-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byji CORE

provided by Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen Dissertationen

Aus der Kinderklinik und Kinderpoliklinik im
Dr. von Haunersches Kinderspital
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Direktor: Prof. Dr. med. Dr. sci. nat. Christoph Klein

Die Bedeutung der STAT3-Blockade
durch Tyrphostin AG 490
im neonatalen Tiermodell der obstruktiven Uropathie

Dissertation

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von
Alexandra Schieber, geb. Reiter
aus Magdeburg
2018


https://core.ac.uk/display/216094397?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Minchen

Berichterstattein:

Mitberichterstatter:

Dekan:

Tag der mundlichen Prifung:

PD. Dr. Barbel Lange-Sperandio
Prof. Dr. Wolfgang Neuhofer
Prof. Dr. Christian Gratzke

Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

14.06.2018



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INNAIESVEIZEICRNIS ..o s 1

ZUSAMMENTASSUNE .eeeeiiiieiiiiiee e e e e eeccitte e e e e e e e eettee e e e e e e seaastaeaeeeaeesesnsrasaeeeessesanssaneneeasseasassrennns 1

O YT =Y U o TSRS 2
1.1 Angeborene obstruktive Uropathien.........cccuueeieiiiiicciee e, 2
1.1.1 Diagnostik, Therapie UNd PrognOSE.....cciiiiccceiiiieeeeeeeecieree e e e e esvrree e e e e e e e earraneeee e 2
1.1.2 Nierenentwicklung und Pathogenese obstruktiver Uropathien ..........cccccevennnnnenn. 3
1.2 Tiermodell der obstruktiven Uropathie.........cccueeeeiiiiecciiiieeee e, 4
1.3 Pathophysiologie der UUO ... e e rvnree e e e 5
1.4 Transkriptionsfaktor STAT3 ... e e e e e e 6
1.5 Therapeutische STAT3-BIOCKAE ......uvviiiiiiieeee e 8
1.5.1 Mechanismen der STAT3-Blockade ..........coovuiiiiiiiiiiiiiieie e 8
1.5.2 STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 .........cceoviiiiiiiiiieeeiniiee e eiree e sieeee s 9
1.6 Zielsetzung der Arbeit.......coiuiiiiiiiiiiie et e e 9

2 Material Und MethOoden........c..oiiiiiiiiiiie e e 10
2.1 VErSUCKHSTIEIE ..ttt e s eane e 10
P2 A AU o [ =T o o] o) o] o ]| PRSP 10
2.2.1 Gruppeneinteilung: Behandlungsgruppe — Kontrollgruppe........cccccevvcuveeeiniiveeennnns 10
2.2.2 Mikrochirurgische Operationstechnik.........cccoecviiiiiiiiiiiiiiii e 11
2.2.3 STAT3 BlOCKAUE......eeeiieiieeieeee ettt et sae e s 12
2.2.4 OrganentNaNME. ..o eiiii it e e e aees 13
2.3 Histomorphologische Methoden.........cccocuviiiiiiiiiiiniiiicc e 13
2.3.1 Fixierung und Paraffineinbettung der Nieren ......ccccocoeeveviieiiniiee e 13
2.3.2 Herstellung mikroskopischer Nierenschnitte .......ccccccceeveviiieeincciee e 14
2.3.3 Histologische Farbung der Makrophageninfiltration .........ccccceevieeiiiciieiiiiiieeees 14
2.3.4 Histologische Farbung der T-Lymphozyteninfiltration ........cccccceeeeeeeiciiiveeeeee e, 15
2.3.5 Histologische Farbung der renalen APOPLOSE .......eeeveeeeeiicvrreeeeeeeeeecnrreeeeeeee e 15
2.3.6 Histologische Farbung der renalen Proliferation .........ccccocveeiieieeiiciicec e, 16
2.3.7 Histologische Farbung der tubularen Atrophi€.......ccccccoeeecvvveeeiei e, 17
2.3.8 Histologische Farbungen der interstitiellen Fibrose.........cccooeevvivieeinccieiiicieeees 17

