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1. Einleitung 

 

1.1 Autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD) 

1.1.1 Übersicht 

Die autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD) ist durch polyzystische Nie-

ren und eine kongenitale hepatische Fibrose (KHF) gekennzeichnet. Die ARPKD ist mit einer 

Inzidenz von 1:20.000 Lebendgeburten und einer Heterozygotenfrequenz von 1:70 eine wesent-

liche Todesursache von Neugeborenen und Säuglingen. Eine deutlich höhere Inzidenz (1:8.000) 

wird in konsanguinen Familien und in isolierten Populationen beobachtet (Kaariainen, H 1987; 

Zerres, K et al. 1998a). Die ARPKD tritt vor allem in der weißen Bevölkerung auf und betrifft 

beide Geschlechter gleichermaßen (Guay-Woodford, LM and Desmond, RA 2003). Die Erkran-

kung ist in der Niere durch fusiform dilatierte Sammelrohre, die radial Mark und Rinde durch-

ziehen, und in der Leber durch eine generalisierte portale und interlobuläre Fibrose mit 

Gallengangshyperplasie gekennzeichnet. Zystische Malformationen in anderen Organen werden 

nicht beschrieben. (Blyth, H and Ockenden, BG 1971; Zerres, K et al. 1998b; Zerres, K et al. 

1984). Die ARPKD beruht auf Mutationen im PKHD1(polycystic kidney and hepatic disease 1)-

Gen, das das Transmembranprotein Fibrocystin / Polyductin (FPC) kodiert. FPC wird bevorzugt 

in den primären Zilien und dem apikalen Pol von Gallengangs- und tubulären Epithelzellen 

exprimiert (Ward, CJ et al. 2003). 

 

1.1.2 Krankheitsverlauf und Diagnostik der ARPKD 

Das klinische Spektrum ist variabel und hängt im Wesentlichen vom Manifestationszeitpunkt ab 

(Guay-Woodford, L 1996). In der Regel entwickeln Kinder mit einer schweren Nierenbeteili-

gung eine mildere KHF und umgekehrt. Zudem manifestieren sich die Nierenveränderungen 

meist früher als die Leberveränderungen (Lonergan, GJ et al. 2000). Es sind aber auch Fälle be-

schrieben, in denen Nieren und Leber gleichermaßen betroffen sind (Denamur, E et al. 2009).  

Meistens wird die Diagnose ARPKD pränatal oder in der frühen Neonatalperiode gestellt. Die 

schwersten Krankheitsbilder weisen die Patienten auf, die bereits bei der intra-uterinen Ultra-

schalluntersuchung (ab der 20. Schwangerschaftwoche (SSW)) mit einer Nephromegalie, einer 

erhöhten renalen Echogenität, einem hypoechogenen äußeren Kortexrand, einer Verstreichung 

der kortikomedullären Grenze, einer leeren Harnblase und einem Oligohydramnion auffallen 

(Blyth, H and Ockenden, BG 1971; Jain, M et al. 1997; Turkbey, B et al. 2009; Zerres, K et al. 

1998a). Oligohydramnione sind prognostisch ungünstig und ziehen den Potter-Phänotyp nach 

sich, welcher im Wesentlichen aus einer Lungenhypoplasie, Gliedmaßenverkrümmungen und 

Gesichtsdysmorphie besteht (Potter, EL 1965; Zerres, K et al. 1998a; Zerres, K et al. 1984). Die-

se Gruppe macht ca. 40% der Fälle aus. In den ersten Stunden nach der Geburt versterben viele 

der erkrankten Neugeborenen an der Lungenhypoplasie, der Zwerchfellüberdehnung und der 

daraus resultierenden respiratorischen Insuffizienz (Guay-Woodford, LM and Desmond, RA 
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2003; Zerres, K et al. 1998b). Wird diese kritische Phase der respiratorischen Insuffizienz über-

lebt, limitieren die progrediente Niereninsuffizienz mit Oligurie/Überwässerung, die systemische 

Hypertonie mit Linksherzhypertrophie und Ernährungsprobleme bedingt durch die Kompression 

des Magens die Überlebenschancen (Bean, SA et al. 1995; Bosniak, MA and Ambos, MA 1975; 

Guay-Woodford, LM and Desmond, RA 2003). Der systemische Hypertonus, der die Folge einer 

intravasalen Volumenausdehnung und eines überstimulierten Renin-Angiotensin-Systems ist, 

entwickelt sich meist in den ersten Lebensmonaten und betrifft etwa 75% der Patienten (Berg-

mann, C et al. 2005; Kaplan, BS et al. 1989; Loghman-Adham, M et al. 2005). Ungefähr Zwei-

drittel der betroffenen Kinder überleben heute die Neonatalperiode und von diesen Kindern be-

nötigen rund die Hälfte bis zum 10. Lebensjahr eine Nierenersatztherapie (Roy, S et al. 1997). 

Klinische Hinweise auf eine hepatische Beteiligung werden nur in ca. 50% der Neugeborenen 

mit ARPKD gefunden, wohingegen die KHF histologisch immer vorhanden ist (Dell, KM 2011). 

Da die Hepatozyten nicht betroffen sind, bleibt die Leberfunktion unbeeinflusst (Zerres, K et al. 

1984). Anfangs meist klinisch stumm nimmt die Leberbeteiligung von der frühen Kindheit bis 

zum Erwachsenenalter stetig zu (Bosniak, MA and Ambos, MA 1975). Das Hauptproblem der 

KHF ist die portale Hypertension mit konsekutiver Splenomegalie, Knochenmarksdepression 

(Leukopenie, Thrombozytopenie) und der Gefahr von gastrointestinalen Blutungen (Bergmann, 

C and Zerres, K 2008). Bei ca. 40 % der Patienten zeigen sich exzessiv erweiterte Gallengänge 

im Sinne eines Caroli-Syndroms (Gunay-Aygun, M et al. 2013). Letzteres geht gehäuft mit 

Cholangitiden und einem erhöhten Risiko zur Entwicklung eines Cholangiokarzinoms einher 

(Srinath, A and Shneider, BL 2012). Lebertransplantationen - oft auch aufgrund von rezidivie-

renden Cholangitiden - sind meist erst Jahre nach der Nierentransplantation und deutlich seltener 

simultan zu dieser notwendig (Chapal, M et al. 2012). 

 

Die Diagnose einer ARPKD wird auf der Basis des sonografischen Befundes der Nieren und ei-

nes der folgenden Kriterien gestellt (Zerres, K et al. 1996): (1) klinische bzw. laborchemische 

Zeichen für eine Leberfibrose, ggf. in Kombination mit den Zeichen einer portalen Hypertension, 

(2) histologischer Nachweis einer Gallengangsdysplasie in der Leberbiopsie, (3) unauffällige 

Ultraschalluntersuchung der Nieren beider Eltern, (4) ARPKD bei einem betroffenen Geschwi-

sterkind, (5) konsanguine Eltern. In unklaren Fällen und zur Sicherung der Diagnose wird eine 

DNA-Analyse durchgeführt, wobei prinzipiell die direkte und indirekte Mutationsanalyse mög-

lich sind (Zerres, K et al. 1998a). Wenn die ARPKD pränatal diagnostiziert wird, wird den El-

tern ein Schwangerschaftsabbruch mit medizinischer Indikation freigestellt (Bosniak, MA and 

Ambos, MA 1975). 



 

 

3 

 

1.1.3 Makroskopische und mikroskopische Eigenschaften der Nieren und Lebern von 

ARPKD-Patienten 

In den ersten drei Lebensjahren der ARPKD-Patienten nehmen die Nieren stetig an Größe zu, 

bevor es entweder zu einer Stagnation oder gar zu einer Abnahme der Nierengröße kommt 

(Turkbey, B et al. 2009). Makroskopisch sind die Nieren vergrößert, erhalten jedoch ihr nieren-

förmiges Aussehen. Histologisch sind beide Nieren mit radial angeordneten Zysten durchsetzt, 

diese entstammen Sammelrohren, die mit einschichtigem Zylinderepithel ausgekleidet sind und 

die Verbindung zum Tubulussystem nicht verlieren. Die Zysten haben einen uniformen Durch-

messer von ca. 2 mm und erstrecken sich radial von Rinde zu Mark, allerdings nimmt die 

Gleichheit der Zysten im Verlauf der Kindheit ab und die Zysten werden runder. Alle anderen 

Strukturen wie Glomeruli und Nephrone zeigen keine Auffälligkeiten. Primär ist keine Fibrosie-

rung des Stromas zu finden, diese entwickelt sich erst im Verlauf der Kindheit (Blyth, H and 

Ockenden, BG 1971; Zerres, K et al. 1984). Der Grad der Nierenfunktionseinschränkung und 

das Ausmaß der Nierenvergrößerung korrelieren mit der Zahl der betroffenen Sammelrohre 

(Lonergan, GJ et al. 2000). 

Die Leber stellt sich im weiteren Verlauf vergrößert und verhärtet dar. Mikroskopisch findet sich 

eine periportale Fibrose mit dilatierten und proliferierenden Gallengängen, die durch einreihiges 

Zylinderepithel ausgekleidet sind. Die Lumen der Gallengänge sind leer oder enthalten einge-

dickte Galle, einige in Form von gerundeten Konkrementen. Die lobuläre Architektur ist weitge-

hend erhalten (Blyth, H and Ockenden, BG 1971; Summerfield, JA et al. 1986). Die Leberver-

änderungen resultieren aus einer Malformation der Duktalplatte mit sekundärer Störung der 

Gallengangsentwicklung und der Persistenz embryonaler Strukturen (Desmet, VJ 1992; 

Jorgensen, MJ 1977). Eine KHF ist nicht pathognomonisch für die ARPKD, sondern wird auch 

in anderen Syndromen beschrieben (Meckel-Syndrom, Vaginalatresie, Tuberöse Sklerose, 

Nephronophthise und selten bei der ADPKD (Landing, BH et al. 1980; Matsuda, O et al. 1990; 

Witzleben, CL and Sharp, AR 1982)) 

 

1.1.4 Fibrocystin (FPC) und die Zilien-Hypothese 

FPC wird durch das PKHD1-Gen (6p21) codiert. PKHD1 ist eines der längsten menschlichen 

Gene. Der längste offene Leserahmen umfasst 67 Exone und entspricht dem Transmembran-

Protein FPC (Guay-Woodford, LM et al. 1995; Onuchic, LF et al. 2002; Zerres, K et al. 1994). 

FPC ist ein 447 kDa schweres Protein mit einer großen N-terminalen extrazellulären Domäne, 

einer nur wenige Aminosäuren umfassenden transmembranösen und einer aus 192 Aminosäuren 

bestehenden cytoplasmatischen Domäne am C-Terminus. Im extrazellulären Teil finden sich 

Protein-Interaktionsdomänen, der cytoplasmatische Teil weist Phosphorylierungsstellen auf 

(Follit, JA et al. 2010; Onuchic, LF et al. 2002; Ward, CJ et al. 2002). Dies führt zu der Annah-

me, dass FPC als Rezeptor fungiert und an der Signaltransduktion teilnimmt (Hiesberger, T et al. 

2006; Nagano, J et al. 2005). Es wird angenommen, dass FPC an der Proliferation und Differen-
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zierung von Epithelzellen maßgeblich beteiligt ist (Turkbey, B et al. 2009). FPC ist sowohl in 

den Sammelrohren gesunder Nieren von Embryonen, Neugeborenen und Erwachsenen als auch 

in den Cholangiozyten zu finden. Zur Expression von FPC in den Nieren der ARPKD-Patienten 

finden sich unterschiedliche Studienergebnisse, in denen sowohl die erniedrigte als auch die ver-

stärkte Expression von FPC postuliert werden (Fischer, DC et al. 2009; Ward, CJ et al. 2003). 

Bislang wurden mehr als 300 Mutationen in der Locus-spezifischen Datenbank des FPC erfasst 

(http://www.humgen.rwth-aachen.de/). Dabei handelt es sich zu etwa 40% um trunkierende und 

zu etwa 60% um Missense-Mutationen. Etwa ein Drittel der Mutationen lassen sich jeweils nur 

in einer Familie nachweisen („private mutations“). Die Mutationen können prinzipiell alle Exone 

betreffen, dementsprechend schwierig ist die Korrelation zwischen Genotyp und Phänotyp. In 

Europa kann in 17% der Fälle die Missense-Mutation T36M (c.107C>T, Exon 3) nachgewiesen 

werden (Harris, PC and Torres, VE 2009). Man geht davon aus, dass zwei trunkierende Mutatio-

nen letal sind und Patienten, die mindestens eine Missense-Mutation aufweisen, mildere Verläu-

fe entwickeln (Bergmann, C et al. 2005; Ward, CJ et al. 2002). Allerdings ist dies keine allge-

meingültige Regel, da auch bei Patienten mit nicht-trunkierende Mutationen schwere Krank-

heitsverläufe vorkommen (Denamur, E et al. 2009). 

 

Die führende Theorie zur Beschreibung der Pathophysiologie polyzystischer Nierenerkrankun-

gen ist die „Zilien-Hypothese“, da die bei diesen Erkrankungen betroffenen Proteine in den pri-

mären Zilien bzw. Basalkörpern lokalisiert sind (Gascue, C et al. 2011; Guay-Woodford, LM 

2006; Gunay-Aygun, M 2009; Kolb, RJ and Nauli, SM 2008; Watnick, T and Germino, G 2003; 

Zhang, Q et al. 2004). FPC und viele andere Zystoproteine sind in primären apikalen Zilien und 

den dazugehörenden Basalkörpern von Zilien-tragenden Zellen lokalisiert (Nauli, SM et al. 

2003; Otto, EA et al. 2003; Pazour, GJ et al. 2002; Yoder, BK et al. 2002). Diese Zystoproteine 

treten nicht nur in den Nieren, sondern auch in anderen Organsystemen auf und interagieren 

miteinander. Dies erklärt die zum Teil ähnlichen Krankheitsbilder untereinander und die 

pleiotropen Phänotypen einzelner PKD (Hildebrandt, F and Otto, E 2005). 

 

Die Nierenzysten und die vermehrten Gallengänge bei der ARPKD weisen darauf hin, dass das 

komplex regulierte Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose gestört ist (Denamur, E 

et al. 2009). 

 

1.2 Zellproliferation 

Zellproliferation bedeutet sowohl das Wachstum der einzelnen Zelle als auch die Zunahme der 

Zellzahl. In der Regel sind diese beiden Prozesse miteinander verknüpft und werden in engen 

Grenzen reguliert (Stolovich, M et al. 2002). Bei Säugetieren ist die Proliferation während der 

Organogenese und für die Geweberegeneration in reifen Organen ebenso unverzichtbar wie die 

Apoptose, also der geregelte Untergang von Zellen und Gewebe (siehe unten). Eine Erhöhung 

http://www.humgen.rwth-aachen.de/
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der Zellmasse und symmetrische Zellteilung wird durch den GI Cyclin / Cdk-Komplex gestartet. 

Dieser Komplex kann durch verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden und initiiert die 

DNA-Replikation (Pardee, AB 1989; Polymenis, M and Schmidt, EV 1999). Für Zellwachstum 

und Proliferation ist der durch Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), Proteinkinase B (Akt), 

mammalian target of rapamycin (mTOR), p70 ribosomale Protein S6 Kinase (pS6K) und 

Hamartin/Tuberin (tuberöse Sklerose Komplex, TSC1/TSC2) gebildete Signalweg von herausra-

gender Bedeutung (Abb.1). Über diesen Signalweg wird die Synthese ribosomaler Komponenten 

und die Aktivierung der Translationsmaschinerie reguliert (Saucedo, LJ and Edgar, BA 2002; 

Tapon, N et al. 2001). 

