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1 Einleitung
1.1 Polyzystische Nierenerkrankungen

Zystische Nierenerkrankungen sind durch ungeredeitdiferation epithelialer Zellen im
Tubulus- und Sammelrohrsystem charakterisiert. én Eblge bilden sich sackartige Aus-
stulpungen, deren Lumina durch Sekretion von Hyjkssi zu Zysten aufgeweitet werden. In
10 bis 15% aller Féalle sind zystische Nierenerkwangen Ursache der terminalen Nieren-
insuffizienz, da eine kausale Therapie bislangtmatiglich ist.

Zysten konnen alsnultizystische Dysplasie z.B. infolge von Entwicklungsstérungesteio
langjahriger Dialysebehandlung auftreten (Segetrat. 1998). Haufiger sind jedoch die als
polyzystisch bezeichneten hereditdren Zystennieren, die Ubeeoad auch als Ziliopathien
bezeichnet werden. Hier unterscheidet man die aotas dominante polyzystische
Nierenerkrankung (ADPKD), die autosomal rezessivayzystische Nierenerkrankung
(ARPKD), die medullare zystische Nierenerkrankum$gCKD) und die Nephronophthise
(NPHP, Tabelle 1).

1.1.1  Autosomal rezessive polyzystische Nierenerkraung

Die ARPKD gehort zur Gruppe der kongenitalen hepatalen fibrozystischen Syndrome
und ist mit einer Inzidenz von etwa 1. 20.000 euszgleichsweise seltene, angeborene
Erkrankung. Im Gegensatz zur ADPKD manifestierhsite ARPKD zumeist im friihen
Kindesalter, in der Mehrzahl der Falle sogar prdin@&tVilson 2004). Die hohe perinatale
Mortalitat (bis zu 30%) der Erkrankung resultiedsaeiner hochgradig eingeschréankten
Nierenfunktion mit Entwicklung eines Oligohydramngy konsekutiver Lungenhypoplasie
und respiratorischer Insuffizienz (Zerres al. 1998). Gelegentlich stellen die extrem
vergroRerten, schwammartig aufgetriebenen NieranGatburtshindernis dar. In besonders
schweren Fallen kommt es zur Ausprdgung des PBLanotyps mit Lungenhypoplasie,
charakteristischer Potter-Facies sowie Wirbelsdulemnd GliedmaRendeformitéten
(Bergmannet al. 2006). Zusatzlich ist bei der ARPKD auch eine ltbbeeiligung obligat,
diese wird jedoch seltener schon in der Perinatakzievant (s.u.).

Bei der Mehrzahl der Patienten, die die Perinatadge tberleben, ist der Krankheitsverlauf
von einem rasch progredienten FunktionsverlustiNiere und renaler Hypertension gepragt.
Die Zeit bis zum Erreichen der terminalen Niereunffisienz ist zwar variabel, aber rund
50% der Patienten werden bis zum zehnten Lebendjalysepflichtig (Wardet al. 2002;
Bergmanret al. 2005).



Tabelle 1: Genetische Ursachen einiger zystischer Nierenerkr&angen (modifiziert nach(Fischeret al. 2010))

Zystische

Y . Nierenerkrankung (medianes Alter
Nierenerkrankung Gen Protein bei terminaler NI

(OMIM Nr.) ei terminaler NI)

Extrarenale Beteiligungen

Autosomal dominante polyzystische Nierenerkrankung ADPKD)
ADPKD1 (601313) PKD1 Polycystin-1 Zysten (~ 55 Jahre)

ADPKD2 (173910) PKD2 Polycystin-2 Zysten (~ 70 Jahre)

Autosomal rezessive polzystische Nierenerkankung RPKD)

ARPKD (263200) PKHD1 Fibrocystin/Polyductin  Zysten (42% im Alter von 28hjen)

Medullare zystische Nierenerkrankung (MCKD; Markschwammniere)

MCKD2 (603860) MCKD2  Uromodulin Corticomedulléare Zysten
Nephronophthise (NPHP)

NPHP1 (juvenile)

(256100) NPHP1  Nephrocystin-1 NPHP (13 Jahre)

NPHP2 (infantile) NPHP2/ Nephrocystin-2

(243305, 602088)  INV Inversin Zysten (< 1 Jahn)

NPHP3 (adoleszente)

(608002, 604387) NHP3 Nephrocystin-3 NPHP (19 Jahre)

NPHP4 (606966) NPHP4  Nephrocystin-4 NPHP (21 Jahre)

NPHP5 NPHP5  Nephrocystin-5 NPHP (13 Jahre)

Leber- und Panksestier; Hirnbasisaneurysmen

Leber- und Pankyeisa

Leberfibrose (obligat)

Gicht

Retinitis Pigmentd$€84); oculomotorische Apraxie (~ 2%)

Retinitis Pigmentosa (10%); Lebevke

Retinitis Pigmentd$€84); Leberfibrose ?

Retinitis Pigmentd$€84); Leberfibrose; oculomotorische Apraxie

Retinitis Pigmentd€9¢)

Die Markschwammniere wird autosomal dominant, degpihNonophthisen werden autosomal rezessiv vererbt.



Bei der ARPKD sind in der Niere ausschliellich ds&ammelrohre von zystischer
Degeneration betroffen (Abb. 1). Die Zysten entstehls langliche, spindelférmige Expan-
sionen, die sich nicht von ihrem Ursprungsnephrolidsen und in radiarer Anordnung das
gesamte Parenchym durchziehen (Wilson 2004).

A Mormal Nephron B Cyst Formation in Autosomal
Recessive Polycystic Kidney Disease

)

Prozmal
whule
I
Coliecting
tubule

Leop of
Henle ~

Abb. 1: Schematische Darstellung der normalen (links) im Mgleich zur pathologischen
Tubulusentwicklung in der Niere bei der ARPKD (aus: (Wilson 2004))

Zusatzlich ist bei der ARPKD eine Dysgenese deratisghen Portalfelder obligat, die auf
einer fehlerhaften Umgestaltung der Duktalplatteibe(Shneideet al. 2005).

Die Duktalplatte entsteht wahrend der Embryonalettivng als zirkular um die Portalvene
angelegte Doppelzellschicht und ist als Vorlaufeidur des intrahepatischen Gallen-
gangssystems zu betrachten. Einzelne Areale detalpléite werden zu Tubuli umgestaltet,
wahrend die Ubrigen Anteile atrophieren. Die Tubulgrieren in Richtung der Portalvene
und bilden mit der Arterie ein Portalfeld (Glissohs Trias). Die Storung dieses Prozesses
bei der ARPKD fuhrt zum Erhalt der primitiven embmalen Architektur mit
hyperplastischen, peripher liegenden Gallengangeh periportaler Fibrose (Desmet 1992,
Gunay-Aygun, 2009) (Abb. 2). Beginnende hepatiséherdnderungen ohne Kklinisch
relevante Beeintrachtigung der Leberfunktion siretelis perinatal nachweisbar. Sie sind
zeitlebens progredient, aber in ihrem Ausmal} sahalvel. Die klinischen Konsequenzen der
kongenitalen hepatischen Fibrose dominieren oftierspaten Kindes- bzw. Jugendalter den
Phanotyp der ARPKD (Hermanms al. 2003). Die Progression der generalisierten partale
und interlobularen Fibrose fiihrt zu portaler Hypagion mit Osophagusvarizen,
Hypersplenismus und einem erhdhten Risiko fur Qigiteden. Die im Serum messbaren
Aktivitaten der Leberenzyme sind in der Regel ndrogker nur leicht erhéht und weisen nicht
auf eine Funktionseinschrankung hin. Isoliert hispghe Verlaufsformen der ARPKD sind



beschrieben (Zerreat al. 2003; Gunay-Aygun 2009). Es gibt Patienten mitgapsagter
Leber- bei nahezu fehlender Nierenschadigung, sahstt maximaler Nierenschadigung bei
minimaler Leberbeteiligung, jedoch auch die gleatige Erkrankung beider Organe, die
eine Doppeltransplantation erfordern kann.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der normalen (links) im Mgleich zur pathologischen
(rechts) Gallengangsentwicklung bei der ARPKQaus: (Gunay-Aygun 2009))

In Ermangelung einer kausalen Therapie wird die KRBymptomatisch behandelt. Fur die
chronische Niereninsuffizienz bedeutet dies dies8uiion mit Erythropoetin und aktivem

Vitamin D, Behandlung der renalen Azidose, Einstall des Blutdrucks bis hin zur

Nierenersatztherapie und/oder Nierentransplantatibe Folgen der progressiven Leberer-
krankung kénnen nur durch eine Transplantation kemsjert werden.

1.1.2  Mutationen desPKHD1-Gens und Eigenschaften von Fibrozystin

Bei der ARPKD liegt die Mutation ausschlief3lich Folycystic kidney and hepatic disease
(PKHD1)-Gen (6p21.1-p12), das 2002 durch zwei Arbeitsgesudiaften unabhangig
voneinander identifiziert wurde (Onuchetal. 2002; Wardet al. 2002). Das ausgesprochen
grof3e Gen hat 66 kodierende Exone, die eine gesbhmiRegion von etwa 472 kb umfassen.
Es kodiert eine RNA mit einem offenen Leserahmem 12.222 Basenpaaren, die zu dem aus
4.074 Aminosauren bestehenden Protein Fibrozystiydbctin (FPC) fuhrt (Abb. 3). Es sind
Uber 300 verschiedenBKHD1-Mutationen bekannt, die Uber das gesamte Gen ilerte

4



auftreten. Zumeist sind die Mutationen auf Familleschrankt (,Privatmutationen®) und
erschweren so die Korrelation zwischen Geno- unihBtyp. Es gilt aber als weitestgehend
gesichert, dass der Phanotyp mit der Art der Maomatkorreliert (Zerreset al. 2003;
Bergmannet al. 2005). Trunkierende Mutationen sind auffallend flgumit einer frihen
Manifestation und einem schweren, haufig letalenayd assoziiert, wahrend der Austausch
einer einzelnen Base (Missense-Mutation) einen leietgsweise moderaten Phanotyp zur
Folge hat. In der Regel haben ARPKD-Patienten, diee Neonatalperiode uberleben,
wenigstens eine Missense-Mutation. Weiterhin definbei Kombination von Missense- und
trunkierenden Mutationen offenbar die ,mildere* Mtibn den klinischen Phanotyp, da
zwischen Patienten mit zwei Missensemutationen Raitenten mit einer trunkierenden und
einer Missensemutation kein signifikanter klinischénterschied besteht (Bergmaenal.
2005).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Membranproteins Fibrgatin mit den bisher
bekannten Domanen(aus: (Sweenegt al. 2006))TIG/IPT, immunoglobulin-like fold shared
by plexins and transcription factors; aa, AminosayifMEM2, Transmembranprotein 2

Fibrocystin/Polyductin (FPC, Abb. 3) weist struldlle Ahnlichkeit mit integralen
Membranrezeptoren und dem murinen Protein D86,neimen Lymphozyten sezernierten
Protein mit bisher unbekannter Funktion, auf. Tkeéseche Uberlegungen und Sequenz-



vergleiche zeigen, dass die N-terminale, extraEgbuDomane neben zahlreichen Glyko-
silierungsstellen neun (Parallel-3-Helix-1-Repe@tsindnen enthalt, denen aufgrund ihrer
Ahnlichkeit mit bakteriellen Polysaccharidasen kdtsche Eigenschaften zugesprochen
werden. Distal dieser Domanen finden sich sechgITRsDoméanen, die sowohl bei den zur
Sema-Superfamilie gehérenden Membranrezeptoreausls bei Transkriptionsfaktoren zu
finden sind (Onuchiet al. 2002; Warckt al. 2002).

Die Extrazellulardoméne verfugt aul3erdem tber Deenanen mit Homologien zu TMEM2,
einem Protein mit bisher unbekannter Funktion (Wéaial. 2002).

Die Funktion des FPC ist weitgehend unbekannt.eS8tnuktur und Lokalisation (s.u.) lasst
auf eine Rolle in der Zell-Zell- bzw. Zell-Matrixghasion und/oder Signaltransduktion
schlieBen. Die intrazellulare Doméne von FPC verfilger drei potentielle cAMP/cGMP-
Phosphorylierungsstellen, tber die die Interakimibh dem Calcium-modulierenden Cyclo-
philin-Liganden (CAML) erfolgt. Da CAML in die Caiem-vermittelte Signalkaskade
eingebunden ist, liegt es nahe, dass FPC als Rezepigiert und Teil dieser Kaskade ist
(Naganoet al. 2005). Mutationen iMfPKHD1-Gen kdénnen mit C-terminalen Veranderungen
von FPC einhergehen und zum Verlust oder Inakiivigr dieser putativen Phospho-
rylierungsstellen und damit zum Verlust der Fahighkezur Signaltransduktion fuhren.
In-vitro-Studien weisen darauf hin, dass FPC emegulierten intramembrandsen Proteolyse
(RIP) unterliegt, die ihrerseits durch Proteolysmerhalb der extrazellularen Doméane
getriggert wird (Hiesbergeat al. 2006). Dieser Prozess, der die Abspaltung undfolygnde
Translokation intrazellularer Peptide zur Folge dratkann, ist von anderen membran-
standigen Rezeptorproteinen bekannt, die EntwickliDifferenzierung, Adhasion und Zell-
Zell-Interaktionen beeinflussen. Zu diesen gehdxetch, aber auch ErbB4, Neuregulin-1
(NRG-1), CD44, N-Cadherin, Lipoprotein-ahnliche R)PProteine und Polycystin-1 (PC-1).
Auch bei FPC erfolgt die Freisetzung eines Pegidsdem intrazellularen C-Terminus durch
Proteinkinase C erst, nachdem der uUber Disulfidteicmit der Transmembrandoméane
verbundene N-Terminus durch Metalloproteinasen sijeen wurde (Hiesbergetral. 2006;
Kaimori et al. 2007). Dieses Fragment konnte als Signalmolekiil besnachbarte Zellen
wirken, wahrend das intrazellular abgespaltene FR@ment in-vitro im Nukleolus
lokalisiert werden konnte (Hiesbergetrr al. 2006). Dies lasst vermuten, dass FPC Trans-
kription und Zellproliferation beeinflusst.

Im Gegensatz zu anderen PKD-assoziierten Proteisierlie Expression von FPC auf
Nierentubuli, Gallen- und Pankreasgangsystem usd.dagenepithel beschrankt

Ein GrofR3teil des FPC findet sich an primaren Ziliemd ihren Basalkérpern (War al.
2003; Menezest al. 2004; Wanget al. 2004; Zhanggt al. 2004).



1.1.3  Bedeutung der primaren Zilien

Das primére, nonmotile Zilium ist auf nahezu allsgllen des Koérpers lokalisiert. Sein mit
Ziliarmembran umhdilltes Axonem besteht aus einen@-i#krotubuli-Arrangement, an
seiner Basis findet sich ein aus zwei Centriolefyetlnautes Basalkorperchen (Abb. 4). Bei
Eintritt in den Zellzyklus wird das Zilium resorbie wahrend das Basalkorperchen fir die
Organisation des Spindelapparates benétigt wird.

Primare Zilien werden als sensorische Organellgesehen, die an der Chemo-, Photo- und
Mechanorezeption, aber auch an der Regulation el§prdliferation und -Polaritat sowie der
Organisation der Mitosespindel beteiligt sifélir eine adaquate Entwicklung und die
Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase ist diesnoess in Leber, Niere, Pankreas,
Sinnesorganen und dem zentralen Nervensystem vid@uBeng. Die Epithelfunktion und der
adaquate Durchmesser tubularer Strukturen, z.Baleerund bilidrer Géange, aber auch
grundséatzliche embryonale Entwicklungsvorgange die Achsendeterminierung, Links-
Rechts-Symmetrie und die Ausbildung von Gliedma(et orofazialen Strukturen sind an
eine regelrechte Zilienfunktion gebunden (Masgukl. 2008; Gunay-Aygun 2009; Harres

al. 2009).
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Abb. 4: Schematische Darstellung eines priméaren Ziliums undlie Lokalisation der mit
zystischen Nierenerkrankungen assoziierten Protein@us: (Zhangt al. 2004))

(ER, Endoplasmatisches Retikulum; BBS, Bardet-Bigidrom; NPHP, Nephronophthise;
OFD1 = Oral-fazial-digitales Syndrom)

Das primare Zilium mit Zentrosom und Basalkorperraeuals gemeinsame Lokalisation
nahezu aller hereditdren und syndromalen Nephragragrkannt (Hildebranddt al. 2005).
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So sind beispielsweise die Produkte der bei dehMemphthise mutierten Gene am priméaren
Zilium zu finden, wahrend die fir das Bardet-Bi&jlndrom und das Oro-fazial-digitale
Syndrom Typl verantwortlichen Proteine am Basal&bipkalisiert wurden (Zhangt al.
2004). Auch in Tiermodellen der ARPKD und andereneditaren Zystenerkrankungen sind
primare Zilien an renalen Epithelzellen und Cholamgten haufig in ihrer Lange und
Struktur verandert (Masyult al. 2003; Woollardet al. 2007).