2.4 SEATISTIK coeeeeiiieeeee e e 19



Inhaltsverzeichnis Il

2.5 ChemMiIKalieN ... 19
I = LT o T o111 PP 21
3.1 Tyrphostin AG 490 und die neonatale Entwicklung .........ccccveeiiiiieiiniiieiiiiieece 21
3.2 Morphologie der unilateralen Ureterligatur ........cccoocveviiniiiiiiniiee e 22
3.3 Effekte von Tyrphostin AG 490 in der MauSNIere ........cccovvvveeiviiieeeeniieee e e 22
3.3.1 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die Makrophagen-infiltration ..................... 22
3.3.2 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die T-Lymphozyten-infiltration ..................... 24
3.3.3 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die renale Apoptose.....ccccceeeeeecciiveeeeeeeeeccnns 26
3.3.4 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die renale Proliferation.........c.cccccovveeeeeennnnns 31
3.3.5 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die tubuldre Atrophie..........cccoeevivvveeeeeennennns 34
3.3.6 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die interstitielle Fibrose .......cccccovvveeeeeennnnns 37
A DISKUSSION ....eiiiiitieiiee ittt ettt sttt e st r e san e e r e s s e s re e ne e e ne s 42
4.1 Reduktion der Leukozyteninfiltration durch Tyrphostin AG 490 .........ccccccvvveeeen..n. 42
4.2 Reduktion der renalen Apoptose durch Tyrphostin AG 490 ........ccceeeeeeevecnvveeeeennn. 45
4.3  Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die renale Proliferation........cccccccoeeevvvveenennn. 49
4.4 Reduktion der tubuldren Atrophie durch Tyrphostin AG 490........ccceceevvecivvveeeennn. 51
4.5 Reduktion der aktivierten Myofibroblasten durch Tyrphostin AG 490................... 52
4.6 Reduktion der interstitiellen Fibrose durch Tyrphostin AG 490 ..........cccccevvveeeennnn. 55

4.7 Vertraglichkeit von Tyrphostin AG 490 und Uberblick der histologischen Effekte.57

5 AUSDIICK . 59
LIteraturverzeIiChNIS .....c.eiiieiieeee et 61
ADKUIrZUNGSVEIZEICANIS ...eevvviveiiiiie et e e e s e e e e e e e s s abbraereeeeeesenansrens 68
DANKSAEUNG ...eiiii ettt ettt eeeerr e e e e e ee bbb a e et e e e eeseabbbe st eeeesseasbaranreeeessaassstbaneeeeessannes 70

Eidesstattliche VersiCherUNG......uueevi it e e e sabrr e e e e s eas 71



Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Angeborene obstruktive Uropathien |0sen eine ausgepragte zytokinvermittelte
Entziindungsreaktion in der Niere aus. Pro-inflammatorische Signalwege sind wesentlich an
der Aufrechterhaltung dieser Entziindung im Sinne eines Circulus vitiosus beteiligt. Dies fiihrt
zu tubuldrer Apoptose, tubuldrer Atrophie und interstitieller Fibrose. Unter anderem ist
daran der ,Signal Transducer and Activator of Transkription” (STAT3) als pro-inflamma-
torischer und pro-fibrotischer Transkriptionsfaktor beteiligt. Deshalb untersuchte die
vorliegende Arbeit die Bedeutung einer STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 im
neonatalen Mausmodell der obstruktiven Uropathie.

Der Effekt von Tyrphostin AG 490 wurde an neonatalen Wildtyp-Mausen (C57BL/6)
studiert, bei denen am 2. Lebenstag eine unilaterale Ureterligatur (UUO) bzw. eine Schein-
operation durchgefiihrt wurde. Die neugeborenen Mause erhielten ab dem 2. Lebenstag
taglich eine subkutane Injektion mit dem JAK2/STAT3-Inhibitor Tyrphostin AG 490, ent-
sprechend erhielt die Kontrollgruppe die Vehikellosung. Am 3., 7., bzw. 14. Lebenstag
wurden die Nieren entnommen und immunhistochemisch auf Leukozyteninfiltation,
Apoptose, Proliferation, tubuldre Atrophie und interstitielle Fibrose untersucht.

Die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 filihrte zu einer signifikanten Reduktion
der Makrophagen- und T-Lymphozyteninfiltration. Tyrphostin AG 490 reduzierte auch signi-
fikant die Apoptose tubularer, interstitieller und glomerularer Zellen in der obstruierten
Niere. Die STAT3-Blockade bewirkte auBerdem einen signifikanten Anstieg der Proliferation
tubuldrer Zellen nach Ureterligatur. Beziiglich der interstitiellen Fibrose reduzierte
Tyrphostin AG 490 die Anzahl aktivierter Myofibroblasten und die Ablagerung extrazellularer
Matrix. Da die interstitielle Fibrose ein wesentlicher Parameter fortgeschrittener Nierener-
krankungen ist und negativ mit der Nierenfunktion korreliert, ist ihre Reduktion durch
Tyrphostin  AG 490 ein vielversprechendes Ergebnis fiir die Therapie obstruktiver
Uropathien.