 

 

Abb. 1 Der PI3K-Signalweg (modifiziert nach (Atkins, MB et al. 2009)) 

Im Zentrum des PI3K-Signalweges steht mTOR, über das die Translation und der Zellzyklus ini-

tiiert werden. PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; mTOR: mammalian target of rapamycin; S6K1: 

70 ribosomales Protein S6 Kinase 1; 4EBP: eukaryotic initiation factor 4E binding protein 1.  
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1.2.1 Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) 

Die PI3Ks werden anhand ihrer primären Struktur und Substratspezifität in drei Unterklassen 

eingeteilt, wobei für den Signalweg über mTOR die Enzyme der Klasse I von entscheidender 

Bedeutung sind. Klasse I PI3Ks sind Heterodimere aus einer katalytischen Untereinheit und ei-

ner Adapter-/Regulationsuntereinheit (Fruman, DA et al. 1998; Vanhaesebroeck, B and 

Waterfield, MD 1999). Sobald an einen zellmembranständigen Wachstumsfaktor-Rezeptor der 

passende Ligand bindet, induziert dieser Rezeptor über die PI3Ks die Phosphorylierung von 

Membran-Phosphoinositiden an der 3´-Position des Inositols und diese Inositol-3-phosphate die-

nen als intrazelluläre Botenstoffe. Zu ihnen gehören Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat 

(PtdIns(3,4)) und Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PtdIns(3,4,5)), die an Phe-Tyr-Val-Glu 

(FYVE) und Pleckstrin-Homologie (PH)-Domänen, die in einer Vielzahl von Proteinen vor-

kommen, binden (Saucedo, LJ and Edgar, BA 2002; Stolovich, M et al. 2002; Vanhaesebroeck, 

B and Waterfield, MD 1999). Zwei dieser Proteine sind die Phosphoinositid-abhängige Kinase-1 

(PDK1) und Akt, die essentiell für die PI3K Signalausbreitung sind (Alessi, DR et al. 1997; 

Burgering, BM and Coffer, PJ 1995; Klippel, A et al. 1997). Die Aktivierung des PI3K Signal-

weges stimuliert die Fettsäureaufnahme, den Glucose-Import sowie die Synthese von Glykogen, 

Lipiden und Proteinen (Saltiel, AR and Kahn, CR 2001). 

 

1.2.2 Akt - ein Protein zwischen Proliferation und Apoptose  

Akt, auch als Proteinkinase B (PKB) bekannt, besteht aus einer N-terminalen PH-Domäne, einer 

Kinase-Domäne und einer C-terminalen regulatorischen Region. Für die vollständige Aktivie-

rung von Akt muss Ser473 in der C-terminalen Region durch den Rictor-mTOR-Komplex und 

Thr308 in der Kinase-Domäne durch PDK1 phosphoryliert werden (Alessi, DR et al. 1996; 

Alessi, DR et al. 1997; Sarbassov, DD et al. 2005b; Vanhaesebroeck, B and Waterfield, MD 

1999). Die Bindung von PtdIns(3,4) an die PH-Domäne von Akt führt zur Aktivierung durch 

PDK1 und Dimerisierung dieser Proteinkinase, die dann sowohl Apoptose als auch Zellwach-

stum, Proliferation und Migration reguliert (Abb. 2) (Alvarez, B et al. 2003; Cain, RJ and Ridley, 

AJ 2009; Chang, F et al. 2003; Franke, TF et al. 1997; Klippel, A et al. 1997; Pene, F et al. 

2002). Akt fungiert als Schaltstelle zwischen Proliferation und Apoptose (del Peso, L et al. 

1997). Dabei fördern Pro-Überlebens-Signale die Expression und/oder Aktivität von Akt, wo-

hingegen Akt während der Apoptose durch Caspasen gespalten und deaktiviert wird (Bachelder, 

RE et al. 1999; Rokudai, S et al. 2000; Vogelstein, B and Kinzler, KW 2004). Akt führt zur 

Unterdrückung des programmierten Zelltodes, indem es proapoptotische Proteine wie Caspase-9, 

den Forkhead Transkriptionsfaktor sowie das Bcl-2-inhibierende BH-3-only-Protein Bad phos-

phoryliert und deren Funktionen hemmt (Brunet, A et al. 1999; Cardone, MH et al. 1998; Datta, 

SR et al. 1997). Neben dieser anti-apoptotischen Wirkung ist die Aktivierung von mTOR we-

sentlich für Zellwachstum und Proliferation (Sarbassov, DD et al. 2005a). 
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Abb. 2 Zielproteine von Akt (modifiziert nach (Vanhaesebroeck, B and Waterfield, MD 

1999)) 

Akt ist ein wichtiger Regulator der von Wachstumsfaktoren abhängigen Signalwege und der 

Überlebenssignale der Zelle. GSK3: Glykogen Synthase Kinase 3; GS: Glykogen-Synthase; 

eIF2B: eukaryotischer Initiationsfaktor 2B; PFK-2: Phosphofruktokinase-2; PDE-3B: 

Phosphodiesterase-3B; mTOR: mammalian target of rapamycin; IκB-Kinase: Inhibitor of NF-

κB-Kinase; eNOS: endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase. 

 

1.2.3 mTOR - das zentrale Protein des PI3K-Signalweges 

mTOR auch als FRAP (FKBP-Rapamycin 12-assoziiertes Protein) bezeichnet, ist eine Serin/ 

Threonin-Kinase, die durch das Medikament Rapamycin gehemmt werden kann (Chung, J et al. 

1992; Zaragoza, D et al. 1998). mTOR besitzt zwei benachbarte Phosphorylierungsstellen 

(Thr2446 und Ser2448), wobei Ser2448 direkt durch Akt phosphoryliert wird (Nave, BT et al. 

1999; Sekulic, A et al. 2000). Die vollständige Aktivierung von mTOR erfordert, dass die hem-

mende Wirkung des TSC1/TSC2-Komplexes aufgehoben wird. Dies geschieht durch die Akt-

abhängige Phosphorylierung von TSC2 (Inoki, K et al. 2002; Manning, BD et al. 2002; 

Sarbassov, DD et al. 2005a). 

Von besonderer Bedeutung ist die Interaktion von mTOR mit Raptor (mTOR-Komplex 1; 

mTORC1) und Rictor (mTORC2), da unter klinisch-therapeutischen Bedingungen nur mTORC1 

durch Rapamycin gehemmt werden kann (Sarbassov, DD et al. 2005a; Wang, X and Proud, CG 

2006). Sowohl mTORC1 als auch mTORC2 phosphorylieren die Regulatoren der Protein-

Translation. Dieses sind einerseits das die Proteinsynthese stimulierende pS6K und andererseits 

der die Translation hemmende Faktor 4EBP1 (eukaryotische Initiationfaktor 4E bindendes Pro-

tein) (Fingar, DC et al. 2002). Die Phosphorylierung von 4EBP1 an Thr389 führt zur Dissoziati-



 

 

8 

 

on von 4EBP1 und dem RNA-Cap-bindenden Protein eIF4E, welches nun die Translation initiie-

ren kann (Brunet, A et al. 1999; Gingras, AC et al. 2001). mTORC2 ist zudem an der Organisa-

tion des Aktinzytoskeletts und der Aktivierung von Akt beteiligt (Abb. 3) (Lee, S et al. 2005; 

Schmidt, A et al. 1996). 

 

Abb. 3 mTOR-Komplex 1-(mTORC1) und mTORC2 mit ihren Funktionen im Zellzyklus 

(modifiziert nach (Zaytseva, YY et al. 2012)) 

 

1.2.4 pS6K - ein bedeutendes Zielprotein von mTOR und Schlüsselregulator der Pro-

teintranslation 

pS6K ist eine Serin/Threonin-Kinase, die über PI3K durch mTOR-abhängige und -unabhängige 

Mechanismen aktiviert wird, wobei sequentiell Ser374, Ser411, Ser418, Thr421 und Ser424 in 

der C-terminalen Pseudosubstrat-Region gefolgt von Ser404, Thr389 und Thr229 phosphoryliert 

werden (Dennis, PB et al. 1998; Moser, BA et al. 1997; Pullen, N and Thomas, G 1997; 

Stolovich, M et al. 2002). Die Kinase(n), die die Pseudosubstrat-Region phosphorylieren, sind 

noch nicht genau identifiziert. Fest steht jedoch, dass die Phosphorylierungen von Thr389 durch 

mTOR und an Thr229 durch PDK1 erfolgen (Burnett, PE et al. 1998; Pullen, N et al. 1998). 

pS6K phosphoryliert ihrerseits das ribosomale Protein S6, eine Komponente der 40S-

ribosomalen Untereinheit, und die eEF2-Kinase, wodurch eine gesteigerte Translation spezifi-

scher mRNAs bewirkt wird, was das Zellwachstum fördert und eine Rolle bei der Regulation des 

G1/S Kontrollpunktes des Zellzykluses spielt (Pene, F et al. 2002; Wang, X et al. 2001). P6SK 

ist zudem an der negativen Rückkopplung des PI3K-Signalweges beteiligt, indem es durch 

Phosphorylierung von Rictor an Thr1135 mTORC2 hemmt und folglich die Aktivierung von Akt 

über mTORC2 aufhebt (Dibble, CC et al. 2009). 
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1.3 Die Apoptose 

Mit Apoptose wird ein natürliches und stereotyp ablaufendes „Selbstmordprogramm“ der Zelle 

beschrieben, die für die Entwicklung und Homöostase vielzelliger Organismen zentral ist (Ja-

cobson, MD et al. 1997). Sie läuft während der Organogenese sowie bei allen physiologischen 

und pathologischen Umbauprozessen ab und steht mit der Proliferation im Gleichgewicht 

(Bonventre, JV and Weinberg, JM 2003; Kerr, JF et al. 1972; Kim, J et al. 1996; Kuure, S et al. 

2000; Thompson, CB 1995; Vaux, DL et al. 1994). Während der Organogenese werden viele 

Zellen im Überschuss produziert, die schließlich durch programmierten Zelltod untergehen 

(Meier, P et al. 2000). Demzufolge könnte eine gestörte Apoptose während der Organogenese 

von Nieren und Lebern zum progressiven Wachstum der Zysten und Gallengänge in der ARPKD 

beitragen. 

Apoptose kann sowohl über einen intrinsischen als auch über einen extrinsischen Signalweg ini-

tiiert werden (Jin, Z and El-Deiry, WS 2005; Shi, Y 2002) (Abb. 4). Der intrinsische Signalweg 

wird beispielsweise durch DNA-Schädigung oder durch oxidativen Stress ausgelöst und wird im 

Allgemeinen über eine Beteiligung der Mitochondrien initiiert, wohingegen der extrinsische 

Weg durch Todesrezeptoren an der Zelloberfläche vermittelt wird (Ashkenazi, A and Dixit, VM 

1998; Jin, Z and El-Deiry, WS 2005). Unabhängig vom auslösenden Ereignis ist die Apoptose 

durch die kaskadenförmige Aktivierung von Caspasen gekennzeichnet. Abschnürungen der 

Zellmembran (blebbing) zu Vesikeln, Zellschrumpfung, Chromatin-Kondensation und DNA-

Fragmentierung bilden die charakteristischen Merkmale apoptotischer Zellen (Kerr, JF et al. 

1972; Sorenson, CM 1998). Die abgeschnürten Vesikel und der geschrumpfte Zellkörper werden 

schließlich durch Makrophagen oder benachbarte Zellen phagozytiert. Da hierbei kein Zellinhalt 

austritt, unterbleibt auch eine entzündliche Antwort im angrenzenden Gewebe (Savill, J and 

Fadok, V 2000).  

 

1.3.1 Die Caspasen – die wichtigsten Proteasen der Apoptose 

Die an der Apoptose beteiligten Caspasen werden als Initiatorcaspasen (Caspase-2, -8, -9 und -

10) und Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7) zusammengefasst, wobei die Effektorcaspasen 

von Initiatorcaspasen gespalten und damit auch aktiviert werden (Shi, Y 2002; Zimmermann, 

KC et al. 2001). Die Caspasen werden als Proenzyme exprimiert und enthalten 3 Domänen: eine 

N-terminale Prodomäne, eine lange Untereinheit die das aktive Zentrum enthält und eine C-

terminale kleine Untereinheit (Stennicke, HR and Salvesen, GS 1998). Um die volle Funktions-

fähigkeit zu erhalten, muss zuerst die kleine C-terminale Untereinheit und dann die N-terminale 

Prodomäne gespalten werden. Die aktive Caspase ist ein Tetramer aus zwei kleinen und zwei 

großen Untereinheiten, mit zwei aktiven Zentren (Wolf, BB and Green, DR 1999). Eine Aus-

nahme bildet Caspase-9, die nur ein aktives Zentrum besitzt (Renatus, M et al. 2001). 

Die Initiatorcaspasen sind autoaktivierend und würden ohne Regulation zu einer unkontrollierten 

Aktivierung der Effektorcaspasen führen. Daher ist die Aktivierung der Initiatorcaspasen an die 
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Abb. 4 Extrinsischer und intrinsischer Signalweg der Apoptose (modifiziert nach (Vogel-

stein, B and Kinzler, KW 2004)) 

TNF: Tumor-Nekrose-Faktor; FADD: Fas-assoziierte Todesdomäne; APAF1: Apoptose-Prote-

ase-aktivierender Faktor 1; *Apoptosemarker, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.  

 

Bildung eines Mehrkomponenten-Komplexes („death-inducing signaling complex“; DISC) ge-

knüpft (Shi, Y 2002). In diesen Mehrkomponenten-Komplexen wird die Homo-Dimerisierung 

und Autokatalysierung von Caspase-9 aufgrund der erhöhten lokalen Konzentration gefördert. 

Gleichermaßen induziert der DISC die Dimerisierung und anschließende automatische Aktivie-

rung von Caspase-8 (Boatright, KM et al. 2003; Donepudi, M et al. 2003). 

Die Effektorcaspasen spalten mehr als 100 Substrate, die sich als (1) direkte Regulatoren der 

Apoptose, (2) Mediatoren und Regulatoren der apoptotischen Signaltransduktion (z.B. 

Proteinkinasen), (3) Strukturproteine, (4) zelluläre Reparatur-Proteine (5) Zellzyklus-

regulierende Proteine und (6) Proteine, die in menschliche Pathologien beteiligt sind, klassifizie-

ren lassen (Degterev, A et al. 2003). So spalten die Effektorcaspasen unter anderem die für das 

Zytoskelett bedeutsamen Proteine Aktin und Fodrin, aber auch die Poly (ADP-Ribose)-

Polymerase und Laminin als wichtigen Bestandteil der Extrazellulärmatrix (Kaufmann, SH et al. 

1993; Kayalar, C et al. 1996; Martin, SJ et al. 1995; Neamati, N et al. 1995). Zu den typischen 

* 
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Oberflächenveränderungen apoptotischer Zellen gehören der Verlust der Asymmetrie der Plas-

mamembran und die Translokation von Phosphatidylserinen (PS) (Annexin V) vom inneren Blatt 

der Lipiddoppelschicht nach außen. Diese Exposition von PS tritt schon sehr früh während des 

apoptotischen Prozesses auf und fungiert als „Komm und Iss mich“-Signal für die 

phagozytierenden Zellen (Savill, J and Fadok, V 2000; Schlegel, RA and Williamson, P 2001). 

Die DNA-Fragmentierung wird durch Aktivierung des DNA fragmentierenden Faktors (DFF) 

eingeleitet. DFF besteht aus einer Caspasen-aktivierten DNase (CAD)/DFF 40 und der die 

DNase-Funktion inhibierenden Untereinheit iCAD/DFF 45. In lebenden Zellen liegt DFF als 

Komplex aus DNase und Inhibitor vor. ICAD/DFF 45 wird durch Caspase-3 an der N-terminalen 

CIDE-N Interaktionsdomäne gespalten, was die ICAD/DFF45-vermittelte Unterdrückung der ka-

talytischen CAD/DFF40 Untereinheit aufhebt. Dadurch wird die DNA-Fragmentation in A/T 

reichen Regionen eingeleitet und 50 bis 200 kb Fragmente entstehen (Danial, NN and 

Korsmeyer, SJ 2004; Enari, M et al. 1998; Liu, X et al. 1997; Sakahira, H et al. 1998).  

