrotom mit Hilfe eines Diamantmessers 85 nm dick geschnitten. Die Schnitte

wurden auf KupfeiGrids aufgebracht.

An den auf den Grids aufgebrachten Schnitten erfolgte der letzte Kontrastierungsschritt mit Bleicitrat
(siehe Tabelle 2.1) fiB Minuten, anschliel3end wurden die Schnitte mit 5 ml destilliertem Wasser

gewaschen.

3.3 Einbettung der Spermien fur die Elektronenmikroskope

Die mit 4% PFA und 2,5 % Glutaraldehyd fixierten Spermien wurden zunachst in den 1,5-ml Safe
Lock Tubes fur 10 Minuten bei 3G0unds per minuterm) (10 x g) zentrifugiert, sodass sich ein
Zellpellet absetzte. Der Uberstand (12@0¢ I) wurde abpipettiert. AnschlieRend wurde der erste
Kontrastierungsschritt mit 1% Osmiumtetroxighe Tabelle 2.1, Verdinnungt Saccharosepuffer

im Verhaltnis 1:4) durchgefiihrt, bis das Zellpellet sich dunkel anfarbte. Dies dauerte im Durchschnitt
10 Minuten. Danach wurde der Uberstand erneut abpipettiert. Auf einem Magnetrithrer mit
integrierter Warmeplatte wurde 3% Agarose a83snl dHO und 540 mg Agarose angesetzt. Diese
wurde noch warm in die Sateock Tubes auf das Zellpellet pipettiert und hartete darin aus. Der
ausgehartete Agaroseblock wurde a@esh Tubes in ein Glasgefa Uberfihrt 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 Durapan uber Nacht. Die Agaroseblocke wurden noch einmal geteilt, bevor sie
schlie3lich in die Einbettungsmulden gegeben und mit Durchedeckt wurden, welches 24 h bei

60 °C aushartete. Die weitere Prozedur entsprach dem Standard, wie in Kapitel 3i2tmschr
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3.4. Auswertungsmethoden
3.4.1. Quantitative Bestimmung der Ful3fortsatzbreite in den Nierenglomeruli

Fur die Bestimmung der Ful3fortsatzbreite wurden die kontrastierten Ultradiinnschnitte zunachst mit
dem Transmissionselektronenmikroskop CM100 von Philips mit einer Vergré3erung von 1650 bis
2950 begutachtet und pro Tier mindestens 10 unterschiedliche Aiissatines Glomerulums
aufgenommen. AnschlieRend wurden mithilfe der Software iTEM auf jedem Bild die Lange der
Basalmembran und die Anzahl der daran anliegeridifortsatzegemessen. Die quantitative
Auswertung der so erhaltenen Werte erfolgte mit deftiwdire Excel. Dabei wurde jeweils die
Gesamtlange der Basalmembranen durch die Anzahl der FuRRfortsatze geteilt und dieses Ergebnis

anschliel3end erneut durch den Korrekturfaktar géteilt.

, RTEROAOAT I Al AOAT

&On El O0O0ADUASAES ABh £l OO0OROUA

T21

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 glomeruldren Basalmembran, die Intaktheit des
Endothels, der Zustand der Podozyten und insbesondere die ArchiekRuf3fortsatze untersucht.
Ergab sich hieraus der Verdacht auf verbreiterte Fu3fortsée48, (5o wurde quantitativ weiter
verfahren, wie irKapitel 3.4.1 beschriebe®es Weiteren wurden die verschiedenen Abschnitte des
Tubulussystems untersucht. Jemaorhandener 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  Ultradlnnschnitte  systematisch  elektronenmikroskopisch  angesehen. Die
lAngsgeschnittenen Muskelfasern wurden auf den normalen Aufbau der Sarkomereaimmd de