Zusammenfassend unterbrach die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490
erfolgreich den Circulus vitiosus der tubulointerstitiellen Inflammation und renalen Fibrose
im neonatalen Mausmodell der obstruktiven Uropathie. Der STAT3-Inhibitor Tyrphostin
AG 490 konnte aufgrund seiner nephroprotektiven Wirkung ein neuer therapeutischer
Baustein in der Behandlung angeborener obstruktiver Uropathien werden.
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1 Einleitung

1.1 Angeborene obstruktive Uropathien

Angeborene obstruktive Uropathien sind eine haufige Ursache der chronisch
terminalen Niereninsuffizienz im Kindesalter [2, 3]. Sie werden definiert als Harn-
abflussbehinderungen, die ohne addquate Therapie das Entwicklungspotential der Niere
einschranken und zu einer progredienten Verschlechterung der Nierenfunktion fiihren [4, 5].
Die haufigste obstruktive Uropathie im Kindesalter ist die ureteropelvine Stenose, bei der
eine Engstelle des Harnleiters am ureteropelvinen Ubergang besteht. |hre Inzidenz liegt bei
ca. 1:1000 [2, 6]. Seltenere obstruktive Uropathien sind der primar obstruktive Megaureter,
die Ureterozele, die Ureterektopie oder Fehlbildungen von Blase und Urethra [4]. Die
schwerwiegendste Form einer kongenitalen obstruktiven Uropathie stellt die nur bei Jungen
vorkommende Urethralklappe dar. lhre Inzidenz betrdagt 1:7000 [6]. Die klinische
Manifestation obstruktiver Uropathien hangt wesentlich von Schwere, Zeitpunkt und Dauer
der Obstruktion ab [7]. Die meisten kongenitalen obstruktiven Uropathien werden heute
bereits pranatal mittels Ultraschall entdeckt. Seltener fallen sie durch klinische Symptome
wie Harnwegsinfektionen, abdominelle Schmerzen oder Zeichen einer chronischen Nieren-
insuffizienz auf [6].

1.1.1 Diagnostik, Therapie und Prognose

Pranatal werden aktuell bei ca. 1:1000 Schwangerschaften Erweiterungen des
Nierenbeckens, des Nierenbeckenkelchsystems oder der Harnleiter entdeckt. Davon sind
jedoch nur ca. 20 % klinisch relevant [8]. Die haufigste sonographisch festgestellte Anomalie
ist eine Hydronephrose der Niere, die unilateral oder bilateral auftreten kann. Zur weiteren
Diagnostik ist bei Vorliegen einer Hydronephrose und Verdacht auf eine obstruktive
Harntransportstorung die Durchfiihrung einer Nierenszintigraphie mittels
PMTc-Mercaptoacetyltriglycine (MAG-3) erforderlich, die sowohl die Bestimmung der seiten-
getrennten Partialfunktion der Niere, als auch die Beurteilung des Abflussmusters erlaubt.
Die sonographischen und szintigraphischen Ergebnisse ermdglichen dann zusammen mit den
klinischen Befunden eine Beurteilung beziiglich der OP-Bedirftigkeit. Aktuell werden
ca. 30-40 % der ureteropelvinen Stenosen und ca. 10 % der primar obstruktiven Megaureter
operativ korrigiert [9]. Das operative Standardverfahren ist bei der ureteropelvinen Stenose
die Anderson-Hynes-Plastik, die als offene Laparotomie mit Resektion der Stenose und
Reanastomosierung des Harnleiters durchgefiihrt wird. Die Erfolgsrate liegt im ersten
Lebensjahr bei tiber 95 %. Aber auch ein laparoskopisches oder endoluminales Vorgehen ist
moglich. Aktuelle Langzeitdaten zeigen jedoch, dass die konservativ behandelten Patienten
mit ureteropelviner Stenose im Gegensatz zu den operierten Patienten langfristig ein
pathologisches Urinproteommuster aufweisen [10]. Diese abnormen Befunde der
konservativen Gruppe mit u.a. erhohter Ausscheidung von Kollagenfragmenten deuten auf
kontinuierliche renale Umbauprozesse noch Uber Jahre hinweg hin. Die aktuellen
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diagnostischen Kriterien der OP-Indikation (Ultraschall und MAG-3-Szintigraphie) reichen
damit vermutlich nicht aus [10, 11]. Méglicherweise werden aktuell zu wenige Patienten mit
ureteropelviner Stenose operativ korrigiert. Die in dieser Doktorarbeit vorgelegten Daten
sollen dazu beitragen, die Pathophysiologie obstruktiver Uropathien besser zu verstehen
und neue Marker zu identifizieren, die eine bessere Aussage zur OP-Bedirftigkeit
ermoglichen.