 

1.3.2 Der extrinsische Signalweg 

Der extrinsische Signalweg wird durch Stimulierung verschiedener zusammenfassend als „To-

desrezeptoren“ bezeichnete Proteine auf der Zelloberfläche initiiert. Diese „Todesrezeptoren“ 

gehören zur Supergen-Familie der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren (TNF-R) und sind neben 

TNF- auch TRAIL- und Fas-Rezeptoren, wobei Fas-R auch unter der Bezeichnung CD95 "death 

receptor" oder APO-1 bekannt ist (Gruss, HJ and Dower, SK 1995; Jin, Z and El-Deiry, WS 

2005; Smith, CA et al. 1994). Diesen Rezeptoren ist neben einer cysteinreichen extrazellulären 

auch eine als Todesdomäne bezeichnete cytoplasmatische Domäne gemeinsam (Nagata, S 1997; 

Tartaglia, LA et al. 1993). Die Aktivierung der Todesrezeptoren aktiviert innerhalb von Sekun-

den Caspasen, die binnen weniger Stunden zum irreversiblen apoptotischen Untergang der Zelle 

führen (Anichini, A et al. 2006). Fas ist der bedeutendste Todesrezeptor und spielt eine wichtige 

Rolle bei (1) der Eliminierung aktivierter reifer T-Zellen zur Beendigung einer Immunantwort, 

(2) der Eliminierung Virus-infizierter oder maligner Zellen durch zytotoxische T-Zellen und na-

türliche Killer-Zellen und (3) der Eliminierung von Entzündungszellen an immunprivilegierten 

Orten wie z. B. dem Auge (Ashkenazi, A and Dixit, VM 1998; Nagata, S 1997). Die Bindung 

von FasL an Fas induziert die Trimerisierung der Rezeptoren und die nachfolgende Aktivierung 

der intrinsischen Kinase-Aktivität der Todesdomäne (Nagata, S 1997). Dies rekrutiert das Adap-

ter-Protein Fas-associated death domain (FADD) und bindet die Pro-Caspase-8, welche zusam-

men den DISC bilden (Jin, Z and El-Deiry, WS 2005). Schließlich führt die autokatalytische Ak-

tivierung der Caspase-8 zur Aktivierung der Effektorencaspasen-3, -6 und -7 (Ashkenazi, A and 

Dixit, VM 1998).  

Die aktivierte Caspase-8 und -10 sind Marker des extrinsischen Signalweges, wobei speziell 

Caspase-8 für den Todesrezeptor-vermittelten apoptotischen Signalweg unabdingbar ist (Ribas, J 

et al. 2005; Varfolomeev, EE et al. 1998). 
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1.3.3 Der intrinsische Signalweg 

Durch unspezifische Schädigungen der Zelle, z.B. Doppelstrangbrüche der DNA, wird der in-

trinsische Signalweg initiiert, wobei der durch Bax/Bak induzierte Übertritt von Cytochrom c aus 

den Mitochondrien in das Zytoplasma entscheidend ist (Zimmermann, KC et al. 2001). 

Zytosolisches Cytochrom c bindet in Gegenwart von ATP bzw. dATP an den Apoptose-

Protease-aktivierenden Faktor 1 (Apaf-1) und die Procaspase-9, welche den intrazellulären 

DISC, das Apoptosom, bilden (Cain, K et al. 2000; Shi, Y 2002). Das Apoptosom, welches die 

Autoaktivierung von Caspase-9 ermöglicht und zudem deren katalytische Aktivität um das 100-

fache erhöht, ist ein Heptamer bestehend aus sieben Apaf-1-Molekülen, die jeweils ein Molekül 

Cytochrom c und ein Caspase-9-Dimer binden (Acehan, D et al. 2002; Cain, K et al. 2000; Rod-

riguez, J and Lazebnik, Y 1999). Durch die Aktivierung der Caspase-9 wird eine Caspase-

Kaskade generiert, die letztendlich zur Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -6 und -7 und zur 

Auflösung der Zelle führt (Goilav, B et al. 2008; Shi, Y 2002). 

 

1.3.4 Bcl-2 – ein Modulator des intrinsischen Signalweges 

Die Mitglieder der Bcl-Familie wirken sowohl pro- als auch antiapoptotisch und regulieren die 

Induktion des intrinsischen Signalweges. Sie alle enthalten mindestens eine und höchstens vier 

BH-Domänen, d.h. Domänen mit hoher Homologie zum Bcl-2 (Bcl-2-Homologie, BH). Entspre-

chend ihrer Struktur und Funktion werden sie in drei Gruppen unterteilt. Die antiapoptotischen 

Mitglieder in Gruppe 1 (Bcl-2, Bcl-XI, Bcl-w, A1 und Mcl-1) verfügen über alle vier 

Homologiedomänen BH1-4 und fördern das Überleben der Zelle. Die beiden anderen Gruppen 

lösen hingegen den Zelltod aus. Die Gruppe 2 (Bax, Bak und Bok) umfasst Proteine, die in BH1, 

2 und 3 eine hohe Sequenzhomologie aufweisen, die Mitglieder der Gruppe 3 (Bid, Bad und 

Bim) zeigen lediglich in BH3 eine Sequenzhomologie - sie werden daher auch als BH3-only-

Proteine bezeichnet (Jin, Z and El-Deiry, WS 2005). Zur Einleitung der Apoptose sind beide 

proapoptotischen Gruppen erforderlich (Zong, WX et al. 2001). Die Familie der Bcl-2-Proteine 

registriert intrazelluläre Schäden, DNA-Schäden und zytotoxische Stimuli wie zum Beispiel 

Zytokin-Mangel, Exposition gegenüber Glucocorticoiden, ultraviolette und γ-Strahlung oder 

Staurosporin (Adams, JM and Cory, S 1998). 

Ein wichtiges Mitglied und Namensgeber dieser Proteinfamilie ist der antiapoptotische Faktor 

Bcl-2, dieser befindet sich auf der zytoplasmatischen Seite der äußeren mitochondrialen Memb-

ran, des endoplasmatischen Retikulum (ER), und der Kernhülle (Hockenbery, DM et al. 1993; 

Jacobson, MD et al. 1993). Er ist bei der Stabilisierung des mitochondrialen 

Transmembranpotentials und zur Aufrechterhaltung der Homöostase zwischen pro- und 

antiapoptotisch wirkenden Mitgliedern der Bcl-2-Protein-Familie beteiligt (Danial, NN and 

Korsmeyer, SJ 2004). Ein wichtiges Ereignis im intrinsischen Signalweg ist die mitochondriale 

äußere Membranpermeabilisierung („mitochondrial outer membrane permeabilization“ 

MOMP)(Green, DR and Kroemer, G 2004). Dabei binden und hemmen BH3-only-Proteine  
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Bcl-2, was die Oligomerisierung des proapoptotischen Bax und Bak ermöglicht und in der Frei-

setzung von Cytochrom c mündet (Korsmeyer, SJ et al. 2000; Zong, WX et al. 2001). 

 

1.3.5 Überschneidungen des intrinsischen und extrinsischen Signalweges 

Die Zellen, die durch den extrinsischen Signalweg die Apoptose initiieren, können anhand der 

Involvierung des intrinsischen Signalweges in Zelltyp 1 und 2 eingeteilt werden. In Zelltyp 1 

sind die Aktivität von Caspase-8 und DISC so effizient, dass die Apoptose eingeleitet wird. In 

Zelltyp 2 hingegen wird nur eine kleine Menge von Caspase-8 und FADD zum DISC rekrutiert, 

sodass die Einbeziehung des mitochondrialen Signalweges zur Ausführung der Apoptose not-

wendig ist (Scaffidi, C et al. 1998). Dabei aktiviert Caspase-8 das BH3-only-Protein Bid und 

führt über Hemmung von Bcl-2 zur MOMP (Li, H et al. 1998; Luo, X et al. 1998). Sowohl in 

Zelltyp 1 als auch Zelltyp 2 wird der mitochondriale Signalweg aktiviert, aber nur in Zelltyp 2 

kann die Apoptose durch Überexpression von Bcl-2 verhindert werden (Danial, NN and 

Korsmeyer, SJ 2004) (Abb. 5). 

 

Abb. 5 Überschneidungen des intrinsischen und extrinsischen Signalweges (modifiziert 

nach (Degterev, A et al. 2003)) 

Apaf-1: Apoptose-Protease-aktivierenden Faktor 1; DISC: Tod-induzierender Signalkomplex; 

FADD: Fas-assoziierte „Todesdomäne“; RIP: receptor interacting protein; FLIP = FADD-like 

IL-1-converting enzyme-inhibitory protein. 
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2. Ziel der Arbeit 

 

Die autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD) ist mit einer Inzidenz von 

1:20.000 Lebendgeburten relativ selten, jedoch durch das schwere Krankheitsbild eine wesentli-

che Todesursache von Neugeborenen und Säuglingen. Da die ARPKD - bedingt durch den re-

zessiven Erbgang - mit einer leeren Familienanamnese einhergeht, wird die Diagnose meist erst 

ab der 20. Schwangerschaftswoche mittels Ultraschall gestellt. Zum Zeitpunkt der Diagnose sind 

die Veränderungen in Niere und Leber schon so weit fortgeschritten, dass durch die im Moment 

zur Verfügung stehenden Medikamente ein Fortschreiten der Zystenexpansion bzw. der 

Gallengangsdilatation und die Fibrosierung der Organe nicht verhindert werden kann. Man ver-

mutet, dass ein gestörtes Gleichgewicht von Apoptose und Proliferation in den Epithelien zur 

Progression der Erkrankung beiträgt. Das für die ARPKD betroffene Gen PKHD1 codiert für das 

Protein Fibrocystin, das seinerseits für Proliferation und Differenzierung von Epithelzellen ve-

rantwortlich ist. Es wird bevorzugt in den primären Zilien und dem apikalen Pol sowohl von 

Sammelrohren als auch Cholangiozyten exprimiert.  

Das Ziel der Arbeit war es, die Verteilung und Lokalisation von proliferierenden sowie apoptoti-

schen Zellen in Nieren und Lebern von ARPKD-Patienten zu analysieren. Hierzu sollten aktive 

Isoformen von Regulator-Kinasen der Proliferation und Apoptose immunhistochemisch nachge-

wiesen und die Ergebnisse zueinander in Beziehung gesetzt werden. Zur Beurteilung der Prolife-

ration ist der PI3K-Signalweg mit pAkt, pmTOR und pS6K sowie der Proliferationsmarker Ki-

67 untersucht worden. In der Apoptose wurden Marker des extrazellulären Signalweges (akti-

vierte Initiatorcaspase-8), der frühen (Annexin V) und späten Apoptose (aktivierte 

Effektorcaspase-3 und fragmentierte DNA) sowie Bcl-2 als antiapoptotischer Faktor detektiert.  
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3. Material und Methoden 

 

3.1 Präparate und Reagenzien 

3.1.1 Präparate 

Diese retrospektive Multizenterstudie zur (immun)histomorphologischen Charakterisierung an 

Nieren und Lebern wurde von der Ethikkommission Rostock (Geschäftszeichen A20/2007) ge-

nehmigt. Es wurden Formalin-fixierte und Paraffin-eingebettete Präparate von Patienten mit kli-

nisch und/oder genetisch gesicherter ARPKD untersucht. Die Präparate wurden von den Zentren 

für Pädiatrische Nephrologie in Berlin, Hamburg, Hannover, Münster, Prag und Rostock zur 

Verfügung gestellt. Alle Organe wurden unmittelbar nach Entnahme von einem Pathologen be-

gutachtet. Von den Patienten standen uns die Krankengeschichte mit klinischen Angaben und 

den Ergebnissen der pathologischen Begutachtung zur Verfügung. Bei zwei von drei Patienten 

(HRO2, MS5), bei denen eine zweizeitige Nephrektomie durchgeführt wurde, analysierten wir 

das Material von beiden Nieren. Gesunde Nieren und Lebern stammten von Kindern, die eines 

unnatürlichen Todes unabhängig von Nieren- oder Lebererkrankungen starben. 

 

Anzahl: 

aller Patienten (m/w) 16 (9/7) 

nephrektomierter Patienten / Nierenpräparate 15 / 17 

lebertransplantierter Patienten / Leberpräparate 7 / 7 

 

3.1.2 Reagenzien für morphologische und immunhistochemische Untersuchungen 

3.1.2.1 Chemikalien und Antikörper 

Die Grundchemikalien hatten, soweit nicht im Folgenden aufgeführt, mindestens p. a. Qualität 

und wurden bei Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) gekauft. Für morphologische und 

immunhistochemische Untersuchungen wurden die Präparate auf beschichtete Objektträger 

(Superfrost Plus, Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen. 

 

Gibco (Darmstadt): 

Phosphate-Buffered Saline (PBS) 

 

Merck (Darmstadt): 

Eindeckmittel Aquatex und Entellan, Mayers Hämalaun (gebrauchsfertig), FragEL™ DNA 

Fragmentation Detection Kit 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim): 

Di-aminobenzidin-tetra-hydrochlorid (DAB) in Tablettenform (10mg/Tbl.) 
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Vector Laboratories über Biozol (Eching): 

Vectastain Elite ABC -Kit (Universal), Normal Horse-Serum, Biotin-konjungiertes Pan-

Spezifisches Antiserum vom Pferd gegen Maus-, Kaninchen- und Ziegen-IgG (Horse Anti-

Mouse/Rabbit/Goat IgG), Avidin/Biotin Blocking Kit, Polyklonale Maus-IgG-Antikörper, 

Polyklonale Kaninchen-IgG-Antikörper 

 

Tab. 1 In der Immunhistochemie verwendete Primärantikörper 

 

Antigen Typ/Klon Epitop Firma/Katalog-Nr.

pAkt Kaninchen polyklonales Antiserum

keine Daten

AS-Sequenz mit 

pThr308

Santa Cruz Biotechnology

#sc-16646-R

Annexin V Maus mAK (IgG1)

AN5

keine

Daten

Sigma-Aldrich

#A 8604

Maus mAK (IgG1)

100
AS 41-54  

Santa Cruz Biotechnology

#sc-509

Kaninchen-polyklonales Antiserum

C21
AS 1-205

Santa Cruz Biotechnology

#sc-783

Kaninchen mAK (IgG)

5A1

Asp 175 aktivierte 

Caspase-3

Cell Signaling Technology

#9664

Kaninchen-polyklonales Antiserum

keine Daten

aktiviertes 

p7 Fragment

Millipore

#AB3623

Maus mAK (IgG1)

8CSP03
Caspase-8

Santa Cruz Biotechnology

#sc-56070

Kaninchen-polyklonales Antiserum

keine Daten

keine

Daten

Atlas Antibodies

#HPA001302

Ki-67 Maus mAK (IgG17k)

MIB-1

keine

Daten

Dako

#M7240

pmTOR Kaninchen mAK (IgG)

59F9
 pSer2448

Cell Signaling Technology

#2976

p70S6K Maus mAK (IgG2a)

1A5
pThr389

Cell Signaling Technology

#9206

Bcl-2

Caspase-8

Caspase-3
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3.1.2.2 Zusammensetzungen selbst hergestellter Puffer und Waschlösungen 

Citratpuffer: 

0,1M Citronensäure-Monohydrat und 0,1M tri-Natriumcitrat-Dihydrat gegeneinander bis pH 6,0 

titriert 

 

5x Tris buffered saline (5x TBS) für die DAB-Lösung der ABC-Methode: 

0,1M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) und 1,5M NaCl; mit HCl auf pH 7,4 einge-

stellt. 

 

1x Tris buffered saline (TBS) für den TUNEL Assay: 

20 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) und 140mM NaCl; mit HCl auf pH 7,6 ein-

gestellt 

 

Tris-HCl: 

10 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), mit HCl auf pH 8 eingestellt 

 

DAB-Lösung für die Färbung mit Peroxidase-konjugierten Antikörpern: 

4 ml 5x TBS, 16 ml Aqua dest., 10mg DAB, 6,4µl H2O2 (30%)  

 

Alle Lösungen wurden mit deionisiertem Wasser (Ionenaustauscher Typ Destillo 20) angesetzt. 