Anordnung zueinander untersucht. Aul3erdem wurden die Mitochondrien innerhalb der Faser und
unterhalb des Sarkolemms hinsichtlich ihrer Anzahl, Gro3e und Struktur beurteilt. Zudem wurden

die Struktur und Lage der Zellkerne begutachtet. Gab es bei der getatigten Mausexperimenten
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einen Hinweis auf eine verzdgerte oder gestorte Erregungsibertragung, so wurde an Querschnitten

zusatzlich ein Fokus auf die Struktur der neuromuskularen 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
Verhaltnis der korrekt gebildeten Spermien zu den abnormalen Spermien béintelle Spermien

in diese Kategorien einteilen zu kénnen, wurde die Morphologie der drei Abschnitte des Spermiums
uberpruft: Am Kopfteil die Morphologie des Kernes, die Menge des Zytoplasmas und, wenn sichtbar,
die Struktur des Akrosoms, am Mittelstiick &2 Struktur der l1&ngs 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. Zudenvurden die auftretenden Verédnderungen 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 fur die Wirkung des sActRIIB wurden
die Ultragruktur der Niere und der Skelettmuskulatur (am Beispiel des M. biceps brachii), als

potenzielle Nebenwirkung, die von Spermatozoen untersucht.

4.1 Progeriemodell Ercc¥’

Im Folgenden werden die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchungen dargestellt,
die anhand der Progesiauslinie Ercc1® durchgefiihrt wurden. Es werden die Auswirkungen der
verschiedenen Behandlungsmethoden sActRIIB derdKalorienreduzierten Dia{KR) auf WT-

Mause und anschliel3end auf die Prog#tiéuse 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 deal&rienreduzierten Didauf WT-Mause

Als Kontrollgruppen zu dem Progeriemodell wurden an-Wdusen (Ercc’) die Auswirkungen

des sActRIIB sowie der &orienreduzierten Diatuntersucht. Dabei konnte kein Unterschied
zwischen den vier Versuchsgruppen festgestellt werdbhildung 4.1).Die Tiere aller Gruppen
wiesen eine normale glomerulare Struktur auf. Das fenestrierte Endothel zeigte keine
Auffalligkeiten, die glomerulare Basalmembran war normal und gleichméaRig dick und die von den
Podozyten gebildeten FulRfortsatze wiesen eine rdtgMarphologie auf. Quantitative Messungen
ergaben keinen signifikanten Unterschied in der Breite der FuRfortsatze zwischen den einzelnen
Behandlungsmethodem\pbildung4.1.e WT Mock AL 288+61 nm, WT Mock KR 313+35 nm, WT
SACtRIIB AL 294+47 nm, WT sActRIIB KR 295+30 nm).

36



FP-Breite (nm)
N
=)
S

WT Mock AL WT Mock KR WT sActRIIB AL WT sActRIIB KR

Abbildung 4.1:Keine Auswirkungen durch den sActRIIB und die KR auf die Glomeruli von WT-M&ausen sichtbar.
EM-Untersuchung der Struktur der Podozyten bei-M&usen unter den unterschiedlichen Behandlungsbedingufa]
WT Mock AL. (b) WT Mock KR. (c) WT sActRIIB AL. (d) WT sActRIIB KR. (e) Quantitative Untersuchung !
Fulfortsatzbreité VT Mock AL 288+61 nm, WT Mock KR 313+35 nm, WT sActRIIB AL 294+47 nm, WT sActRIIB
295+30 nm).

4.1.1.2 Phanotyp des Progeriemodefiec¢1%)

Nach der Untersuchung der Kontrolltiere wurden der Phanotygrded® Mauslinie beurteilt. In
den Glomeruli zeigte sich als auffalligstes Merkmal eine Verbreiterung der FuR3fortsageng
Vergleich zu den WATieren @bbildung 42.b-c, WT Mock AL 288+61 nm, Y¥ Mock AL
544N137 n m, ZudenO faged Bidh vermehrt hypertrophe Mitochondrien. Sonstige
Veranderungen der Glomeruli und des Tubulussystems konnten nicht festgestellt werden.
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Abbildung4.2 Phanotyp des Glomerulumsbei Ercc1®’ Mausen EM-Untersuchug des Ultrastruktur der Niere von
WT- undErccI®Mausen. Ercc® Mause weisen signifikamhehr FPE aufAuffallig sind zudem hypertrophe
Mitochondrien (rote Pfeilea) WT Mock AL (b) ¥ Mock AL. (c) Quantitative Auswertung d&P-Breite (WT Mock
AL288+61nm,Y¥¥ Mock AL 544N137 nm, pO 0,001)