Von besonderer Bedeutung ist die Co-Lokalisation F®C mit den fir die Pathogenese der
ADPKD verantwortlichen Membranglykoproteinen Polgtg 1(PC-1) und 2(PC-2) in den
Zilien.

Diese sind bei der ADPKD durch Mutation des Polyicylsidney diseas@PKD1)-Gens (85%
der Falle) bzw. defPKD2)-Gens (15% der Falle) verandert (Mochizekial. 1996; Wilson
2004). PC-1 ist ein Membranrezeptor (4.302 AS) aiit Transmembrandoménen, einer
kurzen zytoplasmatischen und einer groRen extiddesin Domane. Ahnlich wie beim
Fibrozystin dient auch beim PC-1 die extrazellulBx@mane mit groRer Wahrscheinlichkeit
der Signaltransduktion (Wilson 2004; Haresal. 2009). PC-1 ist an fokalen Zell-Matrix-
Adhasionskomplexen und Zell-Zell-Kontakten betgili§eine Interaktion mit Kollagen I,
Fibronektin und Laminin weist darauf hin, dass PCbgi der Verschaltung von
Extrazellularmatrix, angrenzenden Zellen und Tubluitnen mit dem intrazellularen Aktin-
Tubulin-Zytoskelett als Sensor dient. Die Intrazltdomane enthalt Phosphoryl-
ierungsstellen fur die Aktivierung zahlreicher azellularer Signalwege (Cantiello 2004). Sie
interagiert mit PC-2, einem Membranprotein (968 Af) sechs Transmembrandomanen, das
zur Transient receptor potential (TRP)- Superfamitier Calciumkanédle gehért und am
endoplasmatischen Retikulum sowie der Plasmamenhbkafisiert ist (Nauliet al. 2003).

Am primaren Zilium renaler epithelialer Zellen dieler PC-1/PC-2- Komplex vermutlich der
Umwandlung mechanischer Stimuli in CalciumsignalPC-1 fungiert dabei als
Mechanosensor fur flussbedingte Bewegungen desipmmCiliums und als Aktivator des
assoziierten Calciumkanals PC-2. Der durch Inteakivon PC-1 und PC-2 generierte
Calciumeinstrom triggert die Freisetzung von ingthgarem Calcium und hat damit Einfluss
auf Genex-pression, Wachstum, Differenzierung updptose (Zhanegt al. 2004; Velandkt

al. 2009). Des weiteren konnten in-vitro-Studien zejg#ass die regulierte intramembrandse
Proteo-lyse von FPC durch einen Anstieg des intitddaeen Calciums ermdéglicht wird
(Hiesbergeet al. 2006).

Es hat sich gezeigt, dass Mutationen vollig veessdner Proteine, deren gemeinsames Merk-
mal die subzellulare Lokalisation am Zilium ist, Eskrankungen mit ahnlichem Phanotyp,
namlich der Bildung von Zysten fuihren. Dies legh@adass fur die Entstehung des Phano-
typs weniger die gestorte Funktion des betroffeReoteins, als vielmehr die konsekutiv
gestérte Homoostase und/oder Interaktion des gesaRtbtein-Ensembles verantwortlich ist.



Dies schlie3lich wirkt sich auf die mechanosensbes Zilienfunktion und intrazellulare

Calciumhomoostase aus.

Positive wie negative Anderungen der intrazellla@alciumkonzentration induzieren je
nach zellularem Kontext und auslésendem Ereignischeedene, miteinander in Wechsel-
wirkung stehende Signalkaskaden.

Eine gestdrte Zilienfunktion mit unphysiologischitrazellularen Calciumkonzentrationen
hat einen negativen Einfluss auf die Organogeneseé wagt zu einer ungeregelten
Proliferation des Zystenepithels mit nachfolgendéenlust der Organfunktion bei (Dressler
2006; Sweenewgt al. 2006; Cowley 2008).

1.1.4 Gemeinsamkeiten und funktionelle Zusammenhéaegvon ARPKD und ADPKD

Bei ARPKD und ADPKD gibt es auffallige Analogieneilen Erkrankungen liegt ein auto-
krin-parakriner Stimulationskreislauf zugrunde, dierch Uberexpression der EGF-Rezep-
toren an der luminalen Seite zystenauskleidend@h&pellen und Sekretion abnorm hohen
Mengen ihres Liganden in das Zystenlumen aufredtalen wird. Gleichermalien treten ver-
dickte Basalmembranen, abnorme Integrinrezeptagnabhd Veranderungen in der Matrix-
zusammensetzung auf. Dartber hinaus finden siclvdiden Nephropathien Alterationen in
der Polaritdt von Membranproteinen mit eher apétalbasolateral lokalisierten EGF-Rezep-
toren, Cathepsin B, Matrix-Metalloproteinase 2, &d@erin und Na-K-ATPase und basal
statt apikal lokalisiertem Na,K,2CI-Symporter (Vils2004).

Die alterierte Polarisation ist ein Zeichen fir Biersistenz fetaler Konditionen und deutet auf
eine Blockade des Reifeprogramms hin. Bei Gesufiddet dieser Prozess in utero statt und
unterliegt der Kontrolle durch geregelte Genexpogss

Die wichtigsten Merkmale beider Erkrankungen siedlioch eine inadaquate epitheliale
Differenzierung und ein Ungleichgewicht von Pral#fgon und Apoptose. Die erhdhte
Apoptose beglnstigt die Zystenexpansion durch densyy des gesunden Parenchyms,
wahrend die renale Proliferation, die bei Gesundehon pranatal abgeschlossen ist,
lebenslang persistiert.

Die Analogien zwischen ARPKD und ADPKD sowie diel#kalisation von PC-1, PC-2 und
FPC auf priméaren Zilien fihrten zu der Hypothesassddie Interaktion dieser Proteine
funktionell relevant ist. Es konnte gezeigt werdatgss PC-2 und FPC Uber das
Kinesinmotorprotein KIF3B miteinander in Verbindusgehen und diese Interaktion zur
Regulation des intrazellularen Calciumhaushaltg@gt (Wuet al. 2006; Wangget al. 2007).

In den intrazellularen C-Termini von PC-2 und FPGnhikten darliber hinaus Domanen
identifiziert werden, die auf eine Interaktion déembranproteine hinweisen. Demnach wird
die Expression von PC-2 durch FPC reguliert (kiral. 2008b).

Die sowohl bei ARPKD-Patienten als auch bei ortgelo Tiermodellen dieser Erkrankung
beschriebene Fehlbildung der Duktalplatte, diedietie Differenzierung des Tubulusepithels
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und die Uberschie3ende Proliferation deuten danayfdass Fibrozystin fur die raumliche
und zeitliche Regulation von Proliferation und Brénzierung einerseits und die Interaktion
von Mesenchym und Epithel andererseits eine entkeha@e Rolle spielt.

1.2 Regulation von Zellwachstum und Proliferation -die mTOR-Signalkaskade

Exogene Faktoren, wie z.B. die Verfugbarkeit von hidtoffen/Aminosauren,
Wachstumsfaktoren und Stress, regulieren durchkbimhu verschiedener, miteinander in
Wechselwirkung stehender Signaltransduktionskaskamenar das Zellwachstum und die
Proliferation. Die Aktivierung dieser Kaskaden dgfo Uber Rezeptor-Tyrosinkinasen
und/oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Dabei die Ras/Raf/MEK/ERK/MAPK- und
die Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B/fAPIK3/PKB/Akt)-Kaskade von beson-
derer Bedeutung. Als zentrale Schaltstelle desgetmnnten Signalwegs ist die Serin/Threo-
ninkinase mTOR (mammalian target of Rapamycin) rede wichtigsten Regulatoren von
Zellwachstum und Proliferation.

1.2.1 Eigenschaften von mTOR

MTOR besteht aus 2.549 Aminoséuren und enthalt eamer® N-Terminus 20 HEAT
(Huntingtin, Elongationsfaktor 3, Proteinphosphat&A, TOR1)-Sequenzelaus jeweils
zwei a-Helices, deren 40 Aminosauren ein individuellesskdu hydrophiler und hydrophober
Reste aufweisen. Diese Sequenzen dienen u.a. gieaktion mit Raptor (Regularly asso-
ciated protein of mTOR) (Wullschlegetral. 2006).

Der C-Terminus enthalt die Kinasedomane, deren &exjau der katalytischen Doméne der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13K) homolog istati2r wird mTOR zur Familie der PI3K-
verwandten Kinasen (PIKK) gezahlt. Proximal dieBemane findet sich die FRB-Region
(FKBP-Rapamycin-Bindestelle, s.u.), an der die Bimglvon Rapamycin erfolgt.

Weiterhin enthalt das Protein die allen PIK-Kinaggmeinsamen FAT-Regionen (benannt
nach den Kinasen FRAP, ATM und TRAP) (Hayal. 2004; Wangt al. 2006).

Kinase
HEAT repeats FAT FRB \ FATC

LA — e

Abb. 5: Schematische Darstellung der Proteinstruktur von mDR (Wanget al. 2006)
HEAT: Huntingtin, Elongationsfaktor 3, Proteinphbgpase 2A, TOR1; FAT: FRAP, ATM
und TRAP-Kinase; FRB: FKBP-Rapamycin-Bindestell&TE: FAT-Region am C-Term-
inus
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1.2.2  Funktion des mTOR-Komplexes

Es existieren zwei funktionell unterschiedliche nR-®omplexe, mMTORC1 und mTORC?2,
von denen nur mTORC1 mit Rapamycin gehemmt werdem KAbb.6).

Insulin/IGF

Growth factor e ®g®
receptor =" LT

Stress,r e Nutrients
Hypoxia Ol o

Hapamyoln / \
mTORC1 LST8 mTORC2 @
mTOR
O S

raptor r|ctor/
..4E BP \\ a® \
Protein “PKC
synthesis, Ribosome

Metabolism biogenesis Transcription Autophagy Actin organization

Abb. 6: Schematische Darstellung der mTOR-Signalk&ade

Die mTOR Signalkaskade besteht aus zwei Hauptwetierjeweils tber einen spezifischen
MTOR-Komplex (MTORC) gesteuert werden. Das Rapamgensitive mTORC1 kontrol-
liert diverse Signalwege, die samtlich fir die Qereng der Zellmasse zustéandig sind. Das
Rapamycin-insensitive mTORC2 kontrolliert das Ziedett und legt somit die Form der
Zelle fest. mMTORC1, wahrscheinlich auch mTORC2 ieag auf Wachstumsfaktoren
(Insulin, IGF), den Energiestatus der Zelle, N&ffet(Aminoséuren) und Stress. mTORC1
und vermutlich auch mTORC2 sind Multimere, werdéerahier als Monomere dargestellt.
Pfeile bedeuten Aktivierung, abbrechende Liniendiion (aus: (Wullschleger et al. 2006)).

Der mTORC1-Komplex setzt sich aus mTORPLG(G-Proteinf-Untereinheit-ahnliches
Protein) und Raptor zusammen und reguliert diedfrsynthese durch Phosphorylierung an
den TOS (mTOR-Signalkaskade) -Aminosauresequenzeimers Zielproteine, deren
Rekrutierung Uber Raptor erfolgt. Diese Zielproteisind i) der mRNA-Translations-
Repressor 4EBP1 (Bindeprotein des eukaryotischatiatiansfaktors 4E), der durch
Phosphorylierung inaktiviert und) die S6-Kinase, die durch Phosphorylierung aktiwerd.
Das Substrat der S6-Kinase, das S6-Protein, forsiggktiv die mRNA-Translation fir
ribosomale Proteine und andere Translationsregelatond damit die Translationskapazitat
der Zelle (Inokiet al. 2005).
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Zu den Aufgaben des Rapamycin-insensitiven mTORG@&yslexes, der anstelle von Raptor
das Protein Rictor enthalt, gehdren die Regulaties Aktinzytoskeletts und die Aktivierung
der Proteinkinase Akt.

Nahezu samtliche Signale vorgeschalteter Regulatpassieren einen aus zwei Tumor-
suppressoren (Tuberdse-Sklerose-Komplex-1 und SEIT TSC2pufgebauten funktionalen
Komplex. TSC1 wird dabei als regulatorische, TSGXatalytische Komponente angesehen,
welche als GAP (GTPase-activating Protein) die Vitdt der Ras-ahnlichen GTPase Rheb
(Ras homolog enriched in brain) reguliert (Wullsgdret al. 2006).

Die Inhibition von TSC1/2 durch Phosphorylierungdeetet eine Hemmung seiner GAP-
Aktivitat, so dass die Rheb-GTPase in ihrer aktivéi P-gebundenen Form akkumulieren
und mTOR aktivieren kann.

In-vitro-Studien zeigen, dass die zytoplasmatisDioeenane von PC-1 mit TSC2 interagiert
und beide mit mTOR komplexieren und es damit irdrdm (Shillingfordet al. 2006).

1.2.3 Regulation des mTORC1-Komplexes

Die Aktivitat des mTOR/Raptor-Komplexes ist direktit dem Angebot an Nahrstoffen,
Energie und Wachstumsfaktoren assoziiert (Re#traj. 2006).

Binden Wachstumsfaktoren wie Insulin oder Insuike| growth factor (IGF) an ihre
membranstandigen Rezeptoren, werden das InsuliegR@zSubstrat (IRS) und anschlielRend
die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) zur Zelimigran rekrutiert. Durch PI3K wird in
der Membran Phosphatidylinositol-Diphosphat (PIRR) Phosphatidylinositol-Triphosphat
(PIP3) umgewandelt. PIP3 rekrutiert daraufhin di@g$phoinositid-abhangige Proteinkinase
1 (PDK1) und die Serin/Threoninkinase Akt zur Zedimbran, wo Akt phosphoryliert wird.
Die Tumorsuppressor-Phosphatase PTEN (Phosphatalsd emsin homologue deleted on
Chromosome 10) hebt diese Wirkung von PIP3 durclphDsphorylierung auf. In
phosphoryliertem Zustand inhibiert Akt den TSC1/@nplex und fihrt so zur Aktivierung
von mTOR (Wangt al. 2006; Wullschlegeet al. 2006).

Bei niedrigem Energiestatus der Zelle, also einelativen Mangel an ATP, wird die AMP-
aktivierte Proteinkinase (AMPK) aktiviert. Aktivier AMPK inhibiert energiezehrende
Prozesse (z.B. Proteinsynthese, Zellproliferatiomd stimuliert energieliefernde (ATP-
generierende) Prozesse wie die Fettsaureoxiddiimse Drosselung des Energieverbrauchs
geht mit der TSC1/2-vermittelten Inhibition von mR@inher.

Auch Raptor fungiert vermutlich als Sensor des Bietaushalts und reguliert seine Bindung
an mTOR in Abh&ngigkeit von der Energiebilanz. Howkere Bindung zwischen mTOR und
Raptor steigert, eine feste Bindung inhibiert didgiitat des mTORC1-Komplexes.

Man geht davon aus, dass Rapamycin durch Bindungkd8P12 die Interaktion zwischen
Raptor und mTOR und somit selektiv die Phosphomytig der Zielproteine verhindert (Inoki
et al. 2005).
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Auch Stress und Hypoxie aktivieren den TSC1/2-Kaxrpind inhibieren damit mTOR.

Es ist bekannt, dass eine selektive Hemmung derRaAKlivitat bei ADPKD-Patienten und
im Tiermodell der ADPKD das Zystenwachstum inhib{@raoet al. 2005; Shillingfordet al.
2006; Wahlet al. 2006; Zafaret al. 2009).

Aufgrund der Interaktion von PC-1, PC-2 und FPC ded Aktivierung von mTOR durch
mutiertes PC-1 wird postuliert, dass auch mutieRBE zu einer Aktivierung von mTOR
fuhrt. Im Umkehrschluss ergibt sich daraus, dass Idhibition von mTOR auch auf die
Progression der ARPKD einen positiven Einfluss halki@nnte.

Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe konntegereidass die Proteinkinase mTOR und
die nachgeschaltete Signalkaskade in Analogie ZMPKD auch in Nephrektomiepraparaten
von Patienten mit klinisch und/oder genetisch desier ARPKD aktiviert ist (Fischest al.
2009). Die auffallend identische Lokalisation voibrBzystin und mTOR, die von uns und
anderen Arbeitsgruppen in den Tubulusepithelierumggsr und zystisch alterierter Nieren
nachgewiesen werden konnte, kénnte auf eine Irtierakeider Proteine hinweisen (Waatd

al. 2003; Zhangt al. 2004; Sweenegt al. 2006; Fischeet al. 2009).