 

3.1.2.3 Laborgeräte und Programme 

Für die Auswertung bzw. Beurteilung standen ein manuelles Mikroskop mit digitalen Kameras 

und korrespondierender Software der Firma Leica (Leica, Wetzlar) zur Verfügung (Hardware: 

Mikroskop Leica DMI 4000, DFC 320 R2 (Farbkamera) sowie DFC 350 Fx (Schwarz-

/Weißkamera), Software: für die Bildaufnahme Leica Application Suite (Version 3.6) und für die 

qualitative Bildanalyse LeicaQWin (Version 3.5.1)). Für die Berechnung der Größenperzentilen 

bzw. des Standard Deviation Scores (SDS) wurde das Programm Growth Analyser (Version 3.0) 

eingesetzt, als Referenzgruppe dienten die 1998 an deutschen Kindern erhobenen Daten. Die sta-

tistische Auswertung erfolgte mit Sigma Stat (Version 3.5); Graphiken wurden mit Sigma Plot 

(Version 10.0) erstellt. 

 

3.2 Morphologische und immunhistochemische Untersuchungen 

3.2.1 Färbung mit Hämatoxylin-Eosin 

Alle Präparate wurden mit Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbt. Diese Präparate dienten zur Über-

sicht, der generellen Beurteilung und im Falle der Nierenpräparate zur Bestimmung der relativen 

Parenchymfläche. Die Gewebeschnitte wurden zuerst 2 x 15 min in Xylon entparaffiniert und 

daraufhin über eine absteigende Alkoholreihe rehydratisiert. 
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 1. Mayers Hämalaun 6 min 

 2. Bläuen unter fließendem, lauwarmen Leitungswasser 10 min 

 3. Eosin G-Lösung (0,1%) 3 min 

 4. Spülen in Aqua dest.  

 5. Aufsteigende Alkoholreihe  

  (je kurz in Ethanol 70%, 80%, 90% und 96% eintauchen)  

 6. Trocknen der Präparate zwischen Filterpapier  

 7. Entwässern mit Xylol 10 min 

 8. Eindecken mit Entellan  

 

3.2.2 Immunhistochemische Färbungen mit der Avidin-Biotin-Complex-Technik 

(ABC-Methode) 

Zum immunhistochemischen Nachweis spezifischer Antigene wurde die indirekte Färbung mit 

der Avidin-Biotin-Complex-Technik (ABC-Methode) angewendet. Die gebundenen Primäranti-

körper wurden durch Inkubation mit einem Biotin-konjugierten Sekundärantikörper und nach-

folgender Reaktion mit Peroxidase-konjugiertem Avidin sichtbar gemacht. Die optimale Ver-

dünnung der Antikörper (Ak) gegen Annexin V, Caspase-3, Caspase-8 und Bcl-2 wurde an ge-

sunden humanen Tonsillen ermittelt. Zum Nachweis von Bcl-2 wurden alle Präparate sowohl mit 

einem mono- als auch mit einem polyklonalen Antikörper gefärbt. Für die Auswertung wurde 

das Präparat mit dem überzeugenderen Ergebnis ausgewählt. Im Verlauf der Studie kam es zu 

Qualitätsproblemen der Caspase-3- und Caspase-8-spezifischen monoklonalen Antikörper, so 

dass später auch polyklonale Antiseren zum Nachweis dieser Caspasen eingesetzt wurden. Für 

die Isotyp-Kontrollen wurden gesunde, humane Tonsillen als Kontrollgewebe in Kombination 

mit einem ersten Antikörper gleicher Subklasse aber fehlender Spezifität für humane Antigene 

verwendet. Mögliche unspezifische Färbungen durch indirekte Interaktion des 2. Antikörpers 

wurden durch Negativkontrollen (Färbungen ohne Erstantikörper) erfasst. Unspezifische Bin-

dungsstellen der Präparate wurden durch Inkubation mit Blockierlösung (5% Pferdeserum in 

PBS) und das in den Präparaten vorhandene Biotin durch Zusatz von Avidin (9% Avidin in 

Blockierlösung) gesättigt. Die Primärantikörper wurden zusammen mit 9 %igem Biotin in 

Blockierlösung angeboten. 

 

 1. Hemmung der endogenen Peroxidase in 1 %igem H2O2  20 min 

 2. Spülen in Aqua dest. 5 min 

 3. Hitzeinduzierte Antigendemaskierung mit Citratpuffer, 

  Inkubation in der Mikrowelle (450 W mit jeweils 5 min Pause) 

   Niere 3 x 2,5 min 

   Leber 3 x 6 min 

 4. Abkühlen 10 min 
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 5. Spülen in PBS  5 min 

  Schnitte mit Wachsstift umranden 

 6. Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen 20 min 

  und des freien Biotins 

 7. Blockierlösung ablaufen lassen 

 8. Inkubation mit dem Primärantikörper 

 9. Spülen in PBS 2 x 5 min 

 10. Inkubation mit dem Biotin-konjugierten Zweitantikörper 45 min 

 11. Spülen in PBS 2 x 5 min 

 12. Inkubation mit enzymkonjugiertem Avidin/Biotin-Komplex 30 min 

 13. Spülen in PBS 2 x 5 min 

 14. Inkubation mit DAB 3 min 

 15. Spülen in PBS 5 min 

 16. Gegenfärbung mit Mayers Hämalaun 45 sec 

 17. Spülen und Bläuen mit Leitungswasser 10 min 

 18. Eindecken (Aquatex) 

 

3.2.3 Nachweis apoptotischer Zellen mit der TUNEL-Methode und Streptavidin-

POD-Färbung 

Der FragEL DNA Fragmentation Kit (Merck, Darmstadt) wurde nach Herstellerangaben ver-

wendet. Es wurde einzig die Inkubationszeit für Methyl-Grün bei den Nierenpräparaten auf 12 

min verlängert. Als Positiv- und Negativkontrollen dienten humane, gesunde Tonsillen. Während 

der Markierungsreaktion wurde das Präparat mit Parafilm gegen Austrocknung geschützt und in 

einer feuchten Kammer inkubiert. 

 

 1. Entparaffinierung mit Xylol 2 x 10 min 

 2. Rehydratation in absteigender Alkoholreihe 

   100% 10 min 

   96%, 80%, 70% je 5 min 

 3. Kurzes Ausspülen in TBS 

  Schnitte mit Wachsstift umranden  

 4. Permeabilisation mit Protein-Kinase K 20 min 

  1:100 in 10 mM Tris-HCl pH 8 

 5. Kurzes Ausspülen in TBS  

 6. Hemmung der endogenen Peroxidase 5 min 

  30 %iges H2O2 10µl in 90 µl Methanol  

 7. Kurzes Ausspülen in TBS  

 8. Konditionierung (1x Equilibrationspuffer) 20 min 
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 9. Markierungsreaktion 

  1:20 in Kit-spezifischem Reaktionspuffer 2 h bei 37 °C 

 10. Kurzes Ausspülen in TBS  

 11. Stoppen der Reaktion (Stopp-Puffer) 5 min 

 12. Kurzes Ausspülen in TBS  

 13. Blockieren unspezifischer Bindungsstellen (Blockierserum) 10 min 

 14. Steptavidin-POD 30 min 

 15. Kurzes Ausspülen in TBS  

 16. DAB Substrat 15 min 

 17. Kurzes Ausspülen in Aqua dest.  

 18. Gegenfärben mit Methyl-Grün  

   Niere 12 min 

   Leber 3 min 

 19. 100% Alkohol 2-4x eintauchen, wiederholen  

 20. Eintauchen in Xylol und Eindecken mit Entellan  

 

3.3 Bildanalyse und Auswertung 

3.3.1 Semiquantitative Auswertung 

Bei allen Präparaten wurden 4-5 Übersichtsaufnahmen in 12,5-facher Vergrößerung angefertigt. 

In jeder Aufnahme wurde jeweils eine Region ausgewählt, die in 100-facher Vergrößerung das 

Präparat gut repräsentierten und Zysten aller Größen bzw. Portalfelder erfassten („regions of 

interest“, ROI). Diese 4-5 „regions of interest“ eines Präparates wurden zur Dokumentation bzw. 

räumlichen Einordnung im Präparat zusätzlich in 25-facher Vergrößerung fotografiert.  

Bei der Beurteilung der mTOR-Signalkaskade (pAkt, pmTOR und p70S6K) wurde in 100-facher 

Vergrößerung analog zu einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe lediglich die Färbeintensi-

tät berücksichtigt, da hier in den Nierenpräparaten nahezu alle Zysten vollständig gefärbt waren 

(Fischer, DC et al. 2009). Im Gegensatz dazu ließen sich mit den Ki-67 spezifischen Antikörpern 

nur sporadisch einige Zellen anfärben, so dass hier bei der semiquantitativen Beurteilung neben 

der Färbeintensität auch die Zahl der gefärbten Zellen berücksichtigt wurde.  

Zur Beurteilung der Apoptose wurden zuerst die Zysten- bzw. Gallengangsepithelien in den 

Übersichtsaufnahmen betrachtet. Hierbei wurde der relative Anteil gefärbter Zysten NZy bzw. 

Gallengänge NGG in den Aufnahmen erfasst und anschließend gemittelt. Dieser gemittelte relati-

ve Anteil der positiven Zysten NZy bzw. Gallengänge NGG wurde bei einem negativen Ergebnis 

mit 0, bei einem relativen Anteil von weniger als 5% mit 1, zwischen 5 und 50% mit 2, zwischen 

50 und 75% mit 3 und bei einem positiven Ergebnis mit einem relativen Anteil von mindestens 

75% mit 4 bewertet. Bei 100-facher Vergrößerung wurde registriert, wie viele der Epithelzellen 

einer Zyste positiv waren. Dieser Quotienten NZ/NZy bzw. NZ/NGG wurden wie NZy (oben be-

schrieben) kategorisiert. Die Färbeintensität I wurde ebenfalls bei 100-facher Vergrößerung be-
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urteilt und wurde mit den Werten 0 (negativ) bis 4 klassifiziert. Eine schwache Braunfärbung 

wurde mit 1, eine deutliche Braunfärbung mit 2, eine intensive mit 3 und eine dunkel-

braun/schwarze Färbung mit 4 bewertet. Aus den drei ermittelten Parametern wurde die Apopto-

se anhand eines Scores S beurteilt, der sich als Produkt dieser drei Größen definierte (Pijnenborg, 

JM et al. 2005):  

 

SNiere = NZy * NZ/NZy * I 

SLeber = NGG * NZ/NGG * I 

 

Außerdem wurde in allen Färbungen der Leber (auch im Falle der Proliferationsmarker) und in 

der Niere beim Nachweis fragmentierter DNA (TUNEL Assay) Zellen im Stroma St betrachtet. 

Hierbei wurde sowohl die Färbeintensität der Stromazellen ISt als auch die Anordnung ASt der 

Zellen beurteilt, wobei vereinzelte positive Zellen mit 1 und kumuliert vorkommende positive 

Zellen mit 2 bewertet wurden. Die Hepatozyten HZ wurden nach Färbeintensität IHZ und dem 

gemittelten relativen Anteil positiver Hepatozyten, bezogen auf die Zahl der Hepatozyten im ge-

samten Präparat NHZ entsprechend den oben genannten Kriterien, ebenfalls mit Werten zwischen 

0 und 4 beurteilt. In der Niere war die Zystengröße ein weiteres Kriterium und wurde in kleine 

(ZGk, 4-9 Epithelzellen), mittele (ZGm, 10-100 Epithelzellen) und große (ZGg, >100 Epithelzel-

len) unterteilt. Zusätzlich wurde unterschieden, ob Zysten einer Größe separat oder in Kombina-

tion mit anderen Größen positiv waren. 

 

3.3.2 Computergestützte Bildanalyse zur Bestimmung der relativen Parenchymfläche 

in den Präparaten der Zystennieren 

Die Fläche des Nierenparenchyms relativ zur gesamten Fläche des Präparates wurde mit dem 

Programm QWin (Leica, Wetzlar) auf digitalen Fotografien mit HE-gefärbten Präparaten ermit-

telt. Die Bildgrenzen, innerhalb derer die Differenzierung zwischen Parenchym und Zyste auf-

grund der Färbungscharakteristika erfolgte, wurde manuell festgelegt. Die automatische Identifi-

zierung von Zysten und Parenchym wurde in jedem Präparat geprüft und ggf. vor Berechnung 

der Fläche manuell korrigiert.  
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4. Ergebnisse 

4.1 Charakterisierung des Patientenkollektives 

Zum Zeitpunkt der Diagnose ARPKD zeigten alle Patienten typische sonografische Befunde in 

Nieren und Lebern. Die Nieren zeichneten sich durch eine echogene bilaterale Vergrößerung (>2 

SDS), eine reduzierte bzw. aufgehobene kortikomedulläre Differenzierung, durch ein „Pfeffer 

und Salz“-Muster bei Säuglingen und multiple kleine medulläre Zysten bei älteren Kindern aus. 

Die Ultraschalluntersuchungen der Lebern ergaben bei allen Patienten eine Leberfibrose und bei 

15 Patienten ließ sich auch eine Hepatomegalie nachweisen. Die Eltern der erkrankten Kinder 

waren phänotypisch unauffällig, aus der Familienanamnese ergaben sich keine Hinweise auf eine 

renale und/oder hepatische Erkrankung und auch die Sonografie zeigte keine pathologischen Be-

funde. Die individuellen klinischen Daten und genetischen Befunde der Patienten sind im An-

hang (Anhang 1) wiedergegeben und in Tabelle 2 zusammengefasst. 

 

Tab. 2 Anthropometrische Charakteristika des Patientenkollektives (n = 16) 

 

 

Alle Angaben beziehen sich auf die Verhältnisse bei der ersten Nephrektomie. SDS: standard 

deviation score.  

 

Bei 10 von 16 Patienten wurde die Diagnose bereits pränatal bzw. bei Geburt und bei vier Pa-

tienten in der Neonatalperiode gestellt. Bei einem Patienten ließ sich diese Information retros-

pektiv nicht mehr erheben. Lediglich bei einem Kind wurde eine ARPKD erst im Alter von 6 

Jahren diagnostiziert. Bei dieser Patientin war der Krankheitsverlauf insgesamt offenbar milder, 

denn sie wurde erst im Alter von knapp 14 Jahren dialysepflichtig und ein Jahr später zeitgleich 

leber- und nierentransplantiert. Eine portale Hypertension lag bei insgesamt neun Patienten vor. 

Diese war in vier Fällen mit einer Umkehr des portal-venösen Flusses, in zwei Fällen mit einem 

Caroli-Syndrom und bei fünf Patienten mit einer histologisch gesicherten Cholangiodysplasie 

Median (Min. - Max.)

Alter [Jahre] bei

Dialysebeginn 2,75 (3 Tage - 14 Jahre)

Nephrektomie 2,75 (11 Tage - 15 Jahre)

Lebertransplantation 9,17 (1,75 Jahre - 15 Jahre)

Körperhöhe bei

Nephrektomie [cm] 90 (50 - 154)

[SDS] - 2,25 (-3,36 - -0,15)

Lebertransplanation [cm] 103 (72 - 154)

[SDS] - 2,78 (-5,1 - -1,65)
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verbunden. Darüber hinaus konnte eine isolierte Cholangiodysplasie bei einem Patienten diagno-

stiziert werden. Bei einem weiteren Patienten bestand zumindest der Verdacht auf eine isolierte 

Cholangiodysplasie. 

 

4.2 Histomorphologische Charakterisierung der erkrankten Nieren und Lebern 

Bereits makroskopisch fällt die spinnengewebsartige Morphologie der erkrankten Nieren auf 

(Abb. 6). Diese Nieren sind durch erweiterte Sammelrohre, die mehrfach dilatierten Tubuli, die 

großen Zysten und die sporadisch auftretenden Glomeruli charaktersiert. Eine Differenzierung 

von Mark und Rinde ist unmöglich. In Nieren mit einer hohen relativen Parenchymfläche lassen 

sich keineswegs häufiger intakte Nephronabschnitte sondern vielmehr eine ausgeprägte intersti-

tielle Fibrose nachweisen. 

 

Abb. 6 Repräsentative Gewebeschnitte der Nieren nach Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

HH16 (a, b, c) und HH20 (d, e, f). Makroskopisches Bild ohne Vergrößerung (a, d). Mikroskopi-

sches Bild (b, c, e, f). Vergrößerung: 25x (b, e) und 100x (c, f). 
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Die auf die Fläche des Gewebes bezogene relative Parenchymfläche reflektiert das Ausmaß der 

zystischen Veränderungen und beträgt bei den erkrankten Nieren im Median nur 39% (Spann-

weite 25,9 – 62,3%), im Gegensatz dazu bei den zwei gesunden Niere im Mittel 95,4% (95,0% 

und 95,8%)(Tab. 3). 