4.1.1.3Auswirkungen des sActRIIB und demtorienreduzierten Didauf Ercc®/i Mause

Es wurde ein Vergleich zwischen den verschiedenen Behandlungsmethoden durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich, dass bereits der Einsatz einer der beiden Behandlungsmethoden zu einem reduzierten
FPE fuhrte Abbildung4.3.d,9. Dies konnte auch in den quantitativen Auswertungen nachgewiesen
werden Abbildung 4.3.6¥F Mock AL 5444137 nmYZ Mock KR 440N74¥fnm, p O
sActRII B AL 433N86 nm, nit deth sActROBOWie} einerDTiread dBzet h a n d |
auf, effektiver zu sein, der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppgdedr nicht signifikant

(p=0,72). In der Gruppe, bei der eine Doppelbehandlung stattfand, konnte ebenfalls eine starke
Reduktion des FPE festgestellt werdétbigildung 4.3.de Y7 s Act RI I B KR 390N57
0,001), sie war auch schwach signifikant gegenuber den EinfachbehandlungsgBepgemer der
Behandlumgsgruppen entsprach die Breite der FuRRfortsatze den Normalwerten der Kontrollgruppe.

In allen Behandlungsgruppen waren weniger hypertrophe Mitochondrien erkennbar.
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Abbildung 4.3:sActRIIB und KR fiihren zu einer Verringerung des FPE beErcc1®/ Mausen EM-Untersuchung der

Struktur der Podozyten bEir ¢ ¢ M&pden ohne Behandlung und unter den unterschiedlichen Behandlungsbeding

E r c ¢ Wéapge zeigen ein deutliches FPE. sActRIIB und KR fuhren zu weniger breiten FP. Keine hypertrophen

Mitochondrien sichtbar. (ay7 Mock AL. (b) ¥ Mock KR. (c)¥F sActRIIB AL. (d)¥¥ sActRIIB KR (e)

Quantitative Auswertung der FEPreite(W Mock AL 5444137 nmY¥¥ Mock KR 440KN7 4WnsActRIIB O 0,00
AL 433N86 nMb spcORO|BOKR 390N57 nm, p O 0,001)
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4.1.2 Untersuchungen an der Skelettmuskulatur
4.1.2.1 Auswirkungen des sActRIIB und deal&rienreduzierten Didauf WT-Mause

Wie auch bei den Nieren wurden bei &elettmuskulatur als Kontrollgruppen die Auswirkungen

der verschiedenen Behandlungsmethoden arWadisen (Ercct’) getestet. Die Muskulatur wurde

im Langsschnitt betrachtet. Dabei konnten keine durch die Behandlung ausgeldsten Verénderungen
festgestellt werderie Muskulatur wies regelhaft strukturierte Sarkomere auf, die Zellkerne zeigten
keine Auffalligkeiten, die GrofRand Lageder Mitochondrien entsprachen der NofAbbildung

4.4).

;. i £ e . 5 5 5
Abbildung4.4: Keine Auswirkungen durch den sActRIIB und die KR auf die Struktur der Skelettmuskulatur von
WT -Mausensichtbar. EM-Untersuchung der Struktur si¢. biceps brachbhei WT-M&usen unter den unterschiedlich
Behandlungsbedingungebie Bilder sind repréasentativ fir alle Bestandteile der quergestreiften Muska)e¥i Mock
AL. (b) WT MockKR. (c) WT sActRIIB AL. (d) WT sActRIIBKR.