1.3 Eigenschaften und Verwendung von Sirolimus

Sirolimus (Rapamycin, Rapamune®) ist ein von deki8a Streptomyces hygroscopicus
sezerniertes Makrolidantibiotikum. Die Bakterie @@irl975 im Rahmen einer explorativen
Erhebung antimikrobieller Agenzien in einer Bodextyw der Osterinseln entdeckt und kulti-
viert. In einem mechanismusbasierten Screeningkotitaeichneten sich antifungale Eigen-
schaften ab. Aus dem Myzel des Erregers konnté\&rkstoff isoliert werden, der sich als
hochpotentes Fungizid erwies und nach dem indigé&lanen seines Fundortes, ,Rapa Nui“,
benannt wurde (Sehgal 2003). Der urspringlich zagagn Verwendung als Antimykotikum
standen die immunsuppressiven Eigenschaften dest&ubentgegen, die allerdings zunachst
nicht zu ihrer weiteren Erforschung fuhrten. Enstden 80er Jahren entdeckte man die
strukturelle Ahnlichkeit mit dem CalcineurininhibitTacrolimus (Camardo 2003).
Sirolimus/Rapamycin hemmt die Zellproliferation umdrd daher zur Immunsuppression
nach Organtransplantation, in der Onkologie und der Gefal3chirurgie (rapamycin-
beschichtete Stents) eingesetzt.

Grundlage der immunsuppressiven Wirkung von Siro$irist die vorrangige Hemmung der
Proteinsynthese in proliferierenden T-Lymphozytegif 1999 ist Sirolimus in den USA, seit
2001 in Europa fur die Therapie nach Nieren- oddydrtransplantation zugelassen.

Die antiproliferative Wirkung von Sirolimus beruatf der Bindung an das Immunophilin
FKBP12 (FK506-bindendes Protein 12), das seinarsait die multifunktionelle Serin-
Threonin-Kinase mTOR bindet. Diese Blockade von rRTia2wirkt eine Hemmung des co-
stimulatorischen Signals 2 wahrend des Ubergangsdes GO- in die G1-Phase sowie des
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Cytokinsignals-3 in der spaten G1-Phase der T-Zetidass) die Aktivierung einer ruhen-
den Zelle verhindert unil) der Arrest aktivierter Zellen in der prasynthetisc Wachstums-
phase erreicht wird (Kahan 2001).

1.3.1 Pharmakologie, Pharmakokinetik und Nebenwirkmgsprofil von Sirolimus

Nach oraler Aufnahme wird Sirolimus schnell, abavallstandig absorbiert (orale Biover-
fugbarkeit 15%) und erreicht seine maximale Konzitn im Blut nach 0,5 bis 2,3 Stunden,
die Halbwertszeit betragt rund 60 Stunden. Seinm#@une wird durch fettreiche Mahlzeiten
reduziert. Die lipophilen Eigenschaften der Sulmstanmoglichen nach Absorption eine
rasche, mehr als 95%ige Bindung an Erythrozyten.

HO,

Abb. 7: Strukturformel von Sirolimus (aus (Panel 2010))

Sirolimus wird im CYP3A4-System der Leber metakielis und ist Substrat der
darmwandstéandigen p-Glykoproteinpumpe; seine Ohearéber diese Wege ist sehr variabel.
Die Mehrzahl seiner sieben Metabolite, die fur wenials 10% seiner immunsuppressiven
Wirkung verantwortlich sind, entsteht durch O-Demy$ierung und Hydroxylierung. Die
Exkretion erfolgt tber Galle und Fazes.

Die vergleichsweise schmale therapeutische Bregsehiedikaments erfordert ein sorgfaltiges
Drug Monitoring, wobei in der ErhaltungstherapiecmaOrgantransplantation Serumkonz-
entrationen von 15 ng/ml angestrebt werden (PabiHR

Die therapeutischen und toxischen Effekte von Bima$ basieren auf identischen zellularen
Prozessen (Kahan 2001). Als Nebenwirkungen tretmorders haufig Hyperlipiddmie mit
Hypercholesterinamie und -Triglyzeridamie, aberrallonochenmarkdepression und Throm-
bozytopenie sowie erhdhte Leberfunktionsparamete{Ranel 2010).

Allerdings weist Sirolimus eine geringere Nephratdit als Tacrolimus und Cyclosporin A
auf und wird daher besonders fur den Einsatz na@rehtransplantation empfohlen
(DiJoseplhet al. 1992; Nielseret al. 2003).
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1.3.2  Sirolimus in der Therapie der polyzystischeNierenerkrankung

In unterschiedlichen Tiermodellen der polyzystetiNierenerkrankung konnte eine positive
Beeinflussung des Krankheitsverlaufes durch Therapt Sirolimus nachgewiesen werden:

« Im Orpk (Oak ridge PKD)-rescue Mausmodell (Tg78?™*TgRsq) der ADPKD
bewirkte Sirolimus eine Verbesserung des Phanotyps

* Bei der BPK (Ballx-bpk/bpk, Defizienz in derB-Zell-Progenitokinase)-Maus als
Modell der frihen ARPKD-Manifestation zeigten sigdch Behandlung mit Sirolimus
verminderte Harnstoffwerte, eine signifikante Redwkdes Nierengewichtes und der
Zystengroél3e sowie ein verbesserter Zystenindexlig®fiord et al. 2006)

« Bei der Han:SPROEy/+)-Ratte (Sprague-Dawley-Ratte aus dem Zentralinstitut
Versuchstiere, Hannover als Tiermodell der ADPKCkonnten der Verlust der
Nierenfunktion durch Therapie mit Sirolimus aufgiédra und das Nierengewicht
sowie die ZystengroRe verringert werden (Eaal. 2005; Wahlet al. 2006; Zafaret
al. 2009)

Auch bei ADPKD-Patienten, bei denen eine Niererdpéamtation ohne Nephrektomie
durchgefuhrt wurde, zeigte sich, dass die im Kotpsassenen Zystennieren unter immun-
suppressiver Behandlung mit Sirolimus nach duramgitich 24 Monaten eine im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikante Volumenreduktionrv@4,8 + 9,7% aufwiesen (Shillingford
et al. 2006).

1.4 Tiermodelle der ARPKD

Die PCK (Polycystic kidney)-Ratte tragt eine in exirjapanischen Kolonie von Sprague-
Dawley-Ratten (Crj: CD/SD; Charles River, Japanprdpn aufgetretene und rezessiv
vererbte Mutation des Fibrozystin-Gens (Frame-shittSkipping von Exon 36; IVS35-2A

T). Damit ist die PCK-Ratte im Gegensatz zu alledexen bislang fur die Untersuchung der
polyzystischen Nierenerkrankung eingesetzten Tidetien ein orthologes Tiermodell der
humanen ARPKD. Innerhalb der ersten drei Wocherh faeburt entwickeln diese Tiere
polyzystische Veranderungen von Niere und Leber Fiirosierung und Dilatation der
intrahepatischen Gallengénge. lhre Erkrankung entgpsomit dem humanen Phanotyp
(Katsuyamaet al. 2000; Lageret al. 2001; Masyuket al. 2003; Muff et al. 2006). Andere
orthologe Tiermodelle der ARPKD sind die durch gexohe Manipulation generierex40
Maus (in-frame-Deletion von Exon 40 des murine{HD1) und PKHD1 %?%*2Maus
(Fibrozystin-knock-out-Maus) (Kinet al. 2008b). Phéanotypisch unterscheiden sich diese
Tiermodelle jedoch stark von der humanen ARPKD.
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2 Ziel der vorliegenden Arbeit

Die bislang durchgefuhrten préklinischen Studien der PCK-Ratte als orthologem
Tiermodell der ARPKD basieren auf der Hemmung vazdptor-Tyrosinkinasen (EGFR-
Tyrosinkinaseinhibitoren) auf der Ebene des Rezsptder des als second-messenger dien-
enden cAMP. Der Phanotyp konnte entweder in deetéBGFR-Inhibitoren) oder in der
Niere (CAMP-Inhibition durch Vasopressin V2-Rezeptdagonisten), in keinem Fall aber in
beiden Organen zugleich verbessert werden.

Fibrosierung und Zystenwachstum in Leber und Niene ARPKD-Patienten schreiten kon-
tinuierlich voran. Angesichts der zentralen Bedegtwvon mTOR fir die Organisation von
Zellwachstum und Proliferation, vor allem aber aufgl der aktivierten mTOR-
Signalkaskade in Nierenzysten von ARPKD-Patiented BCK-Ratten erscheint die selek-
tive Hemmung dieser Proteinkinase mit dem in den$plantationsmedizin etablierten Siro-
limus als ein viel versprechender Therapieansatdi@iBehandlung der humanen ARPKD.
Daher wurde an der PCK-Ratte tUberpruft, ob dielne@@ige sirolimusvermittelte Hemmung
von mTOR mit Rapamycin einen Einfluss auf die Ofgaktion und die Entwicklung
charakteristischer hepatobiliarer und renaler Vée&gmngen hat und somit einen mdglichen
Therapieansatz fur die Behandlung der humanen ARB&Btellt.

Die bei behandelten und nicht behandelten, kranked gesunden Tieren erhobenen
Parameter sollten zum einen der vergleichendent&turg der Entwicklung, zum anderen
der Erfassung therapiebedingter Haupt- und Neb&owgen dienen. Hierzu wurden makros-
kopische und mikroskopische Parameter (Zysten uifgto$e in Niere und Leber,
immunhistochemische Darstellung proliferierendeltefeund charakteristischer Proteine der
mTOR-Kaskade), Blutdruck sowie Nieren- und Lebekfionsparameter im Serum der
Versuchstiere nach vier-, acht- und zwdélfwochigeh8ndlungsdauer ermittelt.
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3 Material und Methoden
3.1 Beschreibung des Tierversuchs
3.1.1 Versuchsbedingungen

Die Haltung sowie samtliche Behandlungen der Tiareden unter Standardbedingungen
(Temperatur 23°C, 12/12-Tag-Nacht-Rhythmus) in ddéd&umen der Zentralen
Versuchstierhaltung, Institut fir Experimentellei@hgie (Direktorin Prof. Dr. B. Vollmar)
der Universitat Rostock, statt. Der Tierversuch wan der zustandigen Aufsichtsbehérde
genehmigt worden.

Die PCK-Ratten wurden freundlicherweise von Prof. bed. N. Gretz und Frau Dr. med.
vet. B. Kranzlin (Zentrum fur Medizinische ForsclgurMedizinische Fakultat Mannheim)
zur Verfigung gestellt und zusammen mit den Mudesh geliefert (zehn Muttertiere mit
insgesamt 85 Jungtieren). Im Alter von vier bisffiMochen wurden die Tiere abgesetzt und
randomisiert. Die SD (Sprague-Dawley)-Ratten wurdenAlter von drei Wochen von der
Firma Charles River, Sulzfeld geliefert. Alle Tiemurden paarweise nach Geschlechtern
getrennt gehalten und erhielten eine Ohrmarkiermmg Identifizierung. Die Tiere hatten
uneingeschrankten Zugang zu Wasser und Futter @/1&iff, Soest) und wurden zweimal
wochentlich gewogen. Die Kafige und Trinkflaschenureen zweimal wéchentlich
gewechselt bzw. gereinigt.

Sowohl PCK- als auch SD-Ratten wurde nach Randemisg und Kennzeichnung eine
einwochige Akklimatisierungsphase zur Gewdhnungdan Haltungs- und Umgebungs-
bedingungen gewabhrt.

Die PCK-Ratten wurden in zwei Kohorten nacheinan@éai — August 2008 und Oktober
2008 — Januar 2009), die SD-Ratten in einer Koh¢8eptember — Dezember 2008)
behandelt.

Im ersten Durchgang fiel nach etwa sechs Wocherwibeklinisch unauffalligen Tieren ein
Befall mit Ascariden auf. Daher wurden bis zum Vetssende flr die Kohorten regelméaRig
die Kafige und Laborflachen mit Neopredisan® 4% (Me Chemie-Vertrieb GmbH,
Norderstedt) desinfiziert.

3.1.2  Einteilung der Versuchsgruppen und Versuchsaauf

Die Tiere wurden gleichmaRig in die Behandlungsd #ontrollgruppen randomisiert (Tab.
2). Es standen uns 34 maéannliche und 51 weiblich&-R@tten zur Verfiigung. Bei den
(kommerziell verfugbaren) SD-Ratten wurde mit einéweschlechterverhéltnis von 1:1
gearbeitet.
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Tabelle 2: Einteilung der Versuchsgruppen

PCK-Ratten SD-Ratten
Sirolimus Kontrolle Sirolimus Kontrolle
t [w] m w m w m w m w
4 5 9 5 8 6 6 6 6
8 6 10 6 6 6 6 6 6
12 6 10 6 8 6 6 6 6

Der Versuchsablauf ist in Abb. 8 schematisch wigelgeben.

Stwk Stwk BrdU Sliwk
TC DC
Absetzen, 5.C. s.C.
Akklimatisieren l l
| } ! | : ]
tcu tm’g te'm te—? teG te

Abb. 8: Schematische Darstellung des Versuchsablauf

(Stwk, Stoffwechselkafigiot Versuchsbeginnyt, Halfte der Versuchszeit; tEnde der Ver-
suchszeit; d4te-/te.10 drei /sieben/zehn Tage vor Versuchsende; TC,aZgtlin; DC,
Demeclozyklin; BrdU, Bromdeoxyuridin)

Eine Woche nach Randomisierung wurden die TiereGewinnung von Sammelurin und

Bestimmung der individuellen Trinkmenge fur 24 Sten in einen Stoffwechselkafig (Stwk,

Techniplast S.p.A., Buguggiate, Italien) gesetatséhlieRend erfolgten eine Blutentnahme
und die Messung der Korperlange. Dieser Vorganglenmmach Ablauf der halben Beobach-
tungszeit und am Ende der Versuchszeit wiederholt.

Nach der Halfte der Versuchszeit wurde bei alleerdn der Blutdruck gemessen. Am
Versuchsende wurden die Tiere in tiefer Allgemeé@sdhesie (Ketamin 100 mg/kg KG und

Xylazin 10 mg/kg KG) exsanguiniert.

3.13 Medikation der Versuchstiere

Sirolimus
Die Medikation der Therapiegruppe mit Sirolimus gBaune® Trinklésung; 1 mg/ml,
Wyeth Pharma GmbH, Munster) erfolgte gewichtsaéaip{? mg/kg KG/d) mit dem Trink-
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wasser. Da wegen der Lichtempfindlichkeit von Smols mit schwarzen Trinkflaschen
(Techniplast S.p.A., Buguggiate, Italien) gearlieiterde, wurden diese taglich gewogen, die
Dosis richtete sich nach der Trinkmenge pro Tag Zweierkéfig. Die Sirolimusspiegel im
EDTA-Blut wurden nach der Halfte und am Ende derrsdehszeit (HPLC-Massen-
spektroskopie) bestimmt.

Bromdeoxyuridin

Fur die Markierung proliferierender Zellen wurdenend Trinkwasser bzw. der
Rapamycinlésung samtlicher Versuchstiere wahremdetieden zehn Tage der Therapie bzw.
des Beobachtungszeitraums Bromdeoxyuridin (BrdUg/Il sowie zur geschmacklichen
Uberdeckung Glucose (50 g/l) zugesetzt.

Tetrazyklin/Demeclozyklin

Sieben und drei Tage vor Versuchsende erfolgte Mismierung mit Tetrazyklin (30 mg/kg
KG s.c.) bzw. Demeclozyklin (25mg/kg KG s.c.), um Wweiteren Studien histo-
morphometrische Knochenanalysen zu ermdglichen.

3.14 Methoden im Tierversuch

Blutentnahme

Zur Blutentnahme wurden die Schwanzvenen der Rattéwherkurznarkose mit einer hepa-
rinisierten Kanule punktiert. Abhangig vom Altersd€ieres wurden 400-8Q0 Blut entnom-
men und in EDTA-beschichtete Rohrchen Uberfihrt.

Blutdruckmessung und Messung der Herzfrequenz

Die Messungen erfolgten mit einem BlutdruckmesdgdmeSE Systems GmbH, Bad
Homburg). Bei jedem Tier erfolgten 15 Messungen@n aufeinander folgenden Tagen.

Die Ratten wurden in Restrainern fixiert und etv@andn in einem Warmekabinett (37°C) auf
die Messung vorbereitet, da fur die zuverlassigesddrg der Pulswelle eine temperatur-
induzierte Dilatation der Schwanzarterie erforaérlist. Eine aufblasbare Blutdruckman-
schette sowie ein Pulssensor wurden am SchwanEieker angelegt. Die Manschette ist Gber
einen Schlauch mit dem Druckgenerator verbundenwirdl fir die Messung computerge-
steuert aufgepumpt. Wahrend der anschlieRendeittaeisen Reduktion des Manschetten-
drucks werden das Pulssignal und die Verlaufskud@e maximalen Pulssignalamplitude
registriert.