 

Tab. 3 Die auf die Gewebefläche bezogene relative Parenchymfläche 

 

 

Von den Patienten HRO2 und MS5 (zweizeitige Nephrektomien) wurden die Daten beider Nie-

ren übernommen. 

Kontrollen 95,40

HRO2 29,74 / 37,61

H3 35,47

H4 30,12

MS5 43,08 / 45,88

H6 38,30

B9 27,90

H10 25,86

H11 49,81

H12 37,22

H13 39,65

HH16 46,20

Pr17 43,71

HRO19 54,49

HH20 62,25

Median 38,98

Spannweite 25,86 - 62,25

Parenchymfläche /  

Präparatefläche [%]
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Die Lebern der ARPKD-Patienten sind histologisch durch erweiterte, proliferierte Ductuli 

biliferi und eine portale Fibrose gekennzeichnet. Letztere geht mit einer Verbreiterung der Por-

talfelder und Septenbildungen einher, die zu einer Einmauerung der Hepatozyten führt. Eine 

Gliederung in Zentralvenenläppchen ist noch zu erkennen. Zudem finden sich in den Bindege-

webszügen meist in Haufen gruppierte Zellen (Abb. 7). 

 

 

Abb. 7 Repräsentative Gewebeschnitte der Lebern nach Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

HH10 (a, b, c) und HH20 (d, e, f). Makroskopisches Bild ohne Vergrößerung (a, d). Mikroskopi-

sches Bild (b, c, e, f). Vergrößerung: 25x (b, e) und 100x (c, f). 
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4.3 Immunhistochemische Analyse von Nieren und Lebern  

Für die Beurteilung der Färbungen mit Antikörpern gegen Ki-67, pAkt, mTOR und pS6K stan-

den jeweils 17 Nierenpräparate von 15 Patienten und 7 Leberpräparate von 7 Patienten zur Ver-

fügung. Für die Analyse der Apoptosemarker standen nicht in allen Fällen die gleichen 

Präparatezahlen bereit (Tab. 4). 

 

Tab. 4 Übersicht über die Anzahl der Präparate und Patienten, die für die Untersuchung 

der Apoptosemarker zur Verfügung standen 

 

 

 

4.3.1 Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 

In 11 von 17 Nieren finden sich Ki-67-positive Zellen, die typischerweise vereinzelt innerhalb 

des Zystenepithels lokalisiert sind. In vier dieser Ki-67-positiven Nieren sind die gefärbten Zel-

len gleichmäßig, in sieben Nieren sporadisch verteilt. In drei von sieben Lebern konnten Ki-67-

positive Zellen im Gallengangsepithel identifiziert werden. Es fiel allerdings auch auf, dass in 

fünf der sieben Leberpräparate Ki-67 in den Stromazellen nachweisbar ist. In zwei Lebern sind 

die Hepatozyten deutlich angefärbt. Weder in gesunder Leber noch in gesunder Niere können 

Ki-67 nachgewiesen werden (Abb. 8 und Tab. 5). 

Nachweis von Präparate Patienten Präparate Patienten

Annexin V 13 12 7 7

Caspase-3 15 14 7 7

Caspase-8 15 13 6 6

Bcl-2 16 14 7 7

fragm. DNA 16 14 7 7

Nieren Lebern

Anzahl der Anzahl der
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Abb. 8 Immunhistochemischer Nachweis von Ki-67 

Färbungen einer erkrankten Niere (a), einer erkrankten Leber (b), einer gesunden Niere (c) und 

einer gesunden Leber (d). Die Isotypenkontrolle (Tonsille, e) und die positive Kontrolle (Tonsil-

le, f) sind ebenfalls dargestellt. Vergrößerung: 100x und 400x (Ausschnittvergrößerung). 
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4.3.2 Analyse der Akt-mTOR-Signalkaskade: Nachweis von pAkt, pmTOR und 

pS6K 

In allen Nieren kann phosphoryliertes Akt detektiert werden. Typischerweise färbt sich das ge-

samte Epithel einer positiven Zyste intensiv an; nur drei von 17 Nieren sind schwach gefärbt. 

Demgegenüber lässt sich pAkt nur in einem Leberpräparat eindeutig nachweisen. In diesem Prä-

parat sind positive Gallengangsepithelien einzig in einem relativ eng umschriebenen Bereich zu 

erkennen, zusätzlich finden sich hier vereinzelte schwach positive Stromazellen. In der gesunden 

Niere bzw. Leber ist kein aktiviertes Akt nachweisbar (Abb. 9). 

 

 

Abb. 9 Immunhistochemischer Nachweis von pAkt 

Färbungen einer erkrankten Niere (a), einer erkrankten Leber (b), einer gesunden Niere (c) und 

einer gesunden Leber (d). Die Isotypenkontrolle (Tonsille, e) und die positive Kontrolle (Tonsil-

le, f) sind ebenfalls dargestellt. Vergrößerung: 100x und 400x (Ausschnittvergrößerung). 
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Aktiviertes und an Ser2448 phosphoryliertes mTOR ist im Epithel aller Nieren und Lebern der 

ARPKD-Patienten nachweisbar. Die Intensität der Färbung ist in beiden Geweben vergleichbar, 

lediglich fünf von 18 Nieren und zwei von sieben Lebern färben sich schwächer. In einem Le-

berpräparat kann pmTOR zusätzlich auch in den Hepatozyten nachgewiesen werden. Die Stro-

mazellen sind in allen Präparaten negativ. In den Sammelrohren der gesunden Niere lässt sich 

pmTOR mit moderater Färbeintensität nachweisen, während diese Färbung in gesunder Leber 

eindeutig negativ ist (Abb. 10). 

 

 

Abb. 10 Immunhistochemischer Nachweis von pmTOR 

Färbungen einer erkrankten Niere (a), einer erkrankten Leber (b), einer gesunden Niere (c) und 

einer gesunden Leber (d). Die Isotypenkontrolle (Tonsille, e) und die positive Kontrolle (Tonsil-

le, f) sind ebenfalls dargestellt. Vergrößerung: 100x und 400x (Ausschnittvergrößerung). 
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In 16 von 17 Nieren zeigen sich pS6K-positive Zysten, wobei pS6K bevorzugt im apikalen Pol 

der Epithelzellen akkumuliert. In der gesunden Niere können schwach positive Signale im Zy-

linderepithel detektiert werden, wobei dieses positive Epithel weder einem Tubulus noch einem 

Sammelrohr zuzuordnen ist. In einem von sieben Leberpräparaten ist pS6K in den Gallengang-

sepithelien, in drei Präparaten in den Hepatozyten und in zwei dieser Präparate zudem noch in 

den Bindegewebszellen nachweisbar. In der gesunden Leber lässt sich pS6K weder im Gallen-

gangsepithel noch in den Hepatozyten oder in den Stromazellen nachweisen (Abb. 11). 

 

 

Abb. 11 Immunhistochemischer Nachweis von pS6K 

Färbungen einer erkrankten Niere (a), einer erkrankten Leber (b), einer gesunden Niere (c) und 

einer gesunden Leber (d). Die Isotypenkontrolle (Tonsille, e) und die positive Kontrolle (Tonsil-

le, f) sind ebenfalls dargestellt. Vergrößerung: 100x und 400x (Ausschnittvergrößerung). 
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In den Nieren der ARPKD-Patienten sind die Nachweise von pAkt, pmTOR und pS6K eindeutig 

auf das Zystenepithel beschränkt und weitestgehend unabhängig von der Zystengröße. Der rela-

tive Anteil der positiven Epithelzellen nimmt von pAkT über pmTOR zu pS6K hin ab. In der ge-

sunden Kontrolle zeigen sich wenige pmTOR-positive Sammelrohre und pS6K-positive Tubuli 

bzw. Sammelrohre, während die pAkt spezifischen Färbungen durchgängig negativ sind. In den 

Lebern der ARPKD-Patienten ist nur pmTOR deutlich nachzuweisen. Die gesunde Leber zeigt 

keine Aktivität der Akt-mTOR-Signalkaskade (Tab. 5; Abb. 9-11).  

 

Tab. 5 Individuelle Beurteilung der immunhistochemischen Untersuchungen zur Aktivie-

rung der Akt-mTOR-Signalkaskade und der Expression von Ki-67 

* Die Daten der Nierenpräparate sind aus (Fischer, DC et al. 2009) übernommen, k.M.: kein Ma-

terial. 

 

In Abbildung 12 sind die Färbungen der Akt-mTOR-Signalkaskade und die Expression Ki-67 

exemplarisch an korrespondierenden Nieren- und Leberschnitten eines Patienten dargestellt, der 

N L N L N L N L

Kontrolle - - ++ - (+) - - -

H4* + (+) +(+) ++ ++ - - +

H7* +++ - +++ +++ +++ + - -

HH10* +++ - ++ + ++ - ++ -

H11* ++(+) - ++(+) + +++ - ++ (+)

HH14 k.M. (+) k.M. +++ k.M. - k.M. -

HH16 ++(+) - ++(+) +++ ++ - ++ (+)

HH20 ++ + +++ ++(+) ++(+) - - -

HRO2a* ++ ++ ++ +

HRO2b* ++ ++ ++ +

H3* (+) (+) +++ (+)

MS5a* ++ + ++ -

MS5b* +++ + ++ (+)

H6* +++ ++(+) +++ +

B9* +++ ++(+) (+) +

H12* ++ +++ ++ (+)

H13* ++(+) +++ ++ -

Pr17 +(+) + - -

HRO19 +++ + + ++

Nachweis von

Ki-67pAkt pmTOR pS6K
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im Alter von 6,25 Jahren eine kombinierte Nieren-/Lebertransplantation erhielt. Auch hier zeigen 

sich in der Niere positive Signale für die Akt-mTOR-Signalkaskade, während in der Leber le-

diglich pmTOR eindeutig nachweisbar ist.  

 

Abb. 12 Gegenüberstellung von pAkt, pmTOR, pS6K und Ki-67 in Niere und Leber eines 

Patienten 

Niere (a-d) und Leber (e-h) des Patienten HH20 (Organe wurden zeitgleich entnommen). pAkt 

(a, e), pmTOR (b, f), p70S6 (c, g), Ki-67 (d, h). Vergrößerung: 100x und 400x (Ausschnittver-

größerung). 
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4.3.3. Nachweis von Markern der Apoptose und des antiapoptotischen Faktors Bcl-2 

In den Nieren- und Leberpräparaten wurden Caspase-8 als Marker des extrinsischen Signalwe-

ges, Annexin V als Marker der frühen Apoptose, Caspase 3 und fragmentierte DNA als Marker 

der fortgeschrittenen Apoptose und Bcl-2 als antiapoptotischer Marker untersucht.  

 

4.3.3.1 Nachweis von Caspase-8 als Marker des extrinsischen Signalweges 

In 14 Nierenpräparaten kann Caspase-8 detektiert werden. Diese Protease ist bevorzugt in mit-

telgroßen, aber nie in großen Zysten nachweisbar (Abb. 13).  

 

 

Abb. 13 Immunhistochemischer Nachweis von Caspase-8 

Färbungen einer erkrankten Niere (a), einer erkrankten Leber (b), einer gesunden Niere (c) und 

einer gesunden Leber (d). Die Isotypenkontrolle (Tonsille, e) und die positive Kontrolle (Tonsil-

le, f) sind ebenfalls dargestellt. Vergrößerung: 100x und 400x (Ausschnittvergrößerungen). 
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In 10 der positiven Präparate sind mindestens 75% des Epithels einer Zyste angefärbt. Allerdings 

sind bei insgesamt sieben von 15 Präparaten und damit auch bei fünf der oben beschriebenen 10 

Präparate weniger als 5% der Zysten positiv. Die gesunde Niere zeigt einzelne, leicht positive 

distale Tubuli. In vier von sechs Leberpräparaten lässt sich Caspase-8 in den Gallengängen 

nachweisen. In drei der positiven Präparate sind nahezu alle Gallengänge und das gesamte Gal-

lengangsepithel angefärbt. In drei von sechs Lebern finden sich zudem im verbreiterten Portal-

feld vereinzelt stark positive Stromazellen, in zwei Präparaten sind mehr als die Hälfte der Hepa-

tozyten schwach angefärbt. In der gesunden Leber finden sich keine signifikanten Färbungen 

(Abb. 13). 

 

4.3.3.2 Nachweis von Annexin V als Marker der frühen Apoptose 

Für die Analyse dieses Markers standen 13 von 17 Nierenpräparaten sowie 7 Leberpräparate zur 

Verfügung (Tab. 4, S. 24). In 12 von 13 Nierenpräparaten ist Annexin V weitestgehend unab-

hängig von der Größe der Zysten nachweisbar. Die positiven Zellen haben meist eine hohe Fär-

beintensität und entsprechen mehr als der Hälfte aller Zellen innerhalb des Zystenepithels. Zu-

dem zeigt sich, dass zwischen dem Score der Annexin V- Färbung und der relativen Paren-

chymfläche kein Zusammenhang besteht (Abb. 14).  

 

 

Abb. 14 Die auf die Gewebefläche bezogene Parenchymfläche in Relation zum Annexin V-

Score in Nieren von ARPKD Patienten 
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In der gesunden Niere finden sich vereinzelt deutlich positive Sammelrohre. In der Leber lässt 

sich Annexin V in den erweiterten Ductuli nachweisen. Dabei sind in fünf der sieben Präparate 

die gesamten Gallengänge intensiv gefärbt. Nur ein Präparat weist positive Stromazellen und 

Hepatozyten auf. In gesunder Leber zeigen sich einige positive Hepatozyten, aber keine 

Anfärbung des Gallengangsepithels (Abb. 15). 

 

 

Abb. 15 Immunhistochemischer Nachweis von Annexin V 

Färbungen einer erkrankten Niere (a), einer erkrankten Leber (b), einer gesunden Niere (c) und 

einer gesunden Leber (d). Die Isotypenkontrolle (Tonsille, e) und die positive Kontrolle (Tonsil-

le, f) sind ebenfalls dargestellt. Vergrößerung: 100x und 400x (Ausschnittvergrößerung). 
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4.3.3.3 Nachweis von Caspase-3 und fragmentierter DNA als Marker der fortgeschrit-

tenen Apoptose  

Nur in sechs von 16 Nierenpräparaten lassen sich mit dem gegen Caspase-3 gerichteten Antikör-

per einige, vorwiegend mittelgroße, Zysten schwach, dann aber vollständig, anfärben. Die Gal-

lengangsepithelien der Lebern der ARPKD-Patienten sind ausnahmslos negativ. Zwei der sieben 

Lebern zeigen vereinzelt positive Stromazellen. Die gesunden Kontrollen weisen keine aktivierte 

Caspase-3 auf (Abb. 16).  

 

 

Abb. 16 Immunhistochemischer Nachweis von Caspase-3 

Färbungen einer erkrankten Niere (a), einer erkrankten Leber (b), einer gesunden Niere (c), und 

einer gesunden Leber (d). Die Isotypenkontrolle (Tonsille, e) und die positive Kontrolle (Tonsil-

le, f) sind ebenfalls dargestellt. Vergrößerung: 100x und 400x (Ausschnittvergrößerung). 
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Fragmentierte DNA ist in den erkrankten Nieren vereinzelt und sowohl im Epithel in 10 der 16 

Präparate als auch im Bindegewebe in 11 der 16 Präparate nachweisbar. Charakteristisch ist, 

dass sich vor allem die großen Zysten anfärben. In der gesunden Niere finden sich vereinzelte 

deutlich positive Zellen in den distalen Tubuli und Sammelrohren. Nur in einer der erkrankten 

Lebern ist fragmentierte DNA in den Gallengängen nachweisbar, jedoch finden sich in insgesamt 

sechs Präparaten sowohl positive Stromazellen als auch positive Hepatozyten. Die gesunde Le-

ber zeigt viele intensiv gefärbte Hepatozyten (Abb. 17). 