1.1.2 Nierenentwicklung und Pathogenese obstruktiver Uropathien

Die menschliche Niere entwickelt sich aus den Vorstufen Vorniere (Pronephros),
Urniere (Mesonephros) und der Nachniere (Metanephros). Durch reziproke Interaktion des
Epithels der Ureterknospe (dorsale Ausstiilpung des Wolff-Ganges) und des meta-
nephrischen Mesenchyms entstehen ab der 5. Schwangerschaftswoche (SSW) ca. 1 Million
Nephrone pro Niere. Die Glomerulogenese aus Komma- und S-férmigen Vorstufen endet in
der ca. 36. SSW. Anschliefend folgen die glomeruldre Reifung und das renale GroRen-
wachstum durch Langenzunahme des Tubulussystems (Abbildung 1)[2, 8].
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Abbildung 1: Physiologische Nephrogenese

Parallel zur Nephrogenese entstehen aus dem distalen Anteil der Ureterknospe das
Sammelrohrsystem, die Nierenbecken und der Harnleiter. Bei der Entwicklung des Harn-
leiters spielt die Interaktion des Harnleiterepithels (spateres Urothel) mit dem Mesenchym
(spatere Stromazellen, glatte Muskulatur und Serosaschicht) eine entscheidende Rolle fiir
die Differenzierung der Harnleiterwandschichten. Auch die regelhafte Entwicklung der Harn-
leiterperistaltik ist fiir einen effektiven Harntransport entscheidend. Schrittmacherzellen, die
im Nierenbecken und Ureter exprimiert werden und dem kardialen Reizbildungssystem
dhneln, I6sen peristaltische Wellenbewegungen im Harnleiter aus. Erst nach Abschluss der
Harnleiterdifferenzierung in der ca. 10. SSW beginnt die fetale Urinproduktion. Stérungen
dieser Differenzierung bzw. Peristaltikentwicklung des Harnleiters sind ursachlich fiir das
Auftreten kongenitaler obstruktiver Uropathien. Auf genetischer Ebene sind eine Vielzahl an
Genen und Signalwegen wie z.B. der Renin-Angiotensin-, der Rezeptor-Tyrosin-Kinase-, der
Wnt- und der Hedgehog-Signalweg an der Entwicklung des Urogenitaltraktes beteiligt [6,
12]. Zusatzlich spielen auch epigenetische und exogene Faktoren eine Rolle. Kongenitale
obstruktive Uropathien treten in der Regel spontan, meistens auf das Urogenitalsystem
beschrankt und phéanotypisch variabel auf. Aber auch syndromale oder familidre
Krankheitsfille werden beobachtet [6, 13]. Die ureteropelvine Stenose als haufigste
obstruktive Uropathie entsteht meist intrauterin im ca. 2. Trimenon. Sie tritt Uberwiegend
bei Jungen und hauptsachlich links auf [6]. Meist beruht sie auf einer funktionellen
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Harntransportstérung des proximalen Ureters. Ursachlich dafiir ist entweder eine
Hypertrophie oder ein Innervationsdefekt der glatten Muskelzellen [14, 15]. Obstruktionen
im engeren Sinne wie endoluminale, urotheliale Polypen oder exoluminal kreuzende
akzessorische NierengefaRe sind nur selten Ursache einer ureteropelvinen Stenose [16, 17].
Bisher bekannte, mit der ureteropelvinen Stenose assoziierte Genmutationen betreffen u.a.
den Angiotensin-2-Rezeptor und, im Rahmen syndromaler Erkrankungen, den Forkhead-
Transkriptionsfaktor (Foxc1) [6, 12].