Organasservierung

Nach medianer Laparotomie/Thorakotomie des tiekotsierten Tieres wurden der rechte
Ventrikel punktiert und eine Exsanguination vorgemeen. Gallengang und Blase wurden
zur Gewinnung von Galle und Urin punktiert. AnseRlend wurden Herz, Leber, Nieren,
Lunge und Milz entnommen, gewogen und die Langedidken Niere mit einer Schieblehre
ermittelt. Auch die Geschlechtsorgane, Aorta, Augewie Teile des Pankreas wurden asser-
viert. Um eine Vergleichbarkeit der Praparate zw&wleisten, wurden die Organe einheit-
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lich dissektioniert und fir die Paraffineinbettumg 4% Formaldehyd, fur die Kryo-
konservierung in Kryordéhrchen und flissigen StioKstiberfiihrt. Fir weiterfihrende Unter-
suchungen an den Wachstumsfugen wurden beide Tubidé-emora prapariert und zur Ent-
wasserung in 70% Ethanol gegeben. In gleicher Weiseden die Ossa temporalia
konserviert.

3.2 Materialien
3.2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

AppliChem GmbH, D-64291 Darmstadt
Triton X 100, 5-Brom-2-deoxyuridin

Dako Chemikalien, D-22769 Hamburg
Antikérper gegen 5-Brom-2-deoxyuridin, DAB-Tablettiir die Immunhistochemie

Dianova, D-20354 Hamburg
Sekundare Peroxidase-konjugierte Antikbrper mitimaler Kreuzreaktion gegen
Rattenproteine

Rolf Greiner/Diasys BioChemica GmbH, D-65558 Flacht

Kits fur die Bestimmung von Phosphat, Kreatinin, rivéaoff, Calcium, ALAT, ASAT,
Bilirubin (konjugiert und gesamt) und Gallensaumei®serum bzw. Urin

TruLab N und TruLab P-Kontrollseren fur die klinlecChemie

TruLab Kalibrator fur die klinische Chemie

Greiner Bio One, D-45326 Essen
Mikrotiterplatten

Menzel GmbH Co0.KG, D-38116 Braunschweig
Objekttrager Superfrost Plus und Deckglaschen

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

Mayers Hamalaun (gebrauchsfertig), Molybdatophosgiwre-Hydrat, Orange G,
Saurefuchsin, Weigerts Eisenhamatoxylin,

Eindeckmittel: Aquatex und Entellan

Carl Roth GmbH Co. KG, D-76185 Karlsruhe
Eosin G (0,5%)
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-89555 Steinheim
Azophloxin, Demeclozyklin, Diaminobenzidin-Tetralmgdhlorid (DAB) in Tablettenform
(10 mg/Thl), Direkt Rot 80, Lichtgriin, Ponceau Xtie, Pikrinséaure, Tetrazyklin

Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

Pferdeserum und Ziegenserum als Blockiermediundigiimmunhistochemie
Avidin-Biotin-Komplex-Reagenz

Avidin-Biotin-Blockierkit

Die Grundchemikalierstammten im Allgemeinen von den Firmen Merck KGader Carl
Roth GmbH Co. KG und hatten mindestens p.a.-Qualdle Losungen wurden mit
deionisiertem Wasser angesetzt (Wasseraufberemitngnenaustauscher Typ Destillo 20).

Puffer

Citratpuffer:
0,1 M Citronensaure-Monohydrat und 0,1 M tri-Natmitrat-Dihydrat

gegeneinander bis pH 6,0 titriert

Tris Buffered Saline (TBS, 5x Stamml&sung):
0,1 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) un8 M NacCl; mit HCI auf pH 7,4
eingestellt

Entwicklungspuffer fir die Farbung mit peroxidasekmierten Antikdrpern:
20 ml TBS (1x); 10 mg DAB; 6,4 pl 4D, (30%)

Phosphate buffered saline (PBS) nach Gibco (ohAgaiae Mg?):
2,7 mM KCl; 1,5 mM KHPQ,; 138 mM NaCl; 8 mM NgHPO, x 7 HO.
Der Puffer wurde gebrauchsfertig von der Firma RRAsching, Osterreich) bezogen.

Waschlésungen fir die Histologie bzw. Immunhistactee
PBS (1x)

PBS (1x) + Triton X 100 (0,02%), (v/v)

Essigsaure (1%)

Medikamente

Ketamin Hoechst GmbH, D-65926 Frankfurt a.M
Sirolimus Wyeth Pharmaceuticals AG, CH-6301 Zug
Xylazin Bayer Schering Pharma AG, D-13353 Berlin
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3.2.2 Antikorper
Die fur die Immunhistochemie verwendeten Antikérpiexd in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Antikdrper

Antigen Ursprung Firma und Katalog-Nr. Spezifitat Verdl nnung Anwendung

p-Akt 1/2/3 (nggg; Santa Scrfjlzegfé_e;hno'og Thr308P 1:800 Niere

p-mTOR (Eglr;/ il?l(c:)rr];rl; aﬁb;f(r)z 4 Ser2448P 1:250 Niere

p70S6 Kinase (poﬁil%ial) Santa C;g_zllfi?ost(gechnolog Thr389P 1:40 Niere

Brdu (mol\r/llc?lglznal) DakOMC();t?ZrZaﬁon eing(ierE)aDu':l(eA; BrdU 1:50 Leber
3.2.3 Gerate

Die Mikroskopie erfolgte an einem DMI 4000-Mikrogkanit digitalen Farb- und Schwarz-
weil3-Kameras (DFC 320 R2 und DFC 350 Fx) und kpoedierender Software fur Bild-
aufnahmen und -analysen (Leica Application SuiesSIAF, QWin; alle Leica, Wetzlar). Fur
photometrische Bestimmungen diente der Tecan-Rdafieite M200 und korrespondieren-
der Software (Tecan, Crailsheim).

3.3 Methoden
3.3.1 Histologische Untersuchungen

Vor allen histologischen und immunhistologischemnbe&igen wurden die Praparate in Xylol
entparaffiniert (2 x 15 min), in einer absteigen@éwoholreihe (100%, 96% je 10 min; 80%,
70% je 5 min) rehydratisiert und anschlie3end fimid in A. dest gestellt.

3.3.1.1 Masson-Goldner-Trichrom-Farbung

Diese trichromatische Farbung wird zur selektiveardiellung von kollagenem Bindegewebe
(gran), Muskulatur (blassrot), Zellkernen (schwaezim), Erythrozyten (orangerot) und Zyto-

plasma (rot) genutzt. Sie beruht auf der simultaned sukzedanen Anwendung disperser
Farbstoffe. Fur die Farbung werden neben WeigassnBamatoxylin und der Massonlosung
drei Farbebader bendtigt.
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Massonlésung

Lésung A: 1 g Saurefuchsin ad 100 ml A. dest., komlz. Essigsaure
Lésung B: 2 g Ponceau de Xylidine ad 200 ml A. dé&sinl konz. Essigsaure
1 Teil Lésung A + 2 Teile Lésung B

Farbebader

1) Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin-L6su@b0 ml Ansatz)
25 ml Masson-L6ésung
5 ml Azophloxin-L6sung
(0,5 mg Azophloxin ad 100 ml A. dest. + 2 ml kokssigsaure)
220 ml 0,2%ige Essigsaure

2.) Phosphomolybdan / Orange G-Farbelésung
6 g Phosphomolybdéansaure ad 100 ml A. dest.
4 g Orange G ad 100 ml A. dest.

3) Lichtgrin-Farbeldsung
0,25 g Lichtgrin ad 250 ml 0,2%ige Essigsaure

Protokoll
1. Weigerts Eisenhamatoxylin (4 min)
Spulen in flieBRendem Wasser (5 min)
Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin (4 min)
Spulen in 1% Essigsaure (2 Farbekivetten)
Phosphomolybdanséaure / Orange G (ca. 6 min)
Spulen in 1% Essigsaure (2 Farbekivetten)
Lichtgrin (20 min)
Spulen in 1% Essigsaure (in der 2. Farbekévethin stehen lassen)
Rasch entwassern in aufsteigender Alkoholreihe
Trocknen der Praparate zwischen Filterpapier
. Entwassern mit Xylol (5 min) und Eindecken Emtellan (Abzug)

© O N Ok WD

P
= O

3.3.1.2 Pikrosirius Rot-Farbung

Kollagene (z.B. retikulare Fasern oder Basallanjinaerden als rote Strukturen vor gelb-
lichem Hintergrund in einer Genauigkeit dargestellie durch Masson Goldner, Azan-
Mallory, Heidenhain oder Van Gieson nicht erreiald@rden kann. Die gefarbten Praparate
kénnen sowohl in Durchlicht- als auch durch Podrtns- oder Fluoreszenzmikroskopie
beurteilt werden.
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Pikrosirius-Rot-Farbeldsung
0,5 g Direkt Rot 80 und einige Pikrinsaurekristalte500 ml gesattigte, wassrige
Pikrinséaureldésung

Protokoll
1. Weigerts Hamatoxylin (8 min)
Spulen in flieRendem Leitungswasser (10 min)
Pikrosirius Rot (60 min)
Spulen in 1% Essigsaure (2 Farbeklvetten)
Dehydrieren in 100% Ethanol (3 Farbeklvetten)
Trocknen der Praparate zwischen Filterpapier
Entwassern in Xylol (5 min) und Eindecken mit&lan (Abzug)

No o~ wbd

3.3.1.3 Bestimmung der Zystenflache in Niere und lber

Zur Bestimmung der Zystenflache wurden Dinnschitté pm) der formalinfixierten und in
Paraffin eingebetteten Nieren und Lebern der PCKeRanach der Masson-Goldner-Tri-
chrom-Methode gefarbt. Das gesamte Praparat wweideO0facher VergréZerung aufgenom-
men (LAS-AF, Mosaik-Aufnahmen) und analysiert (QWmage Analysis). Mit diesem
Programm kann der Anteil der Zysten (,weil3e" Fljchelativ zur Préparateflache
halbautomatisch ermittelt werden. Die Mindest- iMaximalgréRe sowie die Farbe der zu
detektierenden Flachen wurden fir alle Praparatbebalten. Bei transversalen Nieren-
schnitten wurde die gesamte Flache abzlglich degehenden Binde- und Fettgewebes, bei
Leberschnitten eine Flache von durchschnittlichn@®? analysiert. GefaRlumina, Nieren-
becken und Artefakte, die im Praparat zwar denselbarbwert, aber andere Flachen-
charakteristika als die Zysten hatten, wurden var dbernahme der Messergebnisse aus-
geschlossen.

3.3.1.4 Bestimmung der Fibroseflache in Niere undeber

Der Kollagenanteil fibrotischer Areale in Niere ubeber der PCK-Ratten wurde mithilfe der
Pikrosirius Rot-Farbung erfasst (Abb. 9). Die Beilwing der Préaparate erfolgte nach Anreg-
ung der intrinsischen Hintergrundfluoreszenz mit-Uie¢ht (Anregungsfilter 355 - 425 nm,
Sperrfilter 470 nm). Bei 100facher Vergroéf3erung aeur pro Préparat in der Leber je vier
Mosaikaufnahmen aus sechs zusammenhéngenden Gidadrn (4 x 4,8 mm2 = 19,2 mm?),
in der Niere vier nicht zusammenhangende Gesiddesfé4 x 0,8 mmz2 = 3,2 mm?) erstellt.
Der prozentuale Anteil der Fibroseflache an deraB#fache wurde wie oben beschrieben
bestimmt.
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Abb. 9: Mosaik-Fluoreszenzaufnahme eines PCK-Rattéaberpraparates
Mit Pikrosirius Rot angefarbte fibrotische Arealengarkieren sich rot vor griinem
Hintergrund (100x).

3.3.2  Immunhistochemische Untersuchungen

Die Formalinfixierung fuhrt zur teilweise reversbl Quervernetzung von Proteinen und ent-
sprechenden Konformationsdnderungen. In der Regelem solche modifizierten Proteine
nicht oder nur noch schwach von Antikorpern, digegedas native Protein induziert wurden,
erkannt. Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikérgrforderten eine Antigendemaskierung
mit 0,1 M Citratpuffer (pH 6,0) und Warmebehandlungler Mikrowelle.

Endogenes Biotin wurde mithilfe eines Avidin/Biottockierkits blockiert.

Die Detektion der Primarantikodrper erfolgte untesrifendung geeigneter biotinkonjugierter
Zweitantikorper, die zur Reduktion unspezifischartfungen mimimale Kreuzreaktionen mit
Rattenproteinen aufwiesen. Zum Nachweis der gemerdéntikérper und zur Signalver-
starkung diente ein mit Meerrettich-Peroxidase (P®anjugierter Avidin-Biotin-Komplex
(Vector Laboratories, Inc.; Burlingame, USA), algbStrat fir POD wurde DAB eingesetzt
(bréaunliche Farbung).

Zur Qualitatssicherung wurden sowohl Negativkotgrol (Erstantikorper durch Blockier-
serum ersetzt) als auch Positivkontrollen (gestehdexpression der nachzuweisenden
Antigene, in allen Fallen humane Niere von Patiemtét gesicherter ARPKD) mitgefihrt.

Die Praparate wurden von zwei unabhangigen Bewachbeurteilt. Die Beurteilung der
Farbungen wurde dokumentiert und fur eine statisésAuswertung kodiert. Bei unterschied-
licher Bewertung wurden die Préaparate diskutied eim Konsens herbeigefihrt.
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Protokoll
1. Blockieren der endogenen Peroxidase in 1@k20 min)
2. Agua dest. (5 min)
3. Antigendemaskierung mit Citratpuffer (Mikronell3 x 6 min, dazwischen jeweils

5 min Pause)

Abkuhlen (10 min)

Spulen in PBS (5 min)

Umranden der Praparate auf dem ObjekttrageFetistift

Blockieren unspezifischer Bindungsstellen rétt Bferde- bzw. Ziegenserum

pro 1 ml werden vier Tropfen Avidin zugesetzt (4m

8. Inkubation mit dem Primarantikérper in entgvender Verdiinnung bei 4°C tber
Nacht in feuchter Kammer (Ansatz in 5% Blockierseywier Tropfen Biotin pro ml)
9. Spulenin PBS + 0,02% Triton-X 100 (5 min)ABS (5 min)

10. Inkubation mit geeignet verdiinntem, biotinkmigrtem Sekundarantikdrper
(Ansatz in Blockierserum, 45 min bei RaumtemperéRT))

11. Spdilenin PBS + 0,02% Triton-X 100 (5 min)PABS (5 min)

12. Inkubation mit dem Peroidase-konjugierten AwviBiotin-Komplex (30 min RT)

13. Spilenin PBS + 0,02% Triton-X 100 (5 min)PABS (5 min)

14. Inkubation mit dem Substrat (DAB 10 mg/20 rBIST+ 6,4 ul HO,; 3 min)

15. Spdlen in PBS (5 min)

16. Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun (1 min)

17. Spulen unter flieRendem Leitungswasser (3,r@i&uen (10 min)

18. Eindecken mit Aquatex

N o o bk

Auswertung der Praparate

Nachweis von p-Akt, p-mTOR und p70S6K

Bei der Beurteilung der Nierenpréaparate von PCKtdRatvurde zwischen erhaltenem Paren-
chym, Regionen mit beginnender Zystenentwicklundg dystenepithel unterschieden. Die
Intensitat der spezifischen Farbereaktion in didRegionen wurde mit einem Score von null
bis drei Punkten bewertet. In den NierenprapardeanSD-Ratten wurde ausschlief3lich das
Parenchym bewertet.

Nachweis von BrdU

Fur die Beurteilung der BrdU-spezifischen Farbungden je Leberpraparat bei 100facher
VergroRerung vier unabhéngige Gesichtsfelder difat@grafiert und die mittlere Zahl der

BrdU-positiven Zellkerne pro Gesichtsfeld ermitt@QWin; Abb. 10). Die Gesamtzahl der
Zellkerne pro Gesichtsfeld betrug durchschnittetiva 3.200.
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Abb. 10: Immunhistochemische Markierung BrdU-positiver Zellkerne im Leber-
praparat einer PCK-Ratte (200x)

3.33 Klinische Chemie

Die quantitative Bestimmung von Gesamteiweil3, PhaspCalcium, Kreatinin, Harnstoff,

ALAT, ASAT, Bilirubin (konjugiert/gesamt) und Gahsé&uren erfolgte mit photometrischen
und enzymatischen Tests, die Ublicherweise in dieiskhen Chemie verwendet werden.
Diese Tests wurden manuell durchgefuhrt und warerrzan das Mikrotiterplattenformat

angepasst worden. Bei jeder Probenserie wurdemmggei Kontrollseren und ein Standard
mitgefuhrt. Die Werte fur unkonjugiertes Bilirubivurden als Differenz von Gesamtbilirubin
und konjugiertem Bilirubin bestimmit.