 

 

Abb. 17 Immunhistochemischer Nachweis von fragmentierter DNA 

Färbungen einer erkrankten Niere (a), einer erkrankten Leber (b), einer gesunden Niere (c), und 

einer gesunden Leber (d). Die Isotypenkontrolle (Tonsille, e) und die positive Kontrolle (Tonsil-

le, f) sind ebenfalls dargestellt. Vergrößerung: 100x und 400x (Ausschnittvergrößerung). 
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4.3.3.4 Aktivität des antiapoptotischen Faktors Bcl-2 

In 15 der 16 Nierenpräparate ist Bcl-2 nachweisbar. Die positiven Zellen befinden sich vor allem 

in den mittelgroßen Zysten, dabei sind in 13 Präparaten mehr als 50% der Zellen einer Zyste an-

gefärbt. Für Bcl-2 zeigt sich eine Assoziation zwischen dem errechnetem Score und der auf den 

Gewebeschnitt bezogenen relativen Parenchymfläche (Abb. 18). Die gesunde Niere zeigt speziell 

in den Sammelrohren moderat gefärbte Zylinderepithelien. In sechs von sieben Lebern kann Bcl-

2 in den Gallengängen detektiert werden, wobei sich in vier Präparaten mehr als 75% der Zellen 

eines Gallenganges anfärben. Die Hepatozyten sind in zwei Präparaten intensiv angefärbt. In 

fünf Präparaten sind die in Haufen vorkommenden intensiv gefärbten Stromazellen auffällig. In 

der gesunden Leber lässt sich kein Bcl-2 nachweisen (Abb. 19). 

 

Abb. 18 Die auf die Gewebefläche bezogene Parenchymfläche in Relation zum Bcl-2-Score 



 

 

39 

 

 

Abb. 19 Immunhistochemischer Nachweis von Bcl-2 

Färbungen einer erkrankten Niere (a), einer erkrankten Leber (b), einer gesunden Niere (c) und 

einer gesunden Leber (d). Die Isotypenkontrolle (Tonsille, e) und die positive Kontrolle (Tonsil-

le, f) sind ebenfalls dargestellt. Vergrößerung: 100x und 400x (Ausschnittvergrößerung). 
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4.3.3.5 Zusammenfassende Beurteilung der Apoptosemarker 

In den erkrankten Nieren sind Caspase-8, Annexin V und Bcl-2 deutlich in den Zystenepithelien 

nachzuweisen. Fragmentierte DNA findet sich hingegen nur sporadisch im Zystenepithel und im 

Stroma. Die Färbungen von Caspase-3 zeigen meist ein negatives Ergebnis (Tab. 6).  

 

Tab. 6 Individuelle Beurteilung der immunhistochemischen Untersuchung (Score) der Nie-

ren von ARPKD-Patienten zum extrinsischen Signalweg (Caspase-8), zur frühen (Annexin 

V) bzw. fortgeschrittenen Apoptose (Caspase-3, fragmentierte DNA) und Expression des 

antiapoptotischen Faktors Bcl-2 

 

 

k.M.: kein Material.

Caspase-8 Annexin V Caspase-3 fragm. DNA Bcl-2

Kontrolle 4 9 0 2 16

HRO2a 6 k.M. k.M. 0 6

HRO2b 4 k.M. 12 0 12

H3 k.M. 9 0 2 9

H4 18 12 6 4 24

MS5a 4 16 0 0 32

MS5b 24 24 4 0 2

H6 36 12 0 3 6

B9 8 16 0 3 24

H10 6 18 0 3 9

H11 32 0 0 2 12

H12 0 6 0 2 0

H13 12 24 3 3 24

HH16 36 12 0 0 9

Pr17 12 k.M. 8 2 12

HRO19 48 48 0 3 64

HH20 48 8 4 0 48

Median 12 12 0 2 12

Spannweite 0 - 48 0 - 48 0 - 12 0 - 4 0 - 64

Nachweis von
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Es zeigt sich, dass Annexin V und Caspase-8 bevorzugt in kleinen und mittelgroßen Zysten 

nachweisbar ist, dass Bcl-2 bevorzugt in mittelgroßen Zysten detektierbar ist und dass fragmen-

tierte DNA im Wesentlichen in den großen Zysten vorkommt (Abb. 20).  

 

 

Abb. 20 Beziehung zwischen der Zystengröße und den Apoptosemarkern 

k: kleine Zysten, m: mittelgroße Zysten, g: große Zysten, grauer Balken: Caspase-8; grob schraf-

fierter Balken: Annexin V, schwarzer Balken: Caspase-3, fein schraffierter Balken: Bcl-2, wei-

ßer Balken: fragmentierte DNA. 

 

In der gesunden Niere lassen sich Annexin V sowie Bcl-2 in den Sammelrohren und Caspase-8 

in den distalen Tubuli nachweisen, während Caspase-3 nicht nachweisbar ist. Fragmentierte 

DNA kommt in den gesunden Nieren sporadisch sowohl in den Sammelrohren als auch in den 

distalen Tubuli vor. 

 

In den erkrankten Lebern können Caspase-8, Annexin V und Bcl-2 in den Gallengängen nach-

gewiesen werden, wohingegen sich Caspase-3 und fragmentierte DNA nicht in den Gallengän-

gen darstellen lassen. Zusätzlich finden sich in den Stromazellen sowohl Bcl-2 als auch fragmen-

tierte DNA. In der gesunden Leber lassen sich Annexin V und fragmentierte DNA vereinzelt in 

den Hepatozyten nachweisen. Die immunhistochemischen Ergebnisse werden in Tabelle 7 ge-

genübergestellt, in Abb. 21 sind diese Färbungen exemplarisch an korrespondierenden Nieren- 
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und Leberschnitten eines Patienten dargestellt. Eine tabellarische Übersicht über die individuel-

len Befunde der Nieren- und Leberpräparate findet sich im Anhang (Niere, Anhang 2; Leber, 

Anhang 3). 

 

 

Tab. 7 Individuelle Beurteilung der immunhistochemischen Untersuchung (Score) der Le-

bern und korrespondierender Nieren von ARPKD-Patienten zum extrinsischen Signalweg 

(Caspase-8), zur frühen (Annexin V) bzw. fortgeschrittenen Apoptose (Caspase-3, frag-

mentierte DNA) und Expression des antiapoptotischen Faktors Bcl-2 

 

 

Der Median und die Spannweite beziehen sich nur auf gepaarte Nieren- und Leberpräparate. 

k.M.: kein Material. 

 

 

 

N L N L N L N L N L

Kontrolle 4 0 9 0 0 0 2 0 16 0

H4 18 18 12 32 6 0 4 0 24 32

HH10 6 32 18 32 0 0 3 0 9 12

H11 32 k. M. 0 24 0 0 2 6 12 0

HH16 36 0 12 48 0 0 0 0 9 16

HH20 48 32 8 48 4 0 0 0 48 3

H7 0 16 0 0 12

HH14 9 48 0 0 3

Median 32 25 12 32 0 0 2 0 12 14

Spannweite 6 - 48 0 - 32 0 - 18 24 - 48 0 - 6 0 0 - 4 0 - 6 9 - 48 0 - 32

Bcl-2fragm. DNAAnnexin V Caspase-3Caspase-8

Nachweis von
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Abb. 21 Gegenüberstellung von Annexin V, aktivierter Caspase-3, aktivierter Caspase-8, 

Bcl-2 und fragmentierter DNA an Niere und Leber eines Patienten 

Niere (a-e) und Leber (f-k) des Patienten HH20 (Organe wurden zeitgleich entnommen) Annexin 

V (a, f), Caspase-3 (b, g), Caspase-8 (c, h), Bcl-2 (d, i), fragmentierte DNA (e, k). Vergrößerung: 

100x und 1:400x (Ausschnittsvergrößerung). 
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5. Diskussion 

In dieser Arbeit wurden die klinischen Daten von ARPKD-Patienten erfasst und sowohl zu den 

morphologischen als auch immunhistochemischen Befunden, die an archiviertem Nieren- 

und/oder Lebergewebe dieser Patienten erhoben wurden, in Beziehung gesetzt. Dabei standen 

die Verteilung und Lokalisation proliferierender sowie apoptotischer Zellen in den betroffenen 

Organen im Mittelpunkt. 

 

5.1 Charakterisierung des Patientenkollektives 

Das sporadische Auftreten der Zystennieren im Familienstammbaum und die phänotypisch un-

auffälligen Eltern sind charakteristisch für einen rezessiv autosomalen Erbgang. Mit nur einer 

Ausnahme wurde bei allen in dieser Arbeit untersuchten Patienten eine Nierentransplantation 

durchgeführt und 7 Patienten erhielten parallel oder zu einem späteren Zeitpunkt ebenfalls eine 

Lebertransplantation. Die klinischen Daten dieser und anderer Studien sind in Tabelle 8 

zusammengefasst. 

 

Tab. 8 Übersicht publizierter klinischer Daten von ARPKD-Patienten 

 

 

k. D.: keine Daten. 

 

Im Gegensatz zu früheren Studien, die sich vor allem mit der Klinik und der Genetik der 

ARPKD beschäftigten, lag der Schwerpunkt unserer Arbeit in der immunhistochemischen Fär-

bung von archivierten Nieren und Lebern, wodurch die niedrigere Patientenzahl zu erklären ist 

(Bergmann, C et al. 2005; Capisonda, R et al. 2003; Dias, NF et al. 2010; Guay-Woodford, LM 

and Desmond, RA 2003; Zerres, K et al. 1996). In Übereinstimmung mit früheren Studien be-

63% 20%

60%

56%

32%46%23%

44% 15%
Portale 

Hypertension

eigene 

Arbeit

Dias et al. 

(2010)

Bergmann
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Guay-

Woodford 

und 

Desmond 

(2003)

Capisonda 

et al. (2003)

68%

Pränatale 

Diagnosen

20%Kleinwuchs

25    

(12/13)

186

(97/89)

166

(84/82)

31

(14/17)

115

(66/49)

10%

46%37%

Patienten 

(m/w)

16% 24% k. D. 25%

Zerres et al. 

(1996)

16

(9/7)
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steht keine Assoziation der Erkrankung mit dem Geschlecht (Bergmann, C et al. 2005; 

Capisonda, R et al. 2003; Dias, NF et al. 2010; Guay-Woodford, LM and Desmond, RA 2003). 

Unsere Studie weist den höchsten Anteil an pränatalen Diagnosen auf, was sowohl auf die opti-

mierten Ultraschallegeräte als auch auf die Möglichkeit der Durchführung einer DNA-Analyse 

zurückzuführen ist. 

 

5.2 Histomorphologische Charakterisierung der erkrankten Nieren und Lebern  

Morphologisch zeigten die Nieren das typische histologische Bild der ARPKD mit dilatierten ra-

dial angeordneten Sammelrohren bzw. distalen Tubuli, die an ein Spinnennetz erinnern, und spo-

radisch auftretenden Glomeruli (Dias, NF et al. 2010; Guay-Woodford, LM and Desmond, RA 

2003). Die relative Parenchymfläche der Zystennieren entsprach im Mittel 39%. Nach Goilav 

handelt es sich bei einer relativen Parenchymfläche von mehr als 40% um ein Frühstadium, wo-

hingegen das Endstadium mit weniger als 10% deklariert ist (Goilav, B et al. 2008). Dement-

sprechend waren in unserer Arbeit gemäß den morphologischen Veränderungen (noch) keine 

Niere im Endstadium und sieben sogar noch im Frühstadium der Erkrankung. Dennoch wies der 

Großteil der Patienten klinisch eine dialysepflichtige terminale Niereninsuffizienz auf. 

Die Histomorphologie aller Lebern entspricht dem typischen Bild der ARPKD mit dilatierten 

Gallengängen, einer portalen Fibrose und gesunden, aber eingemauerten Hepatozyten. Auch die-

se Befunde sind mit den Ergebnissen von Guay-Woodford (Anteil der Cholangiodysplasien 

95,5%) vergleichbar (Guay-Woodford, LM and Desmond, RA 2003). Demgegenüber beschrieb 

Dias nur in 46,1% aller Patienten eine Cholangiodysplasie und in 38,5% eine KHF (Dias, NF et 

al. 2010). 

 

5.3 Immunhistochemische Analyse von Nieren und Lebern 

In einer früheren Studie konnten wir bereits zeigen, dass in den Nieren der ARPKD-Patienten die 

mTOR-Signalkaskade aktiviert ist, wohingegen nur wenige Zellen Ki-67 positiv sind (Fischer, 

DC et al. 2009). Diese Ergebnisse haben wir an weiteren Nierenpräparaten bestätigt und sie deu-

ten darauf hin, dass zumindest bei Patienten mit fortgeschrittener ARPKD das Zellwachstum und 

nicht die Zellteilung dominiert. In den gesunden Kontrollnieren waren Ki-67 und aktiviertes Akt 

nicht nachweisbar, wohingegen aktiviertes mTOR deutlich in den Sammelrohren und pS6K 

schwach im Zylinderepithel nachzuweisen waren. Zusammengenommen weisen unsere Ergeb-

nisse und die kürzlich von Becker et al. publizierten Daten darauf hin, dass der mTOR-

Signalweg in der ARPKD aktiviert ist (Becker, JU et al. 2010). 

In den Lebern der ARPKD-Patienten war pmTOR im Gallengangsepithel nachweisbar, während 

pAkt und pS6K nur sporadisch in einzelnen Lebern vertreten waren. Da der verwendete mTOR-

spezifische Antikörper gegen phosphoryliertes Ser2448 gerichtet ist, und diese Phosphorylierung 

auf die Akt-spezifische Aktivierung von mTOR zurückzuführen ist, wäre die Detektion von akti-

viertem Akt zu erwarten gewesen. Da das nicht der Fall war, ist eine Wechselwirkung zwischen 
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mTORC1 und mTORC2 denkbar, die zur Hemmung von Akt führt. Der fehlende Nachweis von 

aktivierter S6K deutet darauf hin, dass die Signalweitergabe vom aktivierten mTOR auf S6K di-

rekt oder indirekt durch einen bislang noch unbekannten Mediator unterbrochen wurde (Brunet, 

A et al. 1999; Peterson, RT et al. 1999). Nichtsdestotrotz spricht der Nachweis von aktiviertem 

mTOR dafür, dass mTOR - unabhängig von der PI3K-Signalkaskade - eine Rolle in der Genese 

der Gallengangshyperplasie spielt.  

Ki-67-positive Zellen waren in 3 Lebern sporadisch im Gallengangsepithel nachzuweisen. Es be-

stand also weder in der Niere noch in der Leber ein Zusammenhang zwischen der mTOR-

Aktivierung und der Proliferations-Aktivität. Das Auftreten von Ki-67-positiven Stromazellen in 

der Leber könnte die Folge von Cholangitiden mit Akkumulation von Entzündungszellen in den 

verbreiterten Portalfeldern sein. In der gesunden Leber ist weder in den Gallengängen noch in 

den Stromazellen oder in den Hepatozyten eine Aktivierung der mTOR-Signalkaskade nach-

weisbar, wohingegen vereinzelt Ki-67-positive Hepatozyten detektiert werden. 

 

Eine unregulierte Aktivierung von mTOR konnte schon in anderen benignen und malignen Er-

krankungen nachgewiesen werden (Hay, N and Sonenberg, N 2004; Lee, CH et al. 2007; Walz, 

G 2006; Wang, X and Proud, CG 2006; Wullschleger, S et al. 2006). Aktiviertes mTOR bedingt 

Proliferation und Zellwachstum, aber auch Zellwachstum unabhängig von Proliferation (Lee, CH 

et al. 2007). Die ARPKD beruht auf einer Mutation des Fibrocystins und Fischer et al. wiesen 

eine gegenüber gesunden Nieren deutlich erhöhte Expression von Fibrocystin in den erkrankten 

Nieren nach, lassen aber die Bedeutung dieses Befundes offen (Fischer, DC et al. 2009). 