1.2 Tiermodell der obstruktiven Uropathie

Das am haufigsten verwendete tierexperimentelle Modell der obstruktiven Uropathie
ist die unilaterale Ureterobstruktion (UUO) in M&dusen und Ratten. Dazu wird nach lateraler
Laparotomie eine doppelte Ligatur am ureteropelvinen Ubergang des Harnleiters durch-
gefiihrt und das Abdomen anschliefend verschlossen. Die Vorteile der unilateralen Ureter-
ligatur sind die genaue Steuerbarkeit von Beginn, Schwere und Dauer der Obstruktion [18,
19]. Chevalier et al. entwickelten bereits in den 80er Jahren ein neonatales Modell der
obstruktiven Uropathie, bei der am 2. Llebenstag eine unilaterale Ureterobstruktion in
neonatalen Mausen, bzw. in neugeborenen Ratten durchgefiihrt wird [20]. Zu diesem
Zeitpunkt ist die Nephrogenese bei Nagetieren wie Mdusen und Ratten nur zu ca. 10 %
abgeschlossen und wird erst im Alter von 2-3 Wochen beendet. Deshalb interferiert die
postnatal durchgefiihrte Harnleiterobstruktion mit der Nierenentwicklung und ist vergleich-
bar mit der intrauterin entstandenen obstruktiven Uropathie beim Menschen [21]. Die
unilaterale Ureterligatur am 2. Lebenstag hat sich daher als neonatales Tiermodell der
kongenitalen obstruktiven Uropathie etabliert [22]. Die hohe neonatale Vulnerabilitat zeigt
sich tierexperimentell nach UUO als beidseitige Verzogerung der Nephrogenese mit
Reduktion der Nephronmasse um ca. 50 % auf der obstruierten Seite (Abbildung 2) [22, 23].
Die renale Schadigung ist dabei proportional zu Beginn, Dauer und Schwere der Obstruktion
[24, 25]. Sekunddr kommt es zu einer Hypertrophie der kontralateralen Niere. Betragt der
Verlust der Nephronmasse Uber 50 %, fliihren Hyperfiltrationsschaden beider Nieren zu
einem weiterem Nephronverlust und zu einer langfristigen Abnahme der Nierenfunktion [9,
26].
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Abbildung 2: Pathologische Nephrogenese nach Obstruktion durch UUO im neonatalen Mausmodell
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1.3 Pathophysiologie der UUO

Die unilaterale Ureterobstruktion als Modell der obstruktiven Uropathie flihrt Gber
verschiedene Mechanismen zu einem irreversiblen Verlust funktioneller Nephrone (vgl.
Abbildung 3).

unilaterale Ureterligatur

l

hydrostatischer Druck

—— Vasokonstriktion ; ]
Tubulusdilatation

interstitielle
Leukozyteninfiltation

l

Gefak- tubulointerstitielle

Circulus vitiosus

v
Hypoxie

rarifizierung Inflammation
tubulare glomeruldre Vermehrung und
Apoptose T Schaden Aktivierung von
Proliferation Diskonnektion Fibroblasten
tubuldre Atrophie ECM Produktion T

Degradation |,

|

interstitielle
Fibrose

Hyperfiltration Uiber Hypoxie

irreversibler Verlust
funktioneller Nephrone

l

reversibel _ eingeschrdnkte
Nierenfunktion

Abbildung 3: Pathophysiologie der unilateralen Ureterligatur (Skizze modifiziert nach [2])

Infolge der Ureterligatur kommt es zu einer hydrostatischen Druckerhohung
besonders in den distalen Nephronabschnitten mit mechanischer Dehnung von Tubulus-
epithelzellen [2]. Hdmodynamisch wird eine Vasokonstriktion ausgelost, die eine renale
Ischdmie und eine Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate bewirkt [22]. Interstitiell
infiltrieren Leukozyten, vor allem Makrophagen und aktivierte T-Zellen, chemokinvermittelt
in die ureterligierte Niere [27]. Diese Entziindungszellen sezernieren dann gemeinsam mit
den geschadigten Tubulusepithelzellen pro-inflammatorische und pro-fibrotische Zytokine
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[6]. Auch Angiotensin Il als Effektor des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und TGF-
(transforming growth factor B) vermitteln die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und die
Bildung weiterer Zytokine wie Interleukine, Chemokine und Adhdsionsmolekiile. Durch para-
und autokrine Aktivierungs- und Rekrutierungsschleifen entsteht eine chronisch tubulo-
interstitielle Entziindung [22, 28, 29]. Zusatzlich kommt es zur Bildung reaktiver Sauerstoff-
radikale und zur Induktion von Apoptose und Nekrose in der Niere [2, 22, 30]. Nach
Ausschopfung renaler Reparaturmechanismen stellen atrophische Tubuli den Folgezustand
nach unilateraler Ureterligatur dar [31]. Aufgrund der chronischen tubulointerstitiellen
Inflammation entwickelt sich eine zunehmende interstitielle Fibrose, die mit dem Funktions-
verlust der Niere positiv korreliert. Interstitielle Fibroblasten proliferieren und verwandeln
sich zu aktivierten Myofibroblasten, die extrazelluldre Matrix synthetisieren. Zusammen mit
einer Verminderung fibrolytischer Matrixmetalloproteasen resultiert daraus in der UUO-
Niere eine massive Ablagerung von extra-zelluldrer Matrix (ECM) [22, 31]. Sowohl
interstitielle Fibrose als auch tubulare Atrophie fihren durch den Verlust funktioneller
Nephrone zu einer Abnahme der Nierenfunktion [31]. Das Ausmal der FunktionseinbulRe
beeinflusst besonders der Circulus vitiosus der tubulointerstitiellen Entziindungsreaktion.
Diese wird durch dysregulierte intrazelluldare Signalmolekiile aufrechterhalten. Dabei spielt
der Transkriptionsfaktor STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) eine ent-
scheidende Rolle.