3.3.4  Statistik

Die statistischen Berechnungen (Gruppenvergleighellen in Zusammenarbeit mit Herrn
Prof. Dr. G. Kundt, Institut flr Biostatistik una@fbrmatik in Medizin und Alternsforschung,
Universitatsklinikum Rostock, mit dem Programm SPS88rsion 15.0, durchgefuhrt. Der
Vergleich der Parameter erfolgte zwischen gleicbigleshtlichen Gruppen mit jeweils
gleicher Versuchszeit (vier, acht oder zwdlf Woché&ie Normalverteilung der Werte inner-
halb der Gruppen wurde mit dem Kolmogorov-SmirnawpAssungstest, die Varianzhomo-
genitatt mit dem Levene-Test geprift. Gruppenvechkei (Mittelwerte  mit
Standardabweichung) wurden mit dem Fisher-exadt-Bes. mit dem t-Test durchgefihrt,
bei p< 0,05 wurden Unterschiede als signifikanteseten.
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4 Resultate
4.1 Allgemeine Beschreibung des Tierversuchs

Im Vergleich zu den SD-Ratten wirkten die PCK-Rattednklich und apathisch, waren hauf-
ig verlangsamt oder hatten GleichgewichtsstorungfenFell erschien im Vergleich zu den

SD-Ratten schitterer, struppiger und fiel bei Regbschnell aus. An Pfoten und Nasen der
PCK-Ratten zeigten sich haufig kleine Wunden miut&8ustritt. Die Grél3enunterschiede bei
gleichgeschlechtlichen, vor allem mannlichen Wustdmvistern waren bei den PCK-Ratten
sehr ausgepragt, haufig fanden sich in einem Wutrfegtwickelte neben dystrophen mann-
lichen PCK-Ratten. Die perinatale Sterblichkeit v den PCK-Ratten relativ hoch, die

GroRRe der Wirfe variierte recht stark (Tabelle 4).

Tabelle 4: Zahl der Wurfgeschwister und perinatalerTodesfalle bei PCK-Ratten

Wurfnr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Weibchen 3 7 4 2 9 4 6 5 3 8
Mannchen 2 3 4 2 4 4 6 4 3 2
Todesfalle 5 3 0 0 0 0 0 0 0 1
Gesamt 10 13 8 4 13 8 12 9 6 11

Bei den PCK-Ratten hatten vier von 85 Tieren narAaige (Abb. 11).

Abb. 11: PCK-Ratte mit kongenitalem Augendefekt

Eine SD-Ratte musste vor Versuchsbeginn getétedeverda sie sich im Kafig eine schwere
Verletzung am Hinterbein zugezogen hatte, eine @eRverstarb wahrend der Anésthesie
zur ersten Blutentnahme.

Wahrend alle SD- und PCK-Ratten aus den Kontrgtigem tberlebten, verstarben in der
Therapiegruppe im Laufe des Versuchs drei mannljonaeh zwei-, drei- und sechswéchiger
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Versuchszeit) und zwei weibliche PCK-Ratten (naebhswdchiger Versuchszeit). In allen
funf Fallen waren die Tiere zwei bis drei Tage yoem Tod durch Stagnation des Gewichts
oder Gewichtsverlust, fehlende Fellpflege (,strgas* Aussehen) und zunehmende Apathie
aufgefallen. Diese unspezifischen Veranderungeassiruck des ,Unwohlseins” waren im
Laufe der Versuchszeit auch bei anderen Individeiae haufige und in der Regel transiente
Erscheinung und rechtfertigten daher nicht, diedfienen Tiere vorzeitig aus dem Versuch
zu nehmen.

4.2 Naturliche Entwicklung und Organfunktion und Auswirkungen von Sirolimus
4.2.1  Entwicklung von Kdrpergewicht und Langenwachsim

Die PCK-Ratten waren zwar bei Versuchsbeginn zuwgediei Wochen alter und damit grol3er
und schwerer als die SD-Ratten, aber spéatesterts agtt Wochen Beobachtungs- bzw.
Behandlungszeit kehrten sich die Verhaltnisse tvetgleichbarer Futteraufnahme um (Abb.
12). Wahrend eine SD-Ratte innerhalb von 28 Tademm 480 g (mannliche Ratten) bzw.
100 g (weibliche Ratten) zunimmt, ist die Gewichtsahme bei den PCK-Ratten mit 150 g
bzw. 60 g deutlich geringer. Bei den ausgewachs@ienen treten diese Unterschiede noch
deutlicher zutage. Parallel zu dem geringen Gevdit PCK-Ratten auch kleiner.

Eine Tendenz zu einem verringerten Langenwachstuter Birolimus ist vor allem bei den
PCK-Ratten zu verzeichnen.

4.2.2  Makroskopische Beurteilung der inneren Organe
4.2.2.1 Veranderungen an Herz, Milz und Lunge

Das relative Milz- wie auch das relative Herzgewiokhmen mit der Zeit ab, sind bei den
PCK-Ratten etwas hoher als bei SD-Ratten und biedom der Sirolimustherapie unbeein-
trachtigt. Das relative Lungengewicht ist bei nahalten mit Sirolimus behandelten Gruppen
im Vergleich zu den Kontrollgruppen erhéht (Abb.13)
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Abb. 12: Mittlere Korperlangen und -Gewichte der Tiere bei Versuchsende

Langen mannlicher (A4hd weiblicher (E-HED- und PCK-

Ratten bei Versuchsbegif

Mittlere Korpergewichte und

bzw. nach vier-, achtt zwolfwochiger Versuchszeit als

*.p < 0,05 Sirolimus vs.

s

Kontrolltier L__1 oder unter Therapie mit Sirolim

Kontrolle, °p <0

,05 PCK vs. SD
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Abb. 13: Mittleres relatives Lungengewicht bei Verachsende

Auf das Korpergewicht bezogenes mittleres Lungemng@vwnéannlicher (A) und weiblicher
(B) SD- und PCK-Ratten nach vier-, acht- und zwolfiger Versuchszeit als Kontrolltier
[_] oder unter Therapie mit SirolimZZ4 ; * p< 0,05d8inus vs. Kontrolle.

4.2.2.2 Veranderungen an Niere und Leber

Gestalt und Grof3e der Nieren waren bei den SD-Raffeichférmig. Es zeigten sich glatt
strukturierte, kompakte Organe mit homogen dunketnoParenchym und weil3licher Papille.
Bei den PCK-Ratten waren die phanotypischen Mer&niaterindividuell sehr heterogen
ausgepragt. Die Nieren waren deutlich voluminoset teilweise braunlich-gelblich gefarbt.
Auf ihrer Oberflache fanden sich bis zu 1 mm grasten; im Schnittbild zeigten sich
Hohlraume unterschiedlicher Grél3e, die sich vorigang die Papille gruppierten (Abb. 14).
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Abb. 14: Makroskopische Aspekte der Nieren von PCKund SD-Ratten
Die Nieren einer ausgewachsenen weiblichen PCKeR@, B) und einer gesunden,
ausgewachsenen SD-Ratte (C, D), die zwolf WocheKaitrolltiere im Versuch waren.
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Diese Unterschiede spiegeln sich auch im relativienengewicht wider (Abb. 15). Sirolimus
hat bei PCK-Ratten nur einen geringen Einflussdeegen Parameter.

Spéatestens nach achtwochiger Versuchszeit istethéivie Nierenlédnge bei den PCK-Ratten,
unabhangig von einer Behandlung mit Sirolimus,rsidiant gro3er als bei den SD-Ratten.
Die Sirolimustherapie fiihrt bei den méannlichen PR#&tten nach zwolf Wochen zu einer
signifikanten Regression der relativen Nierenlang@hrend sich bei den weiblichen PCK-
Ratten unter Therapie keine regelhaften Anderumiieses Parameters ergeben. Auch bei den

therapierten SD-Ratten zeigt sich eine leichte €emdzur Rucklaufigkeit der relativen
Nierenlange (Abb. 16).

£l

relatives Nierengewicht [% ]

Abb. 15: Mittleres relatives Nierengewicht bei Verachsende
Auf das Koérpergewicht bezogenes mittleres Nierenggwmannlicher (A) und weiblicher

(B) SD- und PCK-Ratten nach vier-, acht- und zwéliWwiger Versuchszeit als Kontrolltier
[__Toder unter Therapie mit SirolimZZ4 ; ° p< 0,05 P@KSD.
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Abb. 16: Mittlere relative Nierenlange bei Versuchsnde

Auf die Korperlange bezogene mittlere Nierenlanganiicher (A) und weiblicher (B) SD-
und PCK-Ratten nach vier-, acht- und zwdélfwochigersuchszeit als Kontrolltier 1  oder
unter Therapie mit Siroliml4 ;* p< 0,05 Sirolimus Kontrolle, ° p< 0,05 PCK vs. SD.
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Die Lebern der SD-Ratten unterschieden sich mieritglatten, fein strukturierten und
homogen dunkelrot gefarbten Oberflache nicht wédisbnunter einander. Bei den PCK-
Ratten variierte die makroskopische Erscheinungdg,sés zeigten sich vergréRerte, verhartete
Lebern mit scheckigen, granulierten Oberflacherf, danen zum Teil kleinste Zysten zu
sehen waren (Abb. 17).

Abb. 17: Makroskopischer Aspekt der Lebern von PCK-und SD-Ratten
GrolRenverhaltnisse der Leber einer PCK-Ratte (AhZW). einer gesunden SD-Ratten (B, D)
in situ (A, B) und nach Organasservation (C, D).Vergleich zur SD-Ratte ragt die Leber
bei der PCK-Ratte deutlich weiter nach kaudal uredstveine granulierte, zystische Ober-
flache auf.

Das relative Lebergewicht der PCK-Ratten ist sigaiit hoher als das der SD-Ratten, die
Sirolimusbehandlung fiuhrte bei beiden Spezies raakginer Regression (Abb. 18).
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Abb. 18: Mittleres relatives Lebergewicht bei Versghsende

Auf das Koérpergewicht bezogenes Lebergewicht méhati (A) und weiblicher (B) SD- und
PCK-Ratten nach vier-, acht- und zwolfwochiger \detrsszeit als Kontrolltid__1  oder unter
Therapie mit SirolimufZ4 ; ° p< 0,05 PCK vs. SD.

4.2.3  Auswirkungen auf den Blutdruck

Der mittlere (gemittelte diastolische zu systolescBlutdruck ist bei den PCK-Ratten hoher
als bei den SD-Ratten und andert sich mit zunehsrandliter der Tiere kaum. Bei den SD-
Ratten nimmt der Blutdruck mit der Zeit leicht Zowohl bei PCK- als auch bei SD-Ratten
finden sich nur geringfiigige Unterschiede zwischden Geschlechtern. Eindeutige
Auswirkungen von Sirolimus auf den Blutdruck lasseh nicht erkennen (Abb. 19).

mittlerer Blutdruck [mmHg]

Abb. 19: Mittlerer Blutdruck nach Ablauf der halben Versuchszeit

Mittlerer Blutdruck bei mannlichen (A) und weiblieh (B) SD- und PCK-Ratten nach zwei-,
vier- und sechswochiger Versuchszeit als Kontesl__1 oder unter Behandlung mit
SirolimustZ4 .
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4.2.4  Surrogatmarker fur Nieren- und Leberfunktion in Serum und Urin

Einen Uberblick der Serumwerte fur Kreatinin, Haoffs Calcium, Phosphat und Gesamt-
eiweild geben die Tabellen 5a und b. Gemessen am&ezatinin und -Harnstoff ist die
Nierenfunktion der PCK-Ratten mit der der SD-Ratt@mgleichbar. Die Behandlung mit

Sirolimus fuihrte bei beiden Spezies zu keiner §ikpmten Anderung dieser Parameter.

Tabelle 5a: Serumwerte mannlicher Ratten

Kreatinin Harnstoff Calcium Phosphat Ges.-Eiweil3

t [w] T n [mg/dI] [mg/dI] [mmol/l] [mmol/l] [mg/dI]
0 PCK 3] 0,24 +0,11 24,7 +9,7 2,50+ 0,34 2,25+0,39 423+ 7,1
SD 36 0,15 +0,05 23,6 8,3 247+0,22 2,77+0,68 453+ 6,6
2 PCK 5] 0,26+0,02 232+ 34 252+0,11 2,64+043 415+ 9,1
+ 5| 0,16+0,10 29,5+10,8 2,67+0,41 2,47+0,58 44,2+ 56
sp 6| 0,19+0,10 30,6+10,8 2,84+0,13 2,39+0,15 44,6+ 6,7
+ 6| 031+0,17 25,0+ 3,7 3,01+0,30 2,41+0,66 38,9+ 3,7
4 PCK 11| 0,20+ 0,04 32,2+ 8,1 2,58+0,22 2,00+0,42 448+ 74
+ 10( 0,23+0,07 28,3+ 83 2,49+0,18 2,18+0,84 454+10/4
sp 12| 0,21+0,07 37,6 96 258+x0,27 266+0,61 415+ 572
+ 12 0,20+ 0,04 345+ 83 258+0,30 2,58+0,65 40,2+ 3,0
6 PCK 5] 0,16+0,12 422+124 287+0,46 1,80+0,40 52,7+ 11,2
+ 4| 0,22+0,10 44,8+275 284+047 1,76+0,11 56,3+ 10,2
sp 6| 0,24+0,03 26,7+ 64 2,59+0,17 2,14+0,16 54,3+ 4,6
+ 6| 0,23+0,07r 30,4%+123 2,75+0,29 2,05+0,17 42,4+ 4,6
8 PCK 6| 0,20+0,08 424+ 7,7 2,71+046 259+0,37 52,0+ 9,5
+ 5| 0,27+0,07 39,6+x105 2,65%+0,36 2,49+0,33 52,3+ 1,7
sp 6 021+0,06 304 52 243+0,12 3,16x0,40 453+ 7,0
+ 6| 0,23+0,05 34,2+ 52 280+0,35 3,38+1,67 48,6+ 3,2
12 PCK 5| 0,26+0,08 37,6+ 6,3° 258+0,23 2,71+041 39,8+ 3,8
+ 4| 0,37+0,06 44,0+12,7 2,42+0,17 2,96+0,33 46,6+ 5,3
sp 6 031+005 26,1+ 59 266+0,15 2,97+0,28 50,6+ 55
+ 6| 030+x0,08 30,2+114 2,45+0,23 2,66+0,30 49,1+ 4,1

Serumwerte nach zwei, vier, sechs, acht und zwobchEn mit (+) und ohne (-)
Sirolimusbehandlung. Die Zahl der zu den verschiedeZeitpunkten untersuchten Seren pro

Gruppe ist mit [n] bezeichnet. ° p < 0,05 PCK \B; $, Therapie
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Tabelle 5b: Serumwerte weiblicher Ratten

Kreatinin Harnstoff Calcium Phosphat Ges.-Eiweil3

t [w] T n [mg/dI] [mg/dI] [mmol/l] [mmol/l] [mg/dI]
0 PCK 49 0,23 +0,10 27,4 49,4 251+0,25 2,05+0,55 47,3+ 6,9
SD 33 0,17 +0,04 24,7 +7,8 252+0,12 2,47+054 46,7+ 6,3
2 PCK 8| 0,12+0,09 26,1+ 95 2,38+0,39 1,62+0,57 41,4+ 10,0
+ 9| 0,17+0,07 24,1+ 47 243+040 1,87+0,65 44,0+ 9.3
sp 5( 0,17+0,08 28,4+116 2,99+0,25 2,07+0,22 41,6+ 48
+ 6| 0,23+0,11 25,7+ 6,1 2,84+0,15 1,80+0,24 42,1+ 54
4 PCK 14| 0,25+ 0,08 37,7+13,2 2,62+0,22 2,14+0,68 47,8+ 8,2
+ 19 0,23+x0,08 30,1+11,0 257+0,19 1,95+0,73 47,2+ 8,2
sp 11| 0,19+0,04 432+ 7,1 255+x0,26 2,27+£0,87 43,8+ 34
+ 11 0,20x0,04 339z 7,3 254%+0,33 246+0,83 41,7+ 3,0
6 PCK 8] 0,19+0,08 39,2+136 2,75+0,38 1,53+0,24 65,8+ 8,7
+ 8| 0,27+0,18 42,3+18,7 2,85+0,33 1,45+0,30 56,6+ 8,7
sp 6| 027+0,10 33,7+ 87 286+0,14 1,69+0,16 59,4+ 9,0
+ 6| 0,22+0,10 32,7+ 83 249+050 1,76+0,21 48,8+ 7,3
8 PCK 6| 024+0,05 385+ 7,2 280+x032 260+£0,34 581+ 7,2
+ 10( 0,23+x0,07 390 +6,1 296+0,28 2,40+0,34 56,9+ 6,4
sp 6 028+0,10 44,7+ 7,3 266+0,32 3,03+0,63 50,5% 11,0
+ 5| 0,28+0,04 49,6+11,1 2,62+0,22 245+0,25 54,6+ 9,9
12 PCK 8| 0,25+0,08 42,9+ 7,9° 250+0,18 2,12+0,23 51,2+ 8,1
+ 8| 0,28+0,10 33,1 +59* 2,70+0,12 2,23+0,13 54,4+ 7,3
sp 6 034+0,10 27,3x 9,1 2,77+£030 2,37+0,32 57,8+t 64
+ 6| 033+x0,05 300+ 7,1 284%0,28 257+0,54 51,3+ 43

Serumwerte nach zwei, vier, sechs, acht und zwolbchgn mit (+) und ohne (-)
Sirolimusbehandlung. Die Zahl der zu den verschiedeZeitpunkten untersuchten Seren pro
Gruppe ist mit [n] bezeichnet. * p< 0,05 Sirolimus. Kontrolle, ° p < 0,05 PCK vs. SD;
T, Therapie

Die enzymatischen Aktivitdten der TransaminasenAALASAT) bei Versuchsende sind in
Tabelle 6 aufgefthrt.