4.1.2.2 Phanotyp des Progektdells (Ercc¥’) ohne Therapie

Im Vergleich zu den WW-Tieren wurde die Ultrastruktur der Skelettmuskulatur von Ettdausen
untersucht. Dabei fanden sich einige Auffalligkeiten. Die Sarkomere wiesen eine irreguléare Struktur
mit unregelmanig verteilten, teils verbreiterten oder fehlend&artlen auf. Das Tubulussystem
wirkte stellenweise erweitert. Die Verteilung der ddihondrien war weitestgehend regelrecht. Die

Morphologie der Zellkerne wamauffallig (Abbildung 4.5.a).
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Da elektrophysiologische Tests (durchgefiihrt im Labor Raof. Ketan Patel) ergaben, dass die
SignalUbertragung vom peripheren Nervensystem auf die Skelettmuskulatur geschadigt sei, wurde
die Struktur der motorischen Endplatten unter Einfluss der verschiedenen Behandlungsmethoden
untersucht. Dabei fanden sich bei dgnc1® Mausen ohne Behandlung Auffalligkeiten im Bereich
der Postsynapse. Dort bil det das Sarkolemm za
sogenanntenSubneuralen Faltenapparat, dgner VergréRerung der Oberflache dient. An den
tiefsten Punkten der Einstlilpungen kommt es jeweils zu einer Verdickung des Sark¢latims

und Sanes 1993pie Einstllpungen werden auch als Fragmentierung des Sarkolemms bezeichnet.
Bei den Ercc® Mausen war diese erheblich flacher und unregelmaRiger ausgepragt, als dies bei
WT-Mausen der Fall ist. An den EndknOpfchen der Motoneuronen sowie an deren myelinisierten
Fasern konnten keine Aufféalligkeiten festgesteltrden (Abbildung 4.@.).

4.1.2.3Auswirkungen des sActRIIB und demtorienreduzierten Didauf Ercc®/i Mause

Die allgemeine Ultrastruktur der Skelettmuskulatur war sowohl bei den mit dem sActRIIB
behandelten Mausen als auch bei der Doppelintervention mit deriéqreduzierten Diat
groRtenteils regelhaft. Die Sarkomere wiesen einen regelméaRigen Aufbau mit gleichformigen Z
Linien auf (Abbildung 4.5.al). Im Gegensatz dazu fihrte die alleinige Therapie durchalmikn
reduzierte Dianhicht zu einer Verbesserung der Sarkomerstruktur (Abbildung 4.5.b)

Im Bereich der neuromuskularen Endplatten zeigte sich unter Behandlung der Mause in Form der
KalorienreduzierterDiat eine deutlich verbesserte Struktur des fragmentierten Sarkolemms. Die
Einstlilpungen waren zahlreicher und tiefer, waren aber nicht so gleichmalfiig wie bei einEierWT
(Abbildung 4.6.b) Die Behandlung midem #\ctRIIB hatte einen &hnlichen Einfluss auf die
Fragmentierung des Sarkolemms der motorischen Endplatte. Auch bei diesen Tieren naherten sich
die Tiefe und dieAnzahl der Membraneinstilpungen dem normalen Aussehen béf&isen an,
dennoch fehlte es auch bei dieser Behandlungsmethode an GleichmgRigi#dLing 4.6.c) Die
Kombination des sActRIIB und d&alorienreduzierterDiat fihrte zu einer erneuten Verbesserung

des Phanotyps (Abbildung 4.6.dDie Einstllpungen des Sarkolemms waren ahnlich tief und
zahlreich wie bei den Einzeltherapien. Zusétzlich wurden bei den doppelt behandelten Tieren eine
GleichmaRigkeit und Parallelitét dieser deutlich, sodass daarbild dem eines WTieres glich.

Die Struktur der neuromuskularen Endplatten wurde anhand einer Schemazeichntiadl vl

Sanes (1993)eurteilt (Abbildung 4.6.e).
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Abbildung 4.5:sActRIIB und Doppelintervention mit KR verbessern die Ultrastruktur der Skelettmuskulatur. EM-
Untersuchung der Struktur der Skelettmuskulatur bei BYddiusen ohne Behandlung und unter den unterschiedlicl
Behandlungsbedingungen. Er&¢Mause zeigen unregelméRige Sarkomere. Unter alleiniger KR keine Verbesseru