1.4 TransKkriptionsfaktor STAT3

Der Signal Transducer and Activator of Transcription 3, STAT3, wurde 1993 im
Rahmen von Entziindungsprozessen entdeckt und als Acute Phase Response Factor (APRF)
bezeichnet. Er gehort zur sdugetiereigenen STAT-Familie (STAT1-6) und reguliert als intra-
zellulares Signalmolekiil eine Vielzahl zellularer Funktionen wie Zelldifferenzierung, Organo-
genese und Immunantwort. STAT3 wird auf Chromosom 17p21 kodiert, besitzt sieben
konservierte Domanen und hat mit insgesamt 770 Aminosauren eine GréRe von 92 kDa [32-
34].

Im Tiermodell der unilateralen Ureterligatur wird STAT3 vor allem durch pro-
inflammatorische Mediatoren wie TGF-f, Interleukin-6 (IL-6) und Angiotensin Il aktiviert [35].
Die Ligandenbindung der membranstindigen Zytokinrezeptoren |6st eine intrazelluldre
Phosphorylierung der rezeptorassoziierten Tyrosinkinase Januskinase 2 (JAK2) und damit die
Aktivierung des JAK2/STAT3-Signalwegs aus [35]. Nach UUO induzieren auch Chemokine wie
CC-Chemokine Ligand 5 (CCL5) eine JAK2-abhangige STAT3-Aktivierung lGber die Bindung an
G-Protein gekoppelte Rezeptoren (Abbildung 4) [36-39]. Dariber hinaus gibt es weitere
STAT3-Aktivierungswege durch Wachstumsfaktoren oder freie Tyrosinkinasen [34, 39].
Aktivierte STAT3-Monomere dimerisieren im Zytoplasma mit einem antiparallelen STAT3-
Molekil und werden lber einen komplexen Mechanismus in den Zellkern transportiert [33,
40]. Nach Erkennung spezieller DNA-Enhancer und DNA-Bindung beginnt die Transkription
der STAT3-Zielgene [37]. Serinkinasen wie PKC (Protein Kinase C) erhohen dabei die
Transkriptionsaktivitdt [41, 42]. Auch negative Regulationsmechanismen sind bekannt:
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Neben unspezifischen Phosphatasen, der ubiquitinvermittelten Proteolyse und der Spaltung
durch Caspasen blockieren SOCS (suppressors of cytokine signaling) als Pseudosubstrat der
JAKs die STAT3-Aktivierung und nukledre PIAS (protein inhibitor of activated STAT) die
Transkriptionsaktivitdt. Maoglicherweise tragt STAT3 auch unphosphoryliert oder als
Tetramer zur Signaltransduktion bei [34, 43].

unilaterale Ureterobstruktion

N\

Zytokin-Rezeptor G-Protein gekoppelt
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Abbildung 4: Mégliche Aktivierungswege des STAT3-Signalwegs im Tiermodell der UUO (modifiziert nach [36,37,44])

Im Zellkern aktivieren die STAT3-Dimere dann die Transkription von Zielgenen
verschiedener Funktionskreise. Zu diesen Funktionskreisen gehdren unter anderem das
Zelliberleben (Bcl xI, Bcl-2, Mcl-1, Survivin, Hsp70/90, Reglll B/y), die Proliferation (c-Myc,
Cdc 2, Cyklin D1, Cyklin B, c-Jun, c-Fos, p21), die Immunitat (TGF-B, IL-6, IL10, IL-11, IL-17,
IL-23, CXCL 12, Cox 2), Signalkaskaden (STAT3, SOCS3, Lin28), die Zelladhdsion (ICAM-1,
Twist-1) und die Angiogenese (HIF1a, VEGF, FGF) (Abbildung 5) [32, 33, 36, 45].