PCK-Ratten haben deutlich héhere Bilirubinspiedsl $D-Ratten, wobei die Unterschiede
bei den méannlichen Tieren gréRer sind als bei deiblighen Tieren. Dieses gilt auch fir die
Konzentrationen im Urin (Tabelle 7, Abb. 20). Bandménnlichen PCK-Ratten kommt es
unter Sirolimus bereits nach vier Wochen zu eingnikanten Erhéhung des Bilirubins,
speziell des konjugierten (direkten) Bilirubins $erum (Abb. 21). Dieser therapieabhéngige
Anstieg ist, wenngleich nicht signifikant, auch den weiblichen Tieren zu beobachten.
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Die mittleren Gallensaurespiegel therapierter mahatr PCK-Ratten sind nach zwolf-
wochiger Versuchsdauer signifikant hoher als in Kientrollgruppe (Abb. 22). Die nach der
Halfte und am Ende der Versuchzeit bei behand@@nund PCK-Ratten bestimmten Siro-
limusspiegel liegen zwischen 0,1 und 3,6 ng/dl dadit in einem Bereich, der sehr gut mit
anderen Tierversuchen vergleichbar ist. Bei den fRaken kommt es unter Therapie mit
Sirolimus, unabhangig von dessen Konzentration @m®, zu einer Cholestase mit Anstieg
der Gallensauren und signifikanter Erh6hung deisuBiins im Serum (Abb. 23).

Tabelle 6: Enzymatische Aktivitdten der Transaminasn (ALAT, ASAT) im Serum

Mannchen Weibchen
t [w] T | n ASAT[U/I | ALAT[U/] | n ASAT [U/l] | ALAT [U/l]
0 PCK 16 148 + 38 108 + 5 37 116 + 24 82 + 17
SD 28 108 + 19 78 + 27 27 105 # 16 73 £ 20
4 PCK 5 266+ 50 60+ 9 8 296+ 87° 65+ 11
+| 5 286+ 53 65 + 25 9 372+ 180 69+ 21
SD - 6 260+ 112 44 + 17 5 417+ 93 71+ 32
+] 6 321+131 63+ 13 6 221+ 65*| 55+ 17
8 PCK 6 382+ 106 92 + 96 6 508+ 219 73+ 8
+| 5 390+ 125 68 + 46 10 521+ 212 89+ 28
SD -1 6 291+ 67 42 + 12 6 305+ 74 61 + 31
+| 6 360+ 127 58+ 17 5 224+ 19 33+ 2
12 PCK 6 291+ 82 66 + 20° 8 437+ 79° 67 + 25
+| 4 477+ 73*| 63 +17 8 579+ 211 80+ 14
sD -1 6 187+ 73 43 + 11 6 330+ 75 72 + 49
+| 6 307+ 32 58 + 17 6 247+ 43 61 + 45

Aktivitaten von ASAT und ALAT nach vier, acht unavalf Wochen mit (+) und ohne (-)
Sirolimusbehandlung. Die Zahl der zu den verschiedeZeitpunkten untersuchten Seren pro
Gruppe ist mit [n] bezeichnet. * p < 0,05 Kontrolle. Sirolimus; ° p < 0,05 PCK vs. SD; T,
Therapie
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Tabelle 7:

Konzentration des indirekten und Gesamthirubins in Serum und Urin

Méannchen Weibchen Méannchen Weibchen
Bilirubin [mg/dl] im Serum Bilirubin [mg/dl] im Urin
t [w] T|n gesamt n indirekt | n gesamt | n indirekt gesami n indireldt n gesamt n indirekt
0 PCK 12 0,78+04 8 059+04 29 084+0]3 16 058 +0,3 30 2,98t 30 2,37 +0,7| 47 3,16 +1,0 47 253 +1,0
SD 24 105+0,3] 23 065+04 27 097 +0|3 26 064 +0,4 31 15062028 0,89 +0,5{ 28 1,25 +0,4° 28 0,82 +0,6°
4 pcK 5 055+01| 8 047+013 8 065+0B 8 05504 5 186 +03 56KxH0D3| 8 2,88+12( 8 242 +13
+| 5 261+149 9 123+06f 9 0,62 +0,3 9 046 +t0p 5 297 +(Q7* 552+057 9 304+08f 9 26008
sb -1 6 058+04| 5 066+05 5 057+0p5 5 03202 5 210+0,7 5 H®EM6| 5 169+03[ 5 1,27 £0,2
+| 6 044 +029 6 048+02 6 07304 6 069 +04 6 217 +0.4° 6651+04° 6 185 +0,2f 6 1,36 +0,2°
8 pcK 6 070+03| 6 046+02 6 081+0B 6 06503 5 329+43 592MU3| 6 205+10f 5 1,71 +11
+| 5 348+144 10 1,62 +0,5¢ 10 1,06 +0,4 10 066 +0[3 5 3,27 +215 197 +22| 10 3,01 +2, 10 2,40 +1,7
sb -] 6 055+01| 6 052+014 6 063+01l 6 059+0/1 6 23005 6 H8B4| 6 297 +20[ 5 1,93 +0,7
+| 6 058+037 5 051+03 5 060+x0Q 5 052+0[1 6 200+06 673+05|] 5 156+05 5 135+04
12 PCK 6 0,71 +01 8 0,61 +0,2 8 122+0p 8 08003 5 221+p8 P3K08| 7 2,35+12 7 165+13
+| 4 503+309 8 1,76 +0,7F 8 1,37 +0,4 8 0,77+04 4 920+49 43%b+41| 8 384+16] 8 291 +1,6
sb -1 6 086 +02| 6 080+024 6 084+03 6 079+013 6 180+03 6 HABR3| 6 1,32+03[ 6 1,09 +0,3
+| 6 122+069 6 116 +0§ 6 10704 6 101+05 6 153+06° 6261+05° 6 149 +03f] 6 1,31 +0,3°

Konzentrationen von Bilirubin (gesamt und indirekt)Serum und Urin nach vier, acht und zwd6lf Wochah (+) und ohne (-) Sirolimus-
behandlung. Die Zahl der zu den verschiedenen Jgiten untersuchten Proben pro Gruppe ist mit gzZeichnet. * p < 0,05 Kontrolle

vs. Sirolimus; ° p < 0,05 PCK vs. SD; T, Therapie
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Abb. 20: Mittlere Urinkonzentration des direkten Bilirubins

Mittlere Urinkonzentrationen des direkten Bilirubirm Urin mannlicher (A) und weiblicher
(B) SD- und PCK- Ratten nach vier-, acht- und zwélhiger Versuchszeit als Kontrolltier
[_] oder unter Behandlung mit Sirolim#Z4 . * p< 0,08Bmnus vs. Kontrolle; ° p < 0,05
PCKvs. SD
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Abb. 21: Mittlere Serumkonzentration des direkten Blirubins

Mittlere Konzentrationen des direkten Bilirubins &erum mannlicher (A) und weiblicher
(B) SD- und PCK- Ratten nach vier-, acht- und zwélhiger Versuchszeit als Kontrolltier
[_1 oder unter Therapie mit Sirolim&Z4 . * p< 0,05 8imus vs. Kontrolle; ° p< 0,05
PCK vs. SD
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Abb. 22: Gallensauren im Serum

Mittlere Konzentrationen der Gallensduren im Serom@nnlicher (oben) und weiblicher
(unten) SD- (A, C) und PCK-Ratten (B, D) bei Veissiceginde= bzw. nach vier-, acht-
und zwdlfwdchiger Versuchszeit als Kontrolll__]  epdinter Therapie mit SirolimZZ4

4w

* p< 0,05 Sirolimus vs. Kontrolle; ° p< 0,05 PCK\&D

Direktes Bllirubin [mg/dl]

Abb. 23: Direktes Bilirubin in Abhangigkeit von der Sirolimuskonzentration im Serum

Einzelwerte mannlicher (A) und weiblicher (B) SOve(i3) und PCK-Ratten (schwarz) bei
Versuchsende. Die Dauer der Behandlung wurde lesediDarstellung nicht beriicksichtigt.
Die Normalbereiche der direkten Bilirubinwerte (MMVSD) der jeweiligen Kontrollgruppen
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4.3 Mikroskopische Untersuchungen an Nieren und Ledrn
4.3.1  Histologische Beurteilung von Nieren und Lelve

Die mikroskopischen Bilder der Nieren bestatiges miakroskopischen Befunde (Abb. 24).
Die renalen und hepatischen Veranderungen wareddrePCK-Ratten relativ mild und bei
mannlichen und weiblichen Tieren vergleichbar apsigt. Die Grol3e der Nierenzysten war
in Papillenndhe maximal und nahm in Richtung Koriéx Haufig waren schmale, stral3en-
artige Regionen beginnender Zystenbildung zu findén sich radiar vom Kortex bis in die
Medulla zogen. Die fibrotischen Areale waren um glié3eren Zysten herum am starksten
ausgepragt.

Kontrolle 6\ Sirolimus Kimalle 9 Sirolimus

PCK

4w

SD

PCK

12w

SD

Abb. 24: Masson-Goldner gefarbte Nierenquerschnitteon SD- und PCK-Ratten
Makroaufnahmerreprésentativer transverser Nierenpraparate mawamlifinks) und weib-
licher (rechts) SD- und PCK-Ratten nach vier- (ABd zwdolfwochiger (C,D) Versuchszeit
als Kontrolltier bzw. unter Therapie mit Sirolimus.
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In der Leber erfolgte die Ausbreitung der Fibraaméllar um die zystisch erweiterten Gallen-
gange herum. Es fand sich keine fur eine Lebesethypische portoportale Septierung. Die
Auspragung von Zysten und Fibrose in Niere und Léledandelter und unbehandelter PCK-
Ratten ist in Abb. 25 zusammengefasst.
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Abb. 25: Mittlere relative Zysten- und Fibroseflache in Niere und Leber der PCK-
Ratten

Prozentuale Flachenanteile von Zysten und Fibrosdes gesamten Organflache in Leber
und Niere mannlicher (m) und weiblicher (w) PCK-Rat nach vier-, acht- und
zwolfwochiger Versuchszeit als Kontrolltil_]  odemter Therapie mit SirolimubZZ

* p < 0,05 Sirolimus vs. Kontrolle

4.3.2 Nachweis von BrdU als Marker der Zellprolifeation in der Leber

Sowohl bei den SD- als auch bei den PCK-Ratten ninnder Leber die Anzahl BrdU-
positiver Zellkerne mit dem Alter ab, sie ist abeir PCK-Ratten stets hoher als bei den SD-
Ratten. Bei SD-Ratten beeinflusst Sirolimus dielgfeliferation in der Leber nicht. Im
Gegensatz dazu zeigen sich bei den behandeltenlioiiam PCK-Ratten tber die gesamte
Versuchszeit mehr BrdU-positive Zellkerne in debéeals bei den unbehandelten. Bei den
weiblichen PCK-Ratten ist dieser Effekt nur schwaakgepragt (Abb. 26).
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Abb. 26: Mittlere Anzahl BrdU-positiver Zellkerne pro Gesichtsfeld in der Leber

Mittlere Anzahl BrdU-positiver Zellkerne pro Gesisfeld in der Leber méannlicher (A) und
weiblicher (B) SD- und PCK-Ratten nach vier-, adlmtd zwdlfwochiger Versuchszeit als
Kontrolltier ] oder unter Therapie mit SirolimfZ4 ° p < 0,05 PCK vs. SD

4.3.3 Immunhistochemische Nachweise von p-Akt, p-ndR und p-S6Kinase

In den Nieren der PCK-Ratten ist die immunhistocisehe Farbung mit einem Antikdrper
gegen phosphoryliertes Akt deutlich starker alslém Nieren der SD-Ratten. Das Antigen
findet sich in allen fiir die Auswertung beurteilt®areichen der Niere (Parenchym, Bereiche
beginnender Zystenbildung und Zystenepithelien)neseAuspragung nimmt mit fort-
schreitendem Alter der Tiere ab. Wie anzunehmendgti sich p-Akt entsprechend seiner viel-
faltigen Funktionen nicht ausschlie3lich in den delen, in denen auch phosphoryliertes
MTOR exprimiert wird. Vor allem im Papillenbereisind haufig bei PCK-Ratten, aber auch
bei SD-Ratten intensiv gefarbte Sammelrohre zurséhieb. 27).

Im Vergleich zu gesunden SD-Ratten lasst sich pgrstiertes mTOR in den Nieren der
PCK-Ratten in allen untersuchten Arealen deutlicgh#azellular nachweisen. Insbesondere
in gesunden bzw. in geringfligig erweiterten Tuldindet sich bei den PCK-Ratten eine
kraftige Expression des Antigens.

Bei PCK-Ratten ist in der Niere die phosphorylie®-Kinase immunhistochemisch
nachweisbar. Nach achtwochiger Versuchszeit sindParenchym der Nieren behandelter
PCK-Ratten vergleichsweise starkere Signale alsitiegéhandelten Tieren zu sehen.

Die Expression des Antigens in den Zystenepithelied Regionen beginnender Zysten-
bildung ist nach achtwdchiger Versuchszeit am hi&gchsind nimmt dann wieder ab. Im
Gegensatz zum Parenchym ist sie hier bei den ncdremli Tieren starker ausgepragt als bei
den weiblichen Tieren. Bei den SD-Ratten hingegggen sich in der Immunhistochemie der
Niere Uberwiegend sehr schwache Signale fir dié-gi8ase, die sich unter Behandlung mit
Sirolimus nicht regelhaft &ndern.
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Abb. 27: Immunhistochemisch dargestellte Expressiomon p-Akt, p-mTOR und p-S6K
Masson-Goldner-gefarbte Ubersichtsaufnahmen (A)) 26xd Detailaufnahmen (200x) der
immunhistochemisch dargestellten Expression vonspharyliertem Akt (B), Phospho-
MTOR (C) und Phospho-S6K (D) in Nierenpraparatenmiénher PCK- und SD-Ratten nach
zwolfwdchiger Versuchszeit als Kontrolltier bzw.tenBehandlung mit Sirolimus.
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5 Diskussion

Polyzystische Nierenerkrankungen sind genetiscarbgéne Erkrankungen, die samtlich auf
Mutationen zilienstandiger Membranproteine zurUdlébkren sind. Im Mittelpunkt dieser
Arbeit steht die autosomal rezessive polyzystigdieenerkrankung, die sich insbesondere
im Kindesalter manifestiert und sowohl Nieren aigla Leber betrifft. Ein wesentliches
Charakteristikum der ARPKD, aber auch anderer gédibien, ist der progrediente Verlust
der Organfunktion durch ungehemmte Proliferation Zgsten mit fibrotischem Umbau des
Parenchyms. Daraus wurden in der Vergangenheithiedene Konzepte zur Hemmung
dieser Vorgange entwickelt, die sich in vielerlainRten an onkologischen Behandlungs-
protokollen orientierten. In diesem Zusammenhamgl sie Hemmung von EGF-Rezeptor
und/oder Tyrosinrezeptor-Kinasen zu nennen (Toetesd. 2004; Wilson 2004; Sweeney

al. 2008) (Abb. 28).
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Abb. 28: Schematische Darstellung pharmakologischeAngriffspunkte zur Therapie
der ARPKD und ADPKD (Torres et al. 2004)

Leider erwiesen sich diese Ansatze als wenig eadal. Auch heute ist die

Organtransplantation die einzig kausale Therapredi@ ARPKD. Da weder Gen- noch
Stammzelltherapie praktikabel erscheinen, weil Elilerankung bereits pranatal beginnt und
mehrere Organe betrifft, richten sich die Bemuhungein im Wesentlichen darauf, die
Progredienz zu verlangsamen. Ein zentraler ReguléatdNachstum und Proliferation ist die
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Proteinkinase mTOR, die zudem selektiv durch Ragam{Sirolimus) gehemmt werden
kann. Tatsachlich haben sich Sirolimus und seinsvBXe bereits in zahlreichen Nagetier-
modellen der ADPKD als effektiv erwiesen (Shillingd et al. 2006; Wahlet al. 2006; Wahl
et al. 2007; Harriset al. 2009). Auch in ersten klinischen Studien der ADPEthien sich
dieser Effekt zunachst zu bestéatigen (Walz 2006tiBelli et al. 2010; Walzet al. 2010).

Sirolimus inhibiert auf molekularer Ebene direke dVirkung von mTOR, welches erheb-
lichen Einfluss auf Zellwachstum und Proliferatibat (Inoki et al. 2005). Diese Protein-
kinase ist mit zahlreichen in das Zellwachstum imesten Signalwegen verschaltet; ihre
aberrante Aktivierung konnte im Zusammenhang nlittetn malignen und benignen Prozes-
sen nachgewiesen werden (Reileigal. 2006; Wanget al. 2006; Wullschlegeet al. 2006).
Die Stimulation der Proteinsynthese erfolgt datieridie S6-Kinase, einem direkten Substrat
von mMTOR. Im phosphorylierten Zustand nimmt die Ki6ase Einfluss auf die Trans-
lationskapazitat der Zelle (Hay al. 2004).