Therapie mit dem sActRIIB und bei Doppelintervention regelrechte Ultrastruktu¥A{aMock AL. (b) ¥ Mock KR.
() YT SsACtRIIB AL. (d) YT sActRIIB KR.
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Abbildung4.6: sACtRIIB und KR verbessern die Struktur der motorischen Endplatte beiErcc1®’ Skelettmuskeln.
EM-Untersuchung der Struktur der motoriscl@miplatte bei Erc@’ Mausen ohne Behandlung und unter den
unterschiedlichen Behandlungsbedingungen. BrceBuse zeigen eine unregelmaBigere und flachere Fragmentiert
Sarkolemms. (a7 Mock AL. (b)¥F Mock KR. (c)Y¥ SActRIIB AL. (d)¥¥ sActRIIB KR. (€)¥YZ Mock KR
myeliniserte Nervenfasern in der Skelettmuskulatur. (f) Schema einer regularen motorischen Endplatte (Quelle: »
nachHall und Sanes (1998)
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4.2 Sichelzellanamieviodell

Im Folgenden werden die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchungen dargestellt,
die anhand der knoek Sichelzellanamiéauslinie entwickelt vonWu et al. (2006)durchgefihrt
wurden. Es werden der Phanotyp der HW&use und die Auswirkung der Behandlung mit dem
SActRIIB beschrieben. Untersucht wurden dlgastrukturellen Eigenschaften der Niere und der
Skelettmuskulatur.

4.2.1 Untersuchungen an der Niere
4.2.1.1 Phanotyp der HH@auslinie

Es wurde die Ultrastruktur in der Niere der Hl&use untersucht. Die Glomeruli zeigiarbeiden
Versuchsgrupperkeine morphologischen AuffalligkeitenAlpbildung 4.7.ab). Es gab kein
sichtbares FPE, in den quantitativen Messungen fanden wir geringfugig, aber signifikant breitere
FuRR3fortsatze in der sActRII&ruppe HbS PBS 356165 nm, HbS sActRIIB 407+76 nm, p=0,003).
Das Tubulussystemier HbSMausewies zahlreiche Auffélligkeiten auf. In proximalen und distalen
Tubuli sowie inSammelrohren zeigten sich ein vermehrter Zelltod oder eine Degeneration des
Tubulus Abbildung 4.7.df). Die HenleSchleife war davon nichietroffen (Abbildung 4.7.gDes
Weiteren fanden sich massive Kollageneinlagerungen zwischen benachbarten Tubuli sowie
zwischen Tubuli und der Basalmembran von Gefal3en, die auf eine Fibrosierung des Organs
hindeuten Abbildung 4.7.h).
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Abbildung4.7: Das Tubulussystem der Niere ist bei Hb$1ausen geschadigtEM-Untersuchung der Struktur der Nie
von HbSMausen. Es gibt keine Veranderungen in den Glomgn)liHbS PBS Glomerulum. (b) HbS + sActRIIB
Glomerulum.Das Tubulussystem zeigt vermehrten Zelltod und Degeneration. Die-Belnleife ist nicht betroffen.
AuRerdem gibt es Fibrosierungen. ¢ef) HbS-Mause tine Therapig(c) Quantitative Messung der fBreite HbS PBS
356+65 nm, HbS sActRIIB 476 nm, p=0,003). (dProximaler Tubuls. (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 HhB&use

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
vollstéandig intakt Abbildung 4.8.ad). Eine Fibrose im Ausmaf der unbehandelten Tiere konnte
nicht festgestellt werdenJedoch fanden sich an einigen Stellen schmale submembrandse
Kollageneinlagerungen (Abbildung 4.8.bn Vergleich zu den unbehandelten Tieren muss
dennoch, aufgrund der maf3geblich geringen Ausprdguog einer deutlichen Reduktion der
Fibrosierung ausgegangen werden.

Abbildung4.8 Der sActRIIB reduziert Schadigungen des Tubulussystem&M-Untersuchung der Struktur der Niere
von HbS-Mé&usen die mit dem sActRIIB therapiert wurden. Das Tubulussystem ist intakt. Ein vermehrter Zelltod ir
proximalen Tubulus (a), distalen Tubulus (b) oder Sammelrohr (c) ist nicht erkennbar. DieSkleleiée (d) ist ebenfalls
regelhaft. Schmale submembrandsdi&geneinlagerungen (rote Pfeile) sind sichtbar.
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