S p - STAT3
aktives Dimer
stats P
|
Enhancer DNA
Transkriptions-
Aktivierung

Zelliiberleben Angiogenese
Bcl-2, Survivin  Proliferation Adhision HIF1a, VEGF
c-Myc, Cyclin D1 Immunitat Signalkaskaden ICAM-1, TWIST1
TGF-B1, IL-6, Cox 2 STAT3, SOCS3

Abbildung 5: STAT3 - Zielgene und Funktionen (Skizze modifiziert nach [33,36,45])

Die physiologische Bedeutung von STAT3 ist Uberlebenswichtig. Der komplette
Knockout von STAT3 ist bereits vor dem embryonalen Tag 7 letal [38, 39]. Auch gewebs-
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spezifische Knockouts, z.B. flir Makrophagen und Thymusepithelzellen, fihren zu schwer-
wiegenden Defekten [33]. In adulten Geweben reguliert STAT3 z.B. bei der angeborenen
Immunantwort die Expansion von Vorldaufern dendritischer Zellen, in der erworbenen
Immunantwort die Differenzierung von Th2- und Th17-Zellen und im Knochenstoffwechsel
die Funktion regulatorischer T-Zellen [46, 47]. Einen Funktionsverlust von STAT3 verursacht
das autosomal dominante Hyper-IgE-Syndrom, einen Immundefekt mit gestorter TH17-Zell-
differenzierung und T-Gedachtniszellfunktion [34, 48, 49]. Eine persistierende STAT3-
Aktivitat ist in hamatologischen und soliden Krebsarten beschrieben [36, 39, 50, 51].

In Vorarbeiten an adulten Mausen mit unilateraler Ureterligatur spielt STAT3 als pro-
inflammatorischer und pro-fibrotischer Transkriptionsfaktor eine entscheidende Rolle [35].
Wahrend STAT3 in den Tubuluszellen adulter Mausnieren normalerweise nur gering
exprimiert wird, erfolgt nach Ureterligatur eine deutliche Hochregulation und Aktivierung
von STAT3 [35, 51, 52]. AnschlieBend induziert STAT3 in geschadigten Tubuluszellen und
eingewanderten Makrophagen u.a. die Bildung von TGF-, einem zentralen Mediator nach
UUO [35]. Pro-inflammatorische Regulationsschleifen flihren dann zu einem Circulus vitiosus
mit ausgepragter tubulointerstitieller Entzindungsreaktion (Abbildung 3) [22]. STAT3 ver-
mittelt im adulten Mausmodell die renale Makrophageninfiltration und die interstitielle
Fibrose [35].

Dagegen ist die Bedeutung von STAT3 im neonatalen Modell der obstruktiven
Uropathie bisher nicht bekannt. In der vorliegenden Arbeit sollte daher der Effekt einer
STAT3-Blockade im neonatalen Tiermodell der obstruktiven Uropathie untersucht werden.

1.5 Therapeutische STAT3-Blockade

1.5.1 Mechanismen der STAT3-Blockade

Eine STAT3-Blockade kann Uber verschiedene Mechanismen erreicht werden. Dazu
gehoren u.a. eine Reduktion der STAT3-Expression und eine Steigerung der STAT3-
Deaktivierung. Die Blockade der STAT3-Aktivitat ist der meistgenutzte Ansatz und kann
durch die Hemmung der Phosphorylierung, der Dimerisierung, der intranukledren Trans-
lokation, der DNA-Bindung oder auch der Transkriptionsaktivitat erzielt werden. Sie kann
auBerdem direkt am STAT3-Molekil oder indirekt durch die Hemmung der
Phosphorylierungsaktivitat der aktivierenden Tyrosinkinasen erfolgen. Kamran et al. bieten
eine Ubersicht pflanzlicher und synthetischer STAT3-Inhibitoren sowie deren
Wirkmechanismen [39]. Fir die vorliegende Arbeit im neonatalen Mausmodell der
obstruktiven Uropathie wurde fir die STAT3-Blockade die Hemmung der JAK2-abhdngigen
STAT3-Aktivierung gewahlt. Die verwendete Substanz Tyrphostin AG 490 hemmt dabei die
Tyrosinkinaseaktivitat von JAK2.
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1.5.2 STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490