Wenngleich ARPKD und ADPKD sich geno- und phanaghistark unterscheiden, sind sie
doch beide Ziliopathien. Es konnte sogar nachgewieserden, dass die bei der ARPKD
(FPC) und bei der ADPKD (PC-1 und PC-2) mutierteenilbranproteine interagieren (Kieh

al. 2008a; Kimet al. 2008b; Hildebrandét al. 2011). Dartber hinaus konnte eine von unserer
Arbeitsgruppe durchgefuhrte Untersuchung an areftisn Nierengewebe von Patienten mit
klinisch und genetisch gesicherter ARPKD Anhaltdgeandafir liefern, dass die mTOR-
Signalkaskade in diesem Gewebe stark aktivie(Fistheret al. 2009).

Diese Erkenntnisse fiihrten zu der Hypothese, d@sidibition von mTOR mit Sirolimus
auch bei der ARPKD eine therapeutische Option didirsDaher wurde in der vorliegenden
Studie der zeitabhangige Einfluss einer Sirolimbhsipellung auf den Krankheitsverlauf bei
der PCK-Ratte untersucht. Diese Ratte ist ein ¢toges Tiermodell der humanen ARPKD:
Sowohl der hepatische als auch der renale Phamsitygt dem humanen vergleichbar. Damit
ist die PCK-Ratte deutlich besser als andere Tidet® fur Therapiestudien zur ARPKD
geeignet (Katsuyamet al. 2000; Masyulet al. 2003; Masyulet al. 2004).

In der Literatur sind an diesem Tiermodell versdhige therapeutische Ansatze beschrieben,
die entweder auf der Inhibition von Rezeptortyrkgiasen (EGFRs) oder des cAMP zur
Normalisierung der intrazellularen Calciumhoméostagruhen (Tabelle 8). Damit konnte
der Krankheitsprogress nur in der Leber (Inhibitides EGFR) oder nur in der Niere
(Inhibition von cAMP), nicht aber in beiden Organmigleich aufgehalten werden (Gattone
et al. 2003; Masyulet al. 2003; Torrest al. 2004; Satat al. 2006).

In unserer Studie wurde an 81 PCK- und 70 SD-Rat@mEinfluss einer vier-, acht- und
zwolfwdchigen Behandlung mit Sirolimus auf die Emlung von Korpergewicht und
Korperlange, Serumparametern, Nieren- und Leberjgvsowie auf die Entwicklung von
Zysten und Fibrose in Leber und Niere der PCK-Ratt&ersucht.

a7



Tabelle 8: Ergebnisse vergleichbarer Studien am PCiermodell

. Medikation Dauer rel. Organgewicht rel. Zystenflache  [%] rel. Fibroseflache [%]
Studie [mgrkg KG/d] (LW-  KG]g] [%]
9’9 LW) Niere Leber Niere Leber Niere Leber
Torres | EKI-785 i.p. 3-10
2003 0 365+36 15+03 55+04 20858 6,0+09 24+03 5608
90 318 +18 28+0,1 62+05 35758 49+11 45+15 5117
EKB-569 i.p. 3-10
0 299+34 15+02 4503 22681 6514 1105 7315
20 290+67 1601 50+03 24352 4907 1,7+x08 7,620
EKB-569 p.o. 3-10
0 351+16 1604 51+03 29.0+x12,7 5620 10x13 52=%15
5 35726 1603 52+04 33232 5819 10+08 4220
10 338+40 1603 54+0,7 348+10,1 4416 15%0,7 4531,
20 342 £25 1,7+02 55+%03 34926 4210 12+04 4008
Gattone | OPC 31260 p.o.*
2003 0 32835 1,503 nd 24,9 9,0 nd 0,8 £0,7 nd
0.05 328 £26 1,1+0,2 o 14,8 7,2 h 0,7+0,3 h
0.1 272 £40 1,0zx0,1 14,1 %79 04 +0,1
Sato Gefitinib i.p. 3-10
2006 0 321+7 10+01 41+0,1 23.0+2,0 7,927 nd
2 308 +11 1,0+0,2 45+0,7 23.0%,0 6,7+1,6 o
10 3105 10+01 43+01 27070 4,1+13*
Wang R-568 p.o.* 3-10
2008 0 340£19 2,003 nd 22,7 5,4 nd 45+ 1,7 nd
0.05 330£20 2,0+0,2 h 20,2 45,5 o 22+0,9 o
0.1 299 £27 1,9 +£0,21 20,9 42,3 16+04
Sweeney| SKI 606 i.p. 1-13
2008 0 388+40 15+0,1 48+0,7 30,9+11,0 nd. n.d.
30 375+18 1,1+03 40+0,6 148 %0
Park HET-0016i.p.  4-8
2009 0 38412 13+00 58=x0,2 n.d. n.d.
10 362+ 7 10+00 5,003
Renken | Sirolimus p.o. 5-13
2010 0 391+£39 16402 52=+12 206+98 42+15 87+30 5115
2 381+16 1,5¢+0,2 5306 11,2+6,2 4610 7320 58=x29

* Prozent im Futter; LW, Lebenswoche; EKI-785 unbB=569 (=Pelitinib) und Gefitinib

sind Inhibitoren der EGFR-Tyrosinkinase; OPC 31280ein Vasopressin V2-Antagonist,
R-568 ist ein Calcimimetikum, das die Sensitivitits Calcium-Sensing-Rezeptors in der
Nebenschilddrise stimuliert; SKI 606 (=Bosutini&t) @in Src-Kinase-Inhibitor; HET-0016 ist
ein Inhibitor der 20-Hydroxyeicosatetraenséaure (HE®ynthase. Dargestellt sind aus-

schlie3lich Ergebnisse mannlicher Individuen.
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Der auffalligste Unterschied zwischen den Ausgaefysitlen unserer und aller in der Tabelle
aufgelisteten Daten betrifft die renale Fibroseed®i ist bei unseren Tieren mit ca. 9%
relativer Fibroseflache mindestens doppelt so Hoh. im Extremfall sogar zehnmal héher
als in anderen Studien, wahrend die Nierenfunkig@messen an Kreatinin und Harnstoff im
Serum, vergleichsweise gut erhalten ist. Die deluttiusgepragtere Fibrose unserer unbehan-
delten Tiere weist auf einen friihen und schweré&mmkheitsverlauf hin. Sie kénnte darauf
zurtckzufiihren sein, dass die hier eingesetzte R@#e und die in den amerikanischen
Studien verwendeten PCK-Ratten sich bereits auséarantwickelt haben. Die Mannheimer
Kolonie, aus der wir unsere Versuchstiere bezogameih, wurde vor einigen Jahren mit
einigen wenigen Zuchtpaaren aus Amerika aufgelbaaiist damit eine isolierte Population.

Bei Ratten mit diabetischer Nephropathie konnteemgzwerden, dass die Blockade der
MTOR-Kaskade mit Sirolimus initiale Parenchymsciméderbessert (Lloberagt al. 2006).

Es ist sehr plausibel, dass die bei den hier wntaten Tieren sehr ausgepragte Fibrose durch
Sirolimus nicht mehr beeinflussbar ist. Auch digiah erwéahnten klinischen Studien Uber die
Therapie mit Sirolimus und seinen Derivaten bei ADPPatienten legen nahe, dass bei
Patienten mit einer bereits zu weit vorangescimte zystischen Nierenerkrankung durch
Blockade der mTOR-Kaskade zwar eine Reduktion dereNgréfie, jedoch keine Verbes-
serung der Funktion erreicht werden kann (k. 2010; Watnicket al. 2010) (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ergebnisse klinischer Studien zur Therapie der ADPK mit Sirolimus

. n t .
Studie [Mon] Ergebnis
. Nierenvolumen: keine Vorteile gegentber Placebo,

Perico 2010 21 6 Zystenvolumen: Stabilisierung im Vergleich zu Plaxe

Ponticelli 2010 25 6 keine Verbesserung der GFR

Serra 2010 100 18 gleiche Volumenzunahme der Nieren in Therapie- und
Kontrollgruppe
Im ersten Jahr: verlangsamte Zunahme des Niereneols, danach

Walz 2010 433 24 kein Unterschied zu Kontrollgruppe, keine Verbessgrder GFR

Es wird angenommen, dass der initial beobachtesitiyp® Effekt auf die Nierenfunktion
durch das Schrumpfen der Zysten mit konsekutiverckentlastung des tbrigen Parenchyms
entsteht. Langfristig kdnnten mTOR-Antagonisteroddie im verbliebenen Nierengewebe
einsetzende kompensatorische Hypertrophie der Gldmend die forcierte glomeruléare Fil-
tration inhibieren, so dass die Nierenfunktion eedbnimmt oder zumindest nicht verbessert
werden kann (Pericet al. 2010; Ponticellet al. 2010; Serrat al. 2010; Walzet al. 2010).
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Auch wenn die bekannte Aktivierung pathogenetistbvanter Proteine der mTOR-Kaskade
in den Nieren aller in dieser Arbeit untersuchtgdKFRatten und in einer reprasentativen
Auswahl von SD-Rattennieren nachgewiesen werdentkphat sich die Sirolimustherapie in
der hier vorliegenden Studie hinsichtlich einer bémserung des renalen oder hepatischen
Phanotyps als ineffizient erwiesen. Vielmehr mudsttgestellt werden, dass Sirolimus vor
allem bei mannlichen PCK-Ratten zu schweren hegais Nebenwirkungen fihrte.

Wahrend die SD-Ratten diesbeziglich unaufféllighein, kam es bei den PCK-Ratten unter
Therapie mit Sirolimus zu einer Cholestase mit Agstder Gallensauren und signifikanter
Erh6hung des Bilirubins im Serum, und zwar unablgingn der Serumkonzentration des
Sirolimus. Dies lasst vermuten, dass die fibrozg$ie Lebererkrankung der Tiere zu einer
verminderten Toleranz putativer Nebenwirkungenldesunsuppressivums fihrt. Mannliche
PCK-Ratten sind dabei offensichtlich noch wenigés weibliche Tiere in der Lage,
medikamentds bedingte Irritationen des Gallestatfvgels zu kompensieren, ohne dass bei
ihnen, gemessen an den untersuchten Parameteren#ishe und Fibroseflache, eine
schwerere Auspragung des hepatischen Phanoty@gvorl

Die Leberenzyme ALAT und ASAT waren bei den PCKiBatweder in der Therapie- noch
in der Kontrollgruppe wesentlich héher als bei @&nhRatten. Dieses Ergebnis deckt sich mit
den bekannten Charakteristika der humanen ARPKDddrees Ublicherweise nicht zu einer
Erh6hung der Leberenzyme im Serum kommt (Zeetesd. 2003; Gunay-Aygun 2009). Es
lag somit offensichtlich eine isolierte Storung @&lleflusses vor.

Der Gallefluss wird in eine gallensalzabhangige umdaabhangige Fraktion unterteilt. Der
gallensalzunabhangige Gallefluss wird hauptsachtialch ATP-abhéangige Sekretion von
Glutathion angetrieben. Von einer Behandlung mitol®nus bleibt die Synthese von
Glutathion zwar unbeeinflusst, die mMRNA fir Mrp2nd kanalikularen Transporter, tber den
Glutathion in die Galle ausgeschieden wird, nimedoch geringflgig ab (Bramowt al.
2001). Da Mrp2 daruber hinaus auch als Transpatiegrser Metaboliten der Phase-II-
Reaktion, darunter Glutathion-Konjugate und direktBilirubin, fungiert, konnte die
Herunterregulierung der Mrp2-Funktion zu einer Akluation potentiell toxischer
Metabolite und zur Cholestase flhren.

Sowohl bei Menschen als auch bei Ratten wird Smoé Uber die CYP3A-Familie
metabolisiert (Sattleret al. 1992). Im Tierexperiment reduzieren sich die MRNA-
Konzentrationen von CYP3A9, 1A2 und 2E1 nach GalreSirolimus.

Dies kann zur Folge haben, dass die Synthese deseRkMetaboliten und konsekutiv die
Beladung kanalikularer Transporter mit MetabolisdBmehmen, so dass es trotz regelrechter
Glutathionsynthese zu einem verminderten Gallefkassmen kann (Bramowt al. 2001). In
einer Studie mit mannlichen Wistar-Ratten konnteegg werden, dass eine zweiwdchige
Behandlung mit Sirolimus (1 mg/kg KG/d p.o.) denli€fuss um zehn Prozent verringert,
wahrend sich die Serumkonzentrationen der Galleasatler des Bilirubins nicht oder nur
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wenig andern (Deterat al. 2002). Eine einmalige i.p.- Injektion mit 6 mg/kg> Sirolimus
hingegen verringerte den Gallefluss um 50% (Dedieas 2001).

Die mittlerweile abgeschlossenen klinischen Studieer den Einsatz von mTOR-Inhibitoren
bei ADPKD-Patienten liefern keinen Hinweis auf eitieerapieassoziierte Cholestase. In
einem (leber-)gesunden Organismus mag Sirolimwsratht zu einer Cholestase fihren - es
ist aber durchaus vorstellbar, dass sie bei ARPkieRten auftreten kdonnte, da hier der
hepatobiliare Phanotyp Ublicherweise deutlich gdusgepragt ist als bei der ADPKD.

Auffallig ist auch, dass samtliche Todesfalle im @herapiegruppe der PCK-Ratten auftraten.
Diese signifikant hthere Mortalitéat erkrankter Bamter Sirolimustherapie wird in einigen
vergleichbaren Studien mit Han:SPRD-Ratten bestéfigo et al. 2005; Wahlet al. 2006;
Zafar et al. 2009). Die in diesen Studien mit Sirolimus theeaign Tiere zeigten vor ihrem
Tod keine Auffalligkeiten beziglich ihres Aussehedsr Koérpergewichts. Allen PCK-Ratten
in der vorliegenden Studie hingegen war gemeins das vor ihrem Tod ein struppiges
Aussehen hatten und kontinuierlich an Gewicht verlo Allerdings waren diese Anzeichen
nicht so stark ausgepragt, dass sie eine vorzéitigeng der Tiere (und damit die Gewinnung
von Untersuchungsmaterial) gerechtfertigt hattes.bkeibt daher offen, woran die PCK-
Ratten in unserer Studie genau verstarben. EinelichégUrsache ist eine exazerbierte
Cholestase (s.0.).

Sowohl bei PCK- als auch bei SD-Ratten kam es urtterapie mit Sirolimus zu einer nicht
signifikanten Reduktion des Kérpergewichts, bei dRPK-Ratten auch zu einer Reduktion
der mittleren Korperlange. Dieses Ergebnis wirchinsichtlich der Behandlungsdauer und
-dosis vergleichbaren Studien mit Han:SD-Ratteridbigs (Taoet al. 2005) bzw. widerlegt
(Wahl et al. 2006). Bei Han:SPRD-Ratten kam es unter LangZeathélung mit Sirolimus
(0,2 mg/kg KG/d i.p., Behandlungsdauer 48 Wochem)emer signifikanten Gewichts-
reduktion (Zafaret al. 2009). In Langzeitstudien mit nierentransplangierErwachsenen und
Kindern ist diese unerwinschte Wirkung des Siroimmicht aufgetreten (Ettenget al.
2001; Tejankt al. 2004).

Die unter Therapie mit Sirolimus signifikant héherelativen Lungengewichte bei den PCK-
Ratten, die sich tendenziell auch bei den SD-Ratteigten, kdnnten ein Hinweis auf
entziindliche Prozesse oder Hamorrhagien sein. Dierstitielle Pneumonitis ist eine
bekannte und haufige Komplikation der Sirolimustpée bei transplantierten Patienten
(Morcoset al. 2011; Leest al. 2012).

Die Therapie mit Sirolimus hatte weder bei PCK-md®i SD-Ratten einen signifikanten
Einfluss auf den Blutdruck. In einer Langzeitstud3 Wochen) mit Han:SD-Ratten als
Tiermodell der ADPKD hingegen konnte unter Therapie Sirolimus (0,2 mg/kg KG/d i.p.)
eine signifikante Reduktion des mittleren Blutdrsigkreicht werden (Zafat al. 2009). Die
im vorliegenden Versuch gemessenen BlutdruckwesteSD-Ratten stimmen gut mit den
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Daten anderer Arbeitsgruppen zur Auswirkung einesli§wustherapie bei gesunden Ratten
Uberein (Nielsemt al. 2003).

Bei den mit Sirolimus therapierten SD-Ratten zeigieh keine Anderung des relativen
Nierengewichts, wahrend bei den PCK-Ratten einetlidea, nach zwdlf Wochen bei
mannlichen Tieren auch signifikante Reduktion dieBarameters erreicht werden konnte
(22,7% im Vergleich zur Kontrollgruppe). Die an @mkreatinin und -harnstoff gemessene
Nierenfunktion verschlechterte sich jedoch bei deinnlichen PCK-Ratten durch die Gabe
von Sirolimus leicht, wéhrend die der weiblichenkRRatten konstant blieb.