Shillingford et al. schrieben Polycystin 1 (PC-1), dem Zystoprotein der ADPKD, die primäre 

Rolle in der Zystogenese der ADPKD zu, da in Madin Darby Canine Kidney-

Tubulusepithelzellen (MDCk-Zellen) eine Interaktion von Polycystin 1 mit Tuberin bzw. TSC2 

nachgewiesen werden konnte. Zusammen mit dem Nachweis einer erhöhten mTOR-Expression 

in den Nieren von ADPKD-Patienten und der Tatsache, dass Tuberin mTOR hemmt, ergab sich 

die Hypothese, dass ein mutiertes Polycystin 1 infolge einer gestörten Interaktion mit TSC zur 

Aktivierung von mTOR und damit polyzystischen Nieren führt (Shillingford, JM et al. 2006; 

Weimbs, T 2006). Diese Hypothese wurde zudem durch tierexperimentelle Studien gestützt. So 

führte die Hemmung von mTOR durch Rapamycin zu einer Verlangsamung, wenn auch nicht 

Stagnation, des progressiven Zystenwachstums in männlichen Han:SPRD Ratten, einem Tier-

modell der ADPKD. Parallel dazu verlangsamte sich auch der Progress der Niereninsuffizienz 

(Tao, Y et al. 2005b; Wahl, PR et al. 2006). Shillingford beschrieb in Rapamycin-therapierten 

opk-Mäusen neben der reduzierten Zystenexpansion eine Hemmung der Proliferation und eine 

selektive Induktion der Apoptose (Shillingford, JM et al. 2006).  

Da sowohl PC-1 als auch FPC in den primären Zilien lokalisert sind und es zudem zur Interakti-

on beider Proteine untereinander und mit anderen Zystoproteinen kommt, ist die Zilienfunktion 

vermutlich bereits durch Mutation eines der beteiligten Proteine gestört. Diese Zilienhypothese 
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wird einerseits durch die frappierenden klinischen Ähnlichkeiten der polyzystischen Nierener-

krankungen gestützt und hat andererseits dazu geführt, dass ähnliche therapeutische Konzepte 

für ADPKD und ARPKD evaluiert werden. Hier sind sowohl die Versuche, mTOR durch Rapa-

mycin zu hemmen, als auch die Hinweise auf eine mTOR-unabhängige kausale Beteiligung von 

S6K zu nennen (Lee, CH et al. 2007; Wahl, PR et al. 2006; Walz, G 2006).  

Leider hat sich inzwischen aber gezeigt, dass die Hemmung von mTOR mit Rapamycin nicht 

geeignet ist, die Progression der Erkrankung zu hemmen. So sind die positiven Ergebnisse der 

männlichen Han:SPRD-Ratten nicht auf die weiblichen Tiere übertragbar (Belibi, F et al. 2011). 

Eine andere Studie an PCK-Ratten, einem orthologen Tiermodell der ARPKD, zeigte, dass die 

Behandlung mit Rapamycin nicht die erhofften positiven Effekte hat und sich im Gegenteil die 

Behandlung negativ auf die Tiere auswirkte (Renken, C et al. 2011). Auch die initial positiven 

Ergebnisse klinischer Studien an ADPKD-Patienten bestätigten sich nicht. Der Einsatz von 

Everolimus bzw. Rapamycin zeigte keine positiven Effekte auf die progrediente Niereninsuffi-

zienz und die Patienten litten unter nicht zu vernachlässigenden Nebenwirkungen (Serra, AL et 

al. 2010; Walz, G et al. 2010).  

 

Aus der Zilienhypothese ergeben sich neben mTOR noch weitere Wachstumsfaktoren und Me-

diatoren, die als Angriffspunkt therapeutischer Interventionen untersucht werden. Von besonde-

rer Bedeutung scheinen dabei cAMP und der Epidermal growth factor (EGF) zu sein. Allerdings 

wurden nach deren Hemmung entweder positive Effekte in Leber oder Niere beschrieben, nicht 

jedoch in beiden Organen gleichzeitig (Gattone, VH, 2nd et al. 2003; Sato, Y et al. 2006; Swee-

ney, WE, Jr. and Avner, ED 2006; Torres, VE et al. 2004). Desweiteren könnten auch ein ver-

minderter Calcium-Einstrom, ein aktiviertes Renin-Angiotensin-System und erhöhtes PPAR-γ an 

der Pathogenese beteiligt sein (Wen, J 2011).  

 

Bis jetzt wurden Apoptosemarker immunhistochemisch nur in erkranktem Nierengewebe nach-

gewiesen, nicht jedoch in Lebern von ARPKD-Patienten. Zur Analyse der Apoptose in Nieren 

und Lebern wählten wir Marker des extrazellulären Signalweges (aktivierte Initiatorcaspase-8), 

der frühen (Annexin V) und fortgeschrittenen Apoptose (aktivierte Effektorcaspase-3 und frag-

mentierter DNA) sowie Bcl-2 als antiapoptotischen Faktor. Der Nachweis apoptotischer Zellen 

wird dadurch erschwert, dass diese innerhalb weniger Stunden von benachbarten Zellen und/oder 

durch Makrophagen phagozytiert werden und damit nicht mehr nachweisbar sind (Fadok, VA et 

al. 1992; Savill, J et al. 1990). 

Wir konnten Annexin V, Caspase-8 und Bcl-2 immunhistochemisch in den Epithelien von Nie-

ren und Lebern nachweisen. Da aktivierte Caspase-8 in den Zysten- und Gallengangsepithelien 

zu detektieren war, kann man vermuten, dass die Apoptose in Nieren und Lebern durch den ex-

trinsischen Signalweg initiiert wird. Goilav und Tao demonstrieren ebenfalls eine erhöhte Ex-

pression von Caspase-8 in den Nieren von ARPKD- bzw. ADPKD-Patienten und Han:SPRD 
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Ratten (Goilav, B et al. 2008; Tao, Y et al. 2005c). Allerdings beschreibt Goilav Caspase-8-

positive Zellen nur im Endstadium der Erkrankung und dann ohne Prävalenz zu einer Zystengrö-

ße (Goilav, B et al. 2008). In den Tiermodellen von Tao wird zudem ein FasL-unabhängiger ex-

trazellulärer Signalweg beschrieben (Tao, Y et al. 2005c). 

Annexin V als Marker der frühen Apoptose ist deutlich in den Epithelien vertreten, aber weder 

fragmentierte DNA noch Caspase-3 als Marker der späten Apoptose sind vermehrt nachweisbar. 

Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die spät-apoptotischen Zellen bereits abgeräumt wur-

den und folglich nicht mehr im Gewebe präsent sind. Andererseits könnte es aber auch zu einem 

Abbruch der Apoptose-Reaktion gekommen sein.  

Auffällig ist, dass fragmentierte DNA vermehrt im Interstitium der Nieren und Lebern nach-

weisbar ist. Dies wurde auch in cpk-Mäusen, einem Tiermodell der ARPKD, beschrieben (Ali, 

SM et al. 2000). Im Interstitium könnten die Apoptosen zu dessen Zerstörung führen und damit 

den Zystenepithelien bzw. den Gallengängen die Expansion ermöglichen (Wilson, PD 2004). 

Darüber hinaus weisen die Apoptosen in den kleinen Zysten bzw. nicht-zystischen Tubuli darauf 

hin, dass die progressive Niereninsuffizienz durch die Zerstörung des normalen Nierengewebes 

entsteht (Woo, D 1995). 

Bcl-2 war sowohl in den Nieren als auch Lebern deutlich in den Epithelien nachweisbar. Da Bcl-

2 die Aktivierung von Procaspase-3 und damit die Apoptose hemmt, bleiben Bcl-2-positive Zel-

len eher erhalten (Korsmeyer, SJ 1999; Liu, X et al. 1996; Zhivotovsky, B et al. 1998). Diese 

Hypothese steht im Einklang mit tierexperimentellen Studien. So entwickeln sich in Bcl-2 

Knockout-Mäusen Nierenzysten (Veis, DJ et al. 1993). In den Lebern ließen sich Bcl-2-positive 

Zellen auch im Interstitium nachweisen. Möglicherweise handelt es sich hier um die Folgen ei-

ner Cholangitis.  

Mit Ausnahme von fragmentierter DNA finden sich die Apoptosemarker gehäuft innerhalb ein-

zelner Epithelabschnitte und weniger in singulären Zellen. Dies stimmt mit den Ergebnissen von 

Tierstudien an Han:SPRD Ratten und Studien an Nieren von ADPKD- bzw. ARPKD-Patienten 

überein (Goilav, B et al. 2008; Tao, Y et al. 2005c). Die Beteiligung eines ganzen 

Tubulusabschnittes bzw. Gallenganges lässt vermuten, dass die Apoptose durch parakrine 

Signaltransduktionen initiiert wird. In den gesunden Nieren ließen sich in Übereinstimmung mit 

publizierten Daten wenig Apoptosen im Tubulussystem bzw. den Sammelrohren nachweisen 

(Goilav, B et al. 2008; Woo, D 1995). Die gesunde Leber zeigt in den Gallengängen keine 

Apoptosen. 

Zusammengefasst weisen die oben beschriebenen Befunde darauf hin, dass Apoptosen in Nieren 

und Lebern von ARPKD-Patienten häufig vorkommen und damit nicht alleine die Proliferation 

für die Zystenbildung verantwortlich ist (Nadasdy, T et al. 1995; Woo, D 1995). Gesteigerte 

Apoptosen sind ein charakteristisches Merkmal der polyzystischen Nierenerkrankungen (Ali, 

SM et al. 2000; Woo, D 1995; Zhou, XJ and Kukes, G 1998). Auch in Tiermodellen, in denen 

Bcl-2 ausgeschaltet wurde, wurden gehäuft Apoptosen und Proliferation mit Zystenexpansion 
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nachgewiesen (Kamada, S et al. 1995; Nakayama, K et al. 1994; Sorenson, CM et al. 1995; 

Veis, DJ et al. 1993). Im Gegensatz dazu führt eine Überexpression von Bcl-2 zu verminderter 

Zystogenese (Lin, HH et al. 1999). Dies verdeutlicht, wie wichtig Apoptosen in der Pathogenese 

polyzystischer Nierenerkrankungen sind.  

Ursachen der vermehrten Apoptosen könnten primär eine Dysregulation oder aber sekundär eine 

Gegenreaktion auf die Proliferation sein. Goilav schrieb der Apoptose in der ARPKD hingegen 

keine primäre Rolle in der Pathogenese zu, da sie in seiner Studie vermehrt in Nieren im Endsta-

dium, d.h. bei einer relativen Parenchymfläche von weniger als 10%, auftraten (Goilav, B et al. 

2008). Bei kritischer Betrachtung dieser Behauptung muss berücksichtigt werden, dass in der 

Studie nur 4 Nieren im Endstadium und 1 Niere im Frühstadium (Spontanabort in der 19. SSW) 

untersucht bzw. verglichen wurden, was die Aussagekraft deutlich mindert.  

 

Neben der Hemmung der Proliferation, könnte auch eine therapeutische Hemmung der Apoptose 

die Expansion von Zysten und Gallengängen in der ARPKD beeinflussen. In diesem 

Zusammenhang ist die Therapie mit Pancaspase-Inhibitoren zu nennen (Michalke M, SA, Burek 

M et al. 2000). An männlichen Han:SPRD-Ratten führte der Pancaspase Inhibitor IDN-8050 zu 

reduzierten Apoptosen und hemmte die Proliferationen sowie die progrediente Nierenvergröße-

rung. Darüber hinaus nahm die Zahl der Zysten ab und die Nierenfunktion verbesserte sich (Tao, 

Y et al. 2005a). Im Gegensatz dazu scheinen spezifische Caspase-Inhibitoren zur vermehrten 

Expression anderer Caspasen zu führen, wodurch die Zystenformation zwar verlangsamt, jedoch 

nicht aufgehalten wird (Tao, Y et al. 2008). Bei dem Einsatz von Caspase-Inhibitoren muss aber 

berücksichtigt werden, dass die Apoptose auch ein wichtiger physiologischer Vorgang ist, um 

beispielsweise Zellen mit ausgedehnten DNA-Schäden zu eliminieren. Wenn dieses nur noch 

eingeschränkt möglich ist, erhöht sich das Risiko neoplastischer Transformationen (Torres, VE 

1999). 

 

Die gleichzeitigen Abnahmen der Apoptose und Proliferation durch Caspase-Hemmung lässt 

vermuten, dass ein kausaler Zusammenhang zwischen Apoptose, Proliferation und Zystenbil-

dung besteht - so wie beispielsweise über c-myc in der ADPKD (Lanoix, J et al. 1996). So ent-

wickeln SBM-Mäusen, die c-myc überexprimieren, eine PKD mit erhöhten Apoptosen und Proli-

ferationen (Trudel, M et al. 1998; Trudel, M et al. 1991). Auch zeigen Bcl-2-defiziente Mäuse 

postnatal gesteigerte Apoptosen in den Nieren, die zusammen mit der Hyperproliferation des 

Epithels zu einer schweren PKD führen (Kamada, S et al. 1995; Nakayama, K et al. 1994; 

Sorenson, CM et al. 1995; Veis, DJ et al. 1993).  

 

Die Proliferation und Apoptose in der ARPKD könnten über mTOR reguliert werden, denn ne-

ben der Steuerung der Proteinsynthese hat mTOR auch Funktionen in der Regulation der Apop-

tose. Diese Funktionen werden sowohl durch den Zelltyp, den Zellzyklus und proapoptotische 
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Zielproteine wie p53, Bad und Bcl-2 beeinflusst (Castedo, M et al. 2002). So wurde gezeigt, dass 

mTOR die Apoptose über Phosphorylierung von Bcl-2 einleiten kann (Asnaghi, L et al. 2004). 

Auch das „Prolin-reiche Akt-Substrat“ (PRAS40), welches an mTORC1 bindet und bei Mangel 

die Apoptose verhindert, sowie PRR5-Like (PRR5-L), welches an mTORC2 bindet und die 

Apoptose einleitet, unterstreichen die zentrale Rolle von mTOR für Proliferation und Apoptose 

(Thedieck, K et al. 2007). Zusätzlich kann p70S6K das proapoptotischen Protein Bad inaktivie-

ren, indem es die Phosphorylierung an Ser136 hemmt (Harada, H et al. 2001).  

 

Entgegen der geläufigen Meinung, dass Proliferation und Apoptose gleichermaßen zur Zystoge-

nese in der ARPKD führen, schreiben andere Studien der Apoptose die primäre Rolle in der Pa-

thogenese zu. So führte die Hemmung von Fibrocystin in Sammelrohrzellen der inneren Medulla 

in vitro zu vermehrten Apoptosen, verringerten Proliferationen und einer gestörten 

Tubulomorphogenese (Mai, W et al. 2005). Ähnliche Ergebnisse zeigte eine Studie, die an Mäu-

sen mit einer Mutation in PKHD1 durchgeführt wurde. In diesen Mäusen führte die verminderte 

Aktivität von Fibrocystin zur Hemmung des Ras/MAMP-Signalweges, was eine verminderte 

Proliferation und vermehrte Apoptosen über eine Aktivitätsminderung von Akt und nachfolgen-

der Aktivierung des Bax/Caspase-9, Caspase-3-Signalweges bewirkte (Hu, B et al.). Dies würde 

allerdings bedeuten, dass in den Nieren von ARPKD-Patienten Caspase-3 und Caspase-9 ver-

mehrt aktiviert sind, was mit unseren und den Ergebnissen von Goilav nicht übereinstimmt 

(Goilav, B et al. 2008). Allerdings hat weder unsere noch die Studie von Goilav diesbezüglich 

eine hohe Aussagekraft, da wie oben beschrieben die apoptotischen Zellen schon abgeräumt sein 

könnten und somit nicht mehr nachweisbar sind. 

 

Eine Schwachstelle unserer Arbeit ist die immunhistochemische Färbung, die nur eine Moment-

aufnahme eines kleinen Ausschnittes des Gewebes darstellt. Alle Präparate wurden unter identi-

schen Bedingungen (Verdünnung der Erst- und Zweitantikörper) angefärbt, jedoch könnten Un-

terschiede der Präparateeinbettung zu abweichenden Färbeergebnissen führen. So fiel beispiels-

weise auf, dass sich das Präparat aus Prag deutlich anders als die aus Hamburg oder Hannover 

schneiden ließ. Zum Nachweis von Bcl-2, Caspase-3 und Caspase-8 wurden je zwei Antikörper 

verwendet, da es bei diesen zu unvorhersehbaren Qualitätsproblemen kam. Eine weitere Fehler-

quelle stellt die subjektive Auswertung der Präparate und die notwendige Datenreduktion, d.h. 

die Kategorisierung der Färbeergebnisse in Scores, dar. 