Das Wachstum der Zysten und/oder die ProgressioRideose blieben von der Behandlung
unberthrt. In einer vorangegangenen Studie mit SRRD-Ratten rief eine vergleichbare
Verabreichungsform und -dosis eine signifikante ukéidn des Nierengewichts und des
Nierenzystenvolumens hervor. In derselben Studigl/anhand eines Western Blots gezeigt,
dass durch Sirolimus der relative Anteil der phasplierten (aktivierten) an der gesamten
S6-Kinase in den Nieren reduziert werden konntehMgiaal. 2006). Auch in unserer Studie
fanden sich in der immunhistochemischen Darstelldeg mTOR-Signalkaskade in den
Nieren der PCK-Ratten starkere Signale fur p-AkinpPOR und p-S6-Kinase als in den
Nieren der SD-Ratten. Bei den SD-Ratten flihrteB#ieandlung mit Sirolimus nicht zu einer
Veranderung des schwachen bis negativen Signals.

Entgegen der Erwartungen fuhrte die Inhibition d€FOR-Aktivitdt mit Sirolimus jedoch
auch bei den PCK-Ratten nicht zu einer vermindem@®R-spezifischen Phosphorylierung
der S6-Kinase in der Niere. Paradoxerweise fandgm rsach achtwdchiger Behandlungs-
dauer im gesunden Nierenparenchym sogar starkeyeal8i als in der Kontrollgruppe,
wahrend sich in den Zystenepithelien und den Regidreginnender Zystenentstehung keine
regelhafte Anderung des p-S6-Kinasesignals abzetehRarallel dazu kam es unter Therapie
mit Sirolimus, gemessen an der Zahl BrdU-positiZetlkerne, auch zu einer gesteigerten
Proliferation in der Leber. Es ware somit denkldass die Aktivierung der S6-Kinase bei den
PCK-Ratten auch Uber andere Signalmolekiile alsndi®R-Proteinkinase erfolgen kann.
Diese kdonnten nach mTOR-Inhibition im Sinne eineb®und-Phanomens ,einspringen®, die
nachgeschalteten Effektoren aktivieren und so dasha&tum der Zysten aufrecht erhalten
bzw. die Proliferation sogar steigern (Renkeal. 2010).

Sowohl die eukaryotischen Initiationsfaktor 4E-l@nden Proteine als auch die S6-Kinase
sind der Proteinkinase mTOR nachgelagerte Schlgsgeatoren der Translation. Eine Akti-
vierung dieser Signalwege erfordert die Bildung d€BOR-raptor-Komplexes (mMTORC1),
dessen Aktivitat durch Sirolimus inhibiert wird. IBegensatz dazu ist der aus mTOR und
rictor bestehende mTORC2-Komplex fur die Aktiviegumon Akt zustandig. Erst kirzlich
konnte gezeigt werden, dass die Sirolimuskonzeotradlie fir eine Blockade der den jeweil-
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igen Komplexen nachgeschalteten Signalkaskadenemaligy ist, sich um mehrere GroRRen-
ordnungen unterscheidet (Fosteal. 2009).

Auch wenn noch nicht abschlielBend geklart werdemtey ob die Aktivitat von mTOR fur
die Phosphorylierung der S6-Kinase erforderlichustd die mTOR-spezifische Aktivierung
der S6-Kinase fiur die Einschéatzung der Effizienmeei Sirolimustherapie herangezogen
(Wahl et al. 2006; Chocet al. 2009; Zafaret al. 2009). Unabhéngig davon ware es moglich,
dass eine Blockade von mTOR durch Sirolimus mitskedmtiver Unterdrickung der S6K-
Aktivitat zu einer verminderten Inhibition der Insulike Growth-Factor Kaskade fiihrt und
sekundar die Aktivierung von Akt stimuliert. Wekeinteraktionen zwischen den mTORC1-
und mTORC2-Signalkaskaden sind denkbar. Demnacht&irdie in dieser Studie beobacht-
eten eher marginalen Auswirkungen auf die Phospieomng der S6-Kinase im Zusammen-
spiel mit den starken Signalen fur phosphorylieA&s ein Hinweis flr alternative Aktivier-
ungswege sein.

Abgesehen von einer bereits vor Beginn der Therapier ausgepragten Nephrofibrose
konnen weitere Grinde fir den ausgebliebenen thetisphen Effekt von Sirolimus in
Betracht gezogen werden: Die Art der Therapie kérninaddquat und/oder die Dosierung
unangebracht niedrig gewesen sein. Wie zuvor b, wurde Sirolimus Gber das Trink-
wasser verabreicht um den Behandlungsstress der Tiere zu minimierertadgiéche intra-
peritoneale Injektionen Uber vier Wochen oder lamgeht praktikabel sind unid) konstante
und nicht fluktuierende Serumspiegel zu erreich®al{l et al. 2006). Die im Rahmen dieser
Studie erreichten Serumkonzentrationen von Sirdimaren jedoch nicht nur unter PCK-
und SD-Ratten, sondern auch mit denen vorangegengundien vergleichbar (Wakt al.
2006).

Der enorme Anstieg der Serumkonzentration von wiim bei mit Sirolimus behandelten
Ratten und der unerwartete Tod bei finf von 46 beébken Tieren sprechen gegen eine
Dosissteigerung in diesem Modell. Andererseits ktnuiese Nebenwirkungen als Indi-
katoren fur eine erfolgreiche Aufnahme des Medikatimeaufgefasst werden. Folglich ist
davon auszugehen, dass das Ausbleiben positivektEffiicht im Zusammenhang mit einem
inadaquaten Therapieansatz zu sehen ist, sondeainauerworbene oder intrinsische Resis-
tenz gegen Sirolimus hinweist.

Obwohl die Resistenz gegen Sirolimus eigentlich &fpisches Merkmal maligner
Erkrankungen und -Zelllinien gilt, wird sie auch iZusammenhang mit nichtmalignen
Erkrankungen erwahnt (Dillingt al. 2002; Kurmashevat al. 2006; Lieberthakt al. 2006;
Chaturvediet al. 2009; Fosteet al. 2009). Eine Langzeitexposition bei gesunden muarine
proximalen Tubuluszellen hatte eine Resistenz g&jetimus zur Folge, wohingegen nach
Kurzzeitexposition (1 Tag vs. 7 Tage) eine merldidReduktion von Zellproliferation und
Phosphorylierung der S6-Kinase zu verzeichnen wiabérthalet al. 2006; Lieberthakt al.
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2009). Eine intraperitoneale Verabreichung von IBmas (etwa 0,2 mg/kg KG/d) bei SD-
Ratten mit akutem Nierenversagen fuhrte zwar zereuerzogerten Erholung der Nieren,
verhinderte sie aber nicht. Diese Ergebnisse walseauf hin, dass gesunde Tubuluszellen in
der Lage sind, sich einem durch Sirolimus indueiei¥Vachstumsarrest zu entziehen. Eben
diese Fahigkeit konnte auch in den TubuluszellerP@K-Ratten erhalten sein.

Letztendlich kdnnte auch eine sirolimusabhéngigansaktivierung des EGF-Rezeptor-
vermittelten Signalwegs involviert sein. Dieses mdréen wurde erst kirzlich in Versuchen
mit EFGR-exprimierenden Zellen (aortale glatte @eféskelzellen von Ratten bzw.
Lungenfibroblasten von Mausen) beschrieben (Chatliret al. 2009). Interessanterweise
konnte auch gezeigt werden, dass die nicht mit jezen assoziierte Tyrosinkinase c-Src
durch Sirolimus stimuliert wird und eine Transaldiung des EGF-Rezeptors induziert. Die
Uberexpression des EGF-Rezeptors wurde bereitserfrith Tiermodellen der ARPKD
nachgewiesen (Torrest al. 2004). Insofern ist es mdglich, dass Sirolimugién hier vor-
liegenden Studie zu einer Stimulation der EGFR-&8gkaskade und nicht, wie eigentlich
beabsichtigt, zu einer Induktion des Zellzyklusstsemit konsekutiver Verlangsamung des
Krankheitsprogresses geflhrt hat.

Auch wenn es primar naheliegend erscheint, diebliibh von mTOR mit Sirolimus fir die
Behandlung der ARPKD in Erwagung zu ziehen, zeigesere Ergebnisse, dass dieser
Ansatz die Progression der Erkrankung bei PCK-Ratieht verhindert, sondern sogar zu
erheblichen Nebenwirkungen filhrt. Ob dem ausblelben protektiven Effekt eine
intrinsische oder eine erworbene Resistenz gegefirBus zugrunde liegt, bleibt Gegenstand
kunftiger Forschung.
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6 Zusammenfassung

Die ARPKD (autosomal rezessive polyzystische Nierkrankung) ist eine seltene
(1: 20.000) hereditare Ziliopathie, die sich im hein Kindesalter, haufig auch bereits
perinatal manifestiert und mit einer hohen Morélieinhergeht. Durch die fibrozystische
Nierenerkrankung und obligate hepatobiliare Dysgenkommt es zu einem chronisch
progredienten Verlust der Nieren- und Leberfunktidis zu 50% der Betroffenen entwickeln
bis zum zehnten Lebensjahr eine terminale Nierefffizgenz. Bislang kann die ARPKD,
abgesehen von einer Organtransplantation, nur yngitsch behandelt werden.

Die Erkrankung beruht auf Mutationen dé¥KHD1-Gens, welches das zilienstandige
integrale Membranprotein Fibrozystin kodiert. Dienktion des Fibrozystins ist unbekannt,
es gibt jedoch strukturelle Hinweise auf eine Rollder Signaltransduktion. Aul3erdem ist es
mit den Membranproteinen Polycystin 1 und 2, diedss ADPKD (autosomal dominante
polyzystische Nierenerkrankung) durch Mutation endzustandigen Genen verandert sind,
kolokalisiert. Eine funktionelle Interaktion diesétembranproteine konnte nachgewiesen
werden.

Unsere Voruntersuchungen konnten eine Aktivierungn vmTOR in  ARPKD-
Nierenpraparaten und im Nierengewebe von PCK-Rat@mem orthologen Tiermodell,
zeigen. Diese Serin/Threoninkinase ist eine zenmtr8chaltstelle fur die Integration
unterschiedlicher Signale (Verfugbarkeit von Energnd Nahrstoffen, Sauerstoff, Stress-
und Wachstumsfaktoren) und generiert eine adaqmelleléare Reaktion, indem sie die
Translation von Proteinen reguliert und so Zellveiom und Zellzyklus steuert. Unter
Therapie mit dem selektiven mTOR-Inhibitor Sirolispueinem in der Transplant-
ationsmedizin gut etablierten Wirkstoff, konnte werschiedenen Nagetiermodellen der
ADPKD der Progress der Erkrankung inhibiert werdebenso wurde bei transplantierten
ADPKD-Patienten unter Sirolimustherapie ein Schrienpder im Koérper verbliebenen
Zystennieren registriert.

In der vorliegenden Interventionsstudie wurden dater therapeutische Effekt sowie das
Nebenwirkungsprofil einer vier-, acht- und zwdolfvisigen Therapie mit Sirolimus bei der
jungen, wachsenden PCK-Ratte und bei gesunden d#bietren (SD-Ratten) untersucht. Zur
Beurteilung der Nieren- und Lebererkrankung wur8enum- und Urinparameter, Blutdruck
sowie makro- (Aussehen, Gewichte und Langen dereTiend ihrer Organe) und
mikroskopische (Histologie, Immunhistochemie) Paatenherangezogen.

Im Laufe der Beobachtungszeit verstarben aussdicleity der Therapiegruppe der PCK-
Ratten funf von 46 Tieren. Zysten und Fibrose der\Vergleich zu den Kontrolltieren
deutlich vergrof3erten Nieren und Lebern der PCKedRatvaren bereits makroskopisch gut
erkennbar. Mit Sirolimus therapierte Tiere warenast leichter als die Kontrolltiere.

Die Therapie mit Sirolimus hatte weder auf die Higunktion, noch auf das Ausmald der
fibrozystischen Erkrankung in Niere und Leber einennenswerten Einfluss, wenngleich es
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bei den mannlichen PCK-Ratten nach zwodlfwoéchigererdpie zu einer signifikanten
Abnahme des Nierengewichtes kam. In der Immunhigioge der Niere zeigte sich bei
therapierten im Vergleich zu Kontrolltieren keingrsfikante Abschwéchung des Signals des
MTOR-Zielproteins pS6K. Ursache dieser Ergebnigsmte eine erworbene oder intrinsische
Resistenz der PCK-Ratte gegeniber Sirolimus seamniti2r hinaus wiesen die PCK-Ratten in
dem vorliegenden Versuch eine vergleichsweise astéakisgepragte Nephrofibrose auf als
PCK-Ratten in vergleichbaren Studien mit andereerdpieansatzen. Eine Beeinflussung
dieses Parameters in unserer Studie durch Sirohmanslso per se erschwert, da eine bereits
bestehende Fibrose durch einen Proliferationshemialt mehr therapiert werden kann.
Uberraschenderweise kam es unter Therapie miti®imsl bei mannlichen PCK-Ratten zu
einer schweren Cholestase mit im Vergleich zur Kalgruppe signifikanten Erhéhungen
des direkten Bilirubins (3,3 + 2,4 mg/dl vs. 0,1842 mg/dl) und der Gallensauren (104 £ 6
pmol/l vs. 38 £ 20 umol/l) im Serum. Dieser Effekdt, wenngleich nicht signifikant, auch
bei weiblichen PCK-Ratten auf. Daraus folgt, dagsSUbstanz bei allen therapierten Tieren
intestinal aufgenommen wurde.

Aufgrund der ausbleibenden therapeutischen Wirkurghesondere auch aufgrund der oben
beschriebenen unerwinschten Nebenwirkung ist zuwen, dass Sirolimus fur die Therapie
hepatisch erkrankter Individuen und damit auchd@&n Einsatz bei der ARPKD ungeeignet
ist.
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Thesen

Die ARPKD ist durch progredienten Verlust deeifen- und Leberfunktion im frihen
Kindesalter gekennzeichnet und kann bislang nur psymatisch oder durch
Organtransplantation therapiert werden. Sie wirdclluMutation desPKHD1-Gens
verursacht, welches das Membranprotein Fibrozystdiert. In den betroffenen Organen
kommt es zu einer Aktivierung der Proteinkinase T die durch Sirolimus selektiv
inhibiert werden kann.

Mit der PCK-Ratte steht ein orthologes Tiermbder ARPKD zur Verfiigung, an dem
in dieser Studie der Versuch einer Intervention®moblimus unternommen wurde.

Die Aktivierung von mTOR und der nachgeschatiebignalkaskade (Akt, S6-Kinase)
im Nierengewebe der PCK-Ratten konnte immunhistomideh nachgewiesen werden.

Die PCK-Ratten in unserem Versuch stammen ausMam und wiesen im Vergleich
zu den in Amerika weiterentwickelten PCK-Ratten eeirschwerer ausgepragte
Nephrofibrose auf, die jedoch, gemessen an Kreatind Harnstoff im Serum, nicht mit
einer schlechteren Nierenfunktion assoziiert war.

Die Therapie mit Sirolimus fuhrte bei den PCHKten in unserer Studie nicht zu einer
Regression der fibrozystischen Leber- und Nieraa@#ung. Lediglich das relative

Nierengewicht nahm nach zwdlfwéchiger Therapie mé@innlichen PCK-Ratten signi-

fikant ab.

Funf von 46 mit Sirolimus behandelten PCK-Ratterstarben aus ungeklarten Grinden.
Vor ihrem Tod fielen diese Tiere lediglich durch ngederte Vitalitdt und
Gewichtsverlust auf. Keine der unbehandelten PCkKeRabzw. der Kontrolltiere (SD-
Ratten mit und ohne Sirolimus-Behandlung) verstarbdem Versuchsende.

Unter Therapie mit Sirolimus kam es bei den F&&ten, vor allem bei méannlichen

Individuen, zu einer teils schweren CholestaseEnitbhung insbesondere des direkten
Bilirubins und der Gallensauren im Serum. Bei desumnden Kontrolltieren trat dieser

Effekt nicht auf.

Da Sirolimus den Krankheitsprogress nicht aaéimakonnte und es im Nierengewebe zu
keiner signifikanten Abschwéchung des Signals decld mTOR aktivierten S6-Kinase
kam, ist von einer intrinsischen oder erworbenesiftenz der PCK-Ratte gegeniber der
Substanz auszugehen.
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Die von uns gewahlte Dosierung von Sirolimugtiéitbei ausbleibendem therapeutischen

9.
Effekt bereits zu erheblichen Nebenwirkungen. Efteigerung der Dosis ware somit

selbstlimitierend.

10. Die mit Sirolimus assoziierte Cholestase, luké hepatisch vorgeschéadigten Versuchs-

tieren beobachtet wurde, konnte auch bei ARPKDeR&th auftreten.
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