 

5.4 Ausblick 

Diese Studie hat gezeigt, dass aktiviertes mTOR sowohl in den Zystenepithelien der Nieren als 

auch in den Gallengangsepithelien der Leber von ARPKD-Patienten nachweisbar und damit 

möglicherweise für die Progression dieser Erkrankung relevant ist. Allerdings unterschieden sich 

die Lebern und Nieren im Hinblick auf den Nachweis von aktiviertem Akt und S6K. Dies deutet 



 

 

51 

 

darauf hin, dass in den unterschiedlichen Zelltypen (Sammelrohrzellen und Gallengangsepithel) 

unterschiedliche Signalwege zur Aktivierung von mTOR führen. Die Apoptosen treten in der 

Niere vor allem in den kleinen und mittelgroßen Zysten auf, wohingegen mTOR in allen Zysten-

größen aktiviert ist. Dies würde die Vermutung unterstützen, dass die Zysten über Proliferation 

expandieren und nicht-zystische Tubulusabschnitte bzw. kleine Zysten über Apoptose zugrunde 

gehen. In der Leber ließen sich sowohl die Apoptosen als auch das aktivierte mTOR in den Gal-

lengangsepithelien nachweisen. Es könnte also sein, dass das aktivierte mTOR in der Niere und 

Leber über unterschiedliche Mechanismen aktiviert wird und auch unterschiedliche intrazelluläre 

Signalwege aktiviert. Zur Überprüfung dieser Hypothesen sind weitere Untersuchungen an ge-

eigneten Zellkulturen und Tiermodellen notwendig. 
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6. Zusammenfassung 

Die autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD) ist durch beidseitige poly-

zystischen Nieren und eine kongenitale hepatische Fibrose (KHF) gekennzeichnet. Die Erkran-

kung zählt zu den Ziliopathien, da alle ursächlichen Mutationen das PKHD1 (Polycystic kidney 

and hepatic disease 1)-Gen und damit das in den Zilien exprimierte Fibrocystin / Polyductin 

(FPC) betreffen. Die ARPKD ist mit einer Inzidenz von 1:20.000 Lebendgeburten eine wesentli-

che Ursache der Neugeborenen- und Säuglingssterblichkeit. Die Krankheit betrifft sowohl die 

Nieren als auch Lebern, neben einer progredienten Niereninsuffizienz mit Zystenbildung liegt 

eine Malformation der Duktalplatte mit den langfristigen Folgen einer portalen Hypertension 

vor. 

Der Phänotyp der Erkrankung spricht für eine gestörte Balance von Proliferation und Apoptose. 

Daher wurden von Patienten mit klinisch und/oder genetisch gesicherter ARPKD archiviertes 

Nieren- bzw. Lebergewebe sowohl morphologisch als auch immunhistochemisch untersucht. Zur 

morphologischen Begutachtung wurden die Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Präpa-

rate mit Hämatoxylin-Eosin angefärbt. Für die Immunhistochemie nutzten wir die Avidin-Biotin-

Complex-Technik (ABC-Methode) und die TUNEL-Methode. Im Einzelnen wurden der mTOR-

Signalweg (pAkt, pmTOR und pS6K), die Zellproliferation (Ki-67) und verschiedene Marker 

apoptotischer Zellen analysiert - diese umfassten den extrazellulären Signalweg (aktivierte 

Initiatorcaspase-8), die frühe (Annexin V) und späte Apoptose (aktivierte Effektorcaspase-3 und 

fragmentierte DNA) sowie Bcl-2 als antiapoptotischen Faktor. Es wurden die aktivierten 

Isoformen der jeweiligen Kinase nachgewiesen. 

 

Die erkrankten Nieren (n=16) haben im Vergleich zu zwei gesunden Kontrollen eine bezogen 

auf die Gewebefläche stark reduzierte relative Parenchymfläche (39% vs. 95,40%). PAkt, 

pmTOR und pS6K sind im Zystenepithel der Nieren der ARPKD-Patienten stark exprimiert, 

wobei die gesunden Kontrollen lediglich eine Aktivität von pmTOR in den Sammelrohren auf-

weisen. In der Leber zeigt sich in den dilatierten Gallengängen ebenfalls eine deutliche Expres-

sion von pmTOR, wohingegen sich pAkt und pS6K nur vereinzelt darstellen lassen. In der ge-

sunden Leber ist keine Aktivierung des mTOR-Signalweges nachweisbar. Ki-67 ist sowohl in 

der Niere als auch in der Leber sporadisch in einzelnen Zellen nachweisbar, also unabhängig von 

der Expression von pmTOR. In den erkrankten Nieren sind Annexin V, Bcl-2 und Caspase-8 

deutlich in den Zystenepithelien nachweisbar. Fragmentierte DNA findet sich hingegen nur spo-

radisch im Zystenepithel und Stroma. Die Färbungen von Caspase-3 zeigen meist ein negatives 

Ergebnis. Annexin V und Caspase-8 sind bevorzugt in kleinen und mittelgroßen Zysten, Bcl-2 in 

mittelgroßen Zysten und fragmentierte DNA in großen Zysten anfärbbar. Der Bcl-2-Score zeigte 

eine Assoziation mit der relativen Parenchymfläche. In der gesunden Niere lassen sich Annexin 

V sowie Bcl-2 in den Sammelrohren und Caspase-8 in den distalen Tubuli nachweisen, während 



 

 

53 

 

Caspase-3 nicht nachweisbar ist. Fragmentierte DNA kommt in den gesunden Nieren sporadisch 

sowohl in den Sammelrohren als auch in den distalen Tubuli vor.  

In den erkrankten Lebern können Annexin V, Caspase-8 und Bcl-2 in den Gallengängen nach-

gewiesen werden. Zusätzlich finden sich in den Stromazellen sowohl Bcl-2 als auch fragmentier-

te DNA. In der gesunden Leber lassen sich Annexin V und fragmentierte DNA vereinzelt in den 

Hepatozyten nachweisen.  

Diese Studie hat gezeigt, dass aktiviertes mTOR sowohl in den Zystenepithelien der Nieren als 

auch in den Gallengangsepithelien der Leber von ARPKD-Patienten nachweisbar und damit 

möglicherweise für die Progression dieser Erkrankung relevant ist. Allerdings unterschieden sich 

die Lebern und Nieren im Hinblick auf den Nachweis von aktiviertem Akt und S6K. Dies deutet 

darauf hin, dass in den unterschiedlichen Zelltypen (Sammelrohrzellen und Gallengangsepithel) 

unterschiedliche Signalwege zur Aktivierung von mTOR führen. Die Apoptosen treten in der 

Niere vor allem in den kleinen und mittelgroßen Zysten auf, wohingegen mTOR in allen Zysten-

größen aktiviert ist. Dies würde die Vermutung unterstützen, dass die Zysten über Proliferation 

expandieren und nicht-zystische Tubulusabschnitte bzw. kleine Zysten über Apoptose zugrunde 

gehen. In der Leber ließen sich sowohl die Apoptosen als auch das aktivierte mTOR in den Gal-

lengangsepithelien nachweisen. Es könnte also sein, dass das aktivierte mTOR in der Niere und 

Leber über unterschiedliche Mechanismen aktiviert wird und auch unterschiedliche intrazelluläre 

Signalwege aktiviert. Zur Überprüfung dieser Hypothesen sind weitere Untersuchungen an ge-

eigneten Zellkulturen und Tiermodellen notwendig.  
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7. Thesen 

 

1. Bei 10 von 16 ARPKD-Patienten wurde die Diagnose pränatal bzw. bei der Geburt gestellt. 

Dies war die im Vergleich zu früheren Arbeiten höchste Rate und ist sowohl auf die optimierten 

Ultraschallgeräte als auch auf die Möglichkeit der Durchführung einer DNA-Analyse zurückzu-

führen. 

 

2. Im Median beträgt die auf die Gewebefläche bezogene relative Parenchymfläche der ARPKD-

Nieren 39% (25,9% - 62,3%), während sie in den zwei gesunden Kontrollen 95,4% (95,0% und 

95,8%) beträgt. Orientierend an der relativen Parenchymfläche befindet sich keine Niere im 

Endstadium und sieben Nieren im Frühstadium der Erkrankung. 

 

3. Da pmTOR sowohl in den Nieren als auch Lebern der ARPKD-Patienten deutlich in den Zy-

stenepithelien und Gallengängen nachweisbar ist, ist davon auszugehen, dass mTOR eine aktive 

Rolle in der Pathogenese der ARPKD spielt.  

 

4. Nur in den Nieren der ARPKD-Patienten ist der Akt-mTOR-Signalweg aktiviert, was auf eine 

Beteiligung des PI3K-Signalweges hindeutet. 

 

5. Der alleinige Nachweis von pmTOR in den Lebern ohne Aktivierung von Akt bzw. S6K deu-

tet darauf hin, das mTOR unabhängig von der PI3K-Signalkaskade eine Rolle in der Genese der 

Gallengangshyperplasie spielen könnte. 

 

6. mTOR wird in der Niere und Leber über unterschiedliche Mechanismen aktiviert und beeinf-

lusst unterschiedliche intrazelluläre Signalwege. 

 

7. Ki-67 ist sowohl in der Niere als auch in der Leber sporadisch in einzelnen Zellen nachzuwei-

sen, was darauf hindeutet, dass Zellwachstum und nicht Zellteilung dominiert. 

 

8. Die Aktivierung der Caspase-8 im Zystenepithel (Median=32) und Gallengangsepithel (Me-

dian=25) spricht für die Beteiligung des extrinsischen Signalweges. 

 

9. Caspase-3 und fragmentierte DNA als Marker der fortgeschrittenen Apoptose sind in Lebern 

und Nieren schwach bis gar nicht nachweisbar, wohingegen der antiapoptotische Faktor Bcl-2 

deutlich in den Epithelien aktiviert ist. Dies spricht dafür, dass die Apoptose durch die vermehrte 

Expression von Bcl-2 gestoppt bzw. verhindert wird. 
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10. Die DNA-Fragmentation kann in einzelnen Zellen im Zystenepithel nachgewiesen werden, 

wobei größtenteils die großen Zysten betroffen sind. Zusätzlich findet sich fragmentierte DNA in 

Interstitium der Nieren. In der Leber ist mit einer Ausnahme keine fragmentierte DNA in den 

Gallengangsepithelien nachweisbar, wohingegen sie im Stroma und in den Hepatozyten detek-

tiert wurde. 

 

11. Mit Ausnahme von fragmentierter DNA finden sich die Apoptosemarker gehäuft innerhalb 

einzelner Epithelabschnitte und weniger in singulären Zellen. Die Beteiligung eines ganzen 

Tubulusabschnittes bzw. Gallenganges lässt vermuten, dass die Apoptose durch parakrinen 

Signaltransduktionen initiiert wird. 
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Anhang 1 Individuelle klinische Daten und genetische Befunde der Patienten 
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 Die klinischen Daten wurden retrospektiv erfasst. Alle Angaben zu den extrarenalen Manifestationen beziehen sich auf den Zeitpunkt der ersten 
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den Patienten H6 und H11 erfolgte eine präemptive Nierentransplantation. NE: Nephrektomie, LTX: Lebertransplantation, Qpva: portalvenöser 
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Anhang 2 Individuelle Befunde der Nierenpräparate 

Caspase-8 Annexin V Caspase-3 fragm. DNA Bcl-2
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I: Färbeintensität der Zystenepithelien (0 = negativ, 1 = schwache Braunfärbung, 2 = deutli-

che Braunfärbung, 3 = intensive Braunfärbung, 4 = dunkelbraune/schwarze Färbung), NZy: 

gemittelter relativer Anteil positiver Zysten (0 = negativ, 1 = ≤ 5%, 2 = >5 und ≤ 50%, 3 = > 

50% und < 75%, 4 = ≥ 75%), NZ/NZy: gemittelter relativer Anteil positiver Zellen in den Zy-

sten (Klassifikation siehe NZy), SNiere: Score der Nierenpräparate (SNiere = I * NZy * NZ/NZy), 

ZG: Zellgröße (k: kleine Zysten (4-9 Epithelzellen), m: mittelgroße Zysten (10-100 Epithel-

zellen), g: große Zysten (>100 Epithelzellen), Sammelrohr, dT: distaler Tubulus), ISt: Färbein-

tensität der Stromazellen (Klassifikation siehe I), ASt: Anordnung der Stromazellen (1 = ver-

einzelt, 2 = kumuliert), S:  
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Anhang 3 Individuelle Befunde der Leberpräparate 

Caspase-8 Annexin V Caspase-3 fragm. DNA Bcl-2 pAkt mTOR p70S6 Ki-67
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ISt /AST 0 0 0 2 / 1 2 / 1 0 0 0 4 / 1

IHZ / NHZ 0 0 0 2 / 2 0 0 0 0 4 / 1

HH10
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H4

H7



 

 

 

Caspase-8 Annexin V Caspase-3 fragm. DNA Bcl-2 pAkt mTOR p70S6 Ki-67

I 2 0 3 1

NGG 4 0 2 4

NZ/NGG  3 0 1 4

SLeber k.M. 24 0 6 16 - + - (+)

ISt /AST 3 / 1 2 / 1 3 / 2 1 / 2 0 0 0 4 / 1

IHZ / NHZ 0 0 2 / 1 0 0 0 0 0

I 1 4 0 0 3

NGG 3 4 0 0 1

NZ/NGG  3 3 0 0 1

SLeber 9 48 0 0 3 (+) +++ - -

ISt /AST 3 / 1 0 0 2 / 1 1 / 1 0 0 2 / 1 0

IHZ / NHZ 1 / 3 0 0 2 / 1 0 0 0 3 / 3 0

I 0 4 0 0 2

NGG 0 4 0 0 2

NZ/NGG  0 3 0 0 3

SLeber 0 48 0 0 12 - +++ - (+)

ISt /AST 0 0 0 3 / 1 3 / 1 0 0 0 3 / 1

IHZ / NHZ 0 0 0 2 / 1 0 0 0 1 / 3 0

HH16
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I: Färbeintensität der Gallengangsepithelien (0 = negativ, 1 = schwache Braunfärbung, 2 = deutliche Braunfärbung, 3 = intensive Braunfärbung, 4 = 

dunkelbraune/schwarze Färbung), NGG: gemittelter relativer Anteil positiver Gallengänge (0 = negativ, 1 = ≤ 5%, 2 = >5 und ≤ 50%, 3 = > 50% und 

< 75%, 4 = ≥ 75%), NZ/NGG: gemittelter relativer Anteil positiver Zellen in den Gallengängen (Klassifikation siehe NGG), SLeber: Score der Leberprä-

parate (SLeber = I * NGG * NZ/NGG), ISt: Färbeintensität der Stromazellen Klassifikation siehe I), ASt: Anordnung der Stromazellen (1 = vereinzelt, 2 = 

kumuliert), IHZ: Färbeintensität der Hepatozyten (Klassifikation siehe I), NHZ: gemittelter relativer Anteil positiver Hepatozyten, bezogen auf die 

Zahl der Hepatozyten im gesamten Präparat (Klassifikation siehe NGG) 

Caspase-8 Annexin V Caspase-3 fragm. DNA Bcl-2 pAkt mTOR p70S6 Ki-67

I 2 4 0 0 1

NGG 4 2 0 0 2

NZ/NGG  4 4 0 0 4

SLeber 32 48 0 0 8 + ++(+) - -

ISt /AST 3 / 1 0 - 3 / 1 0 1 / 1 0 0 4 / 1

IHZ / NHZ 1 / 3 0 0 3 / 1 (1 Zelle) 2 / 4 0 0 0 0

I 0 0 0 0 0

NGG 0 0 0 0 0

NZ/NGG  0 0 0 0 0

SLeber 0 0 0 0 0 - - - -

ISt /AST 0 0 0 0 0 0 0 0 0

IHZ / NHZ 0 3 / 2 0 3 / 4 0 0 0 0 2 / 1

HH20
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