Der Begriff Tyrphostin ist die Kurzform von Tyrosin-Phosphorylierungs-Inhibitor und
beschreibt synthetische Kinaseinhibitoren auf der strukturellen Basis des natirlichen
Kinaseinhibitors Erbstatin [53]. Tyrphostin AG 490 ist ein nichtpeptidisches Molekiil mit der
chemischen Struktur (E)-2-Cyano-3-(3,4-dihydrophenyl)-N-(phenylmethyl)-2-propenamid,
der Formel C;7H14N,05 und einem Molekulargewicht von 294.30 (Abbildung 6 [54]) [54].

O

HO XN N
H

CN
HO

Abbildung 6: Struktur des STAT3-Inhibitors Tyrphostin AG 490 [54]

Tyrphostin AG 490 ist schon in niedriger Dosis ein hocheffizienter Inhibitor der JAK2-
abhdngigen STAT3-Aktivierung [55, 56]. Dies wurde sowohl in vivo als auch in vitro bereits
mehrfach gezeigt [39, 57-64]. Tyrphostin AG 490 ist als Tyrosinkinaseinhibitor nur begrenzt
selektiv und hemmt in geringem Malle auch JAK3, JAKS5 und Rezeptoren mit integrierter
Tyrosinkinaseaktivitdat wie den EGF-Rezeptor. Andere lymphatische Tyrosinkinasen wie Lck,
Lyn, Btk, Syk, Src, JAK1, Zap70 oder Tyk2 sind von der Hemmung nicht betroffen [55]. Die
Wirkung von Tyrphostin AG 490 kann durch eine nukledre Translokation von JAK2, eine
unphosphorylisierte STAT3-Aktivitait und eine JAK2-unabhdngige STAT3-Aktivierung
umgangen werden [65, 66]. Andererseits zeigt Tyrphostin AG 490 aber auch eine
JAK2/STAT3-unabhangige Hemmung des IL-6 Signalwegs [67]. Tyrphostin AG 490 fihrt
auBBerdem auch zur Hemmung anderer JAK2-abhdngiger Transkriptionsfaktoren wie z.B.
STAT1, das gegensatzlich zu STAT3 wirken kann [57, 68]. In Bezug auf die Niere wirkt
Tyrphostin AG 490 tierexperimentell nach oxidativem Stress nephroprotektiv und schitzt
nach Ischamie-Reperfusion, Sepsis oder Cyclosporin-Gabe vor einem akuten Nierenversagen
[69]. In der vorliegenden Arbeit wird die Bedeutung der STAT3-Blockade durch Tyrphostin
AG 490 im neonatalen Tiermodell der obstruktiven Uropathie untersucht.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Basierend auf dem Pathomechanismus obstruktiver Uropathien und den bisherigen
Ergebnissen von Tyrphostin AG 490 in vitro und in adulten Tiermodellen sollen damit
folgende Fragen beantwortet werden:

« Welche Rolle spielt STAT3 in Bezug auf die Inflammation und Fibroseentwicklung im
neonatalen Tiermodell der obstruktiven Uropathie?

« Kann Tyrphostin AG 490 im neonatalen Tiermodell der obstruktiven Uropathie die
Entwicklung von Inflammation und Fibrose erfolgreich reduzieren?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Das tierexperimentelle Projekt wurde auf Grundlage einer Genehmigung des
Regierungsprasidiums Oberbayern mit dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2523-90-10 durch-
geflihrt. Eine Ausbildungsgenehmigung im Bereich Versuchstierkunde und tierexperimen-
teller Methoden liegt vor (Aktenzeichen 55.2-1-54-2532.8-82-11).

Alle Tierexperimente wurden an neugeborenen Wildtypmausen des Inzuchtstammes
Charles River 57/Black 6 (C57/BL6) (Elevage Janvier, Le Genest Saint Isle, Frankreich) durch-
gefiihrt. Sowohl mannliche als auch weibliche neonatale Tiere wurden in die Auswertung
einbezogen. Die Tierhaltung erfolgte in der zentralen Versuchstierhaltung Innenstadt in
Minchen. Die Mause wurden in IVC-Kafigen der GréRe (L x B x H) 365 x 207 x 140 mm mit
einer Nutzfliche von 530 cm” (blueline Typ I long; Tecniplast, HohenpeiRenberg) gehalten.
Die Kafige bestehen aus U-Temp Polyetherimid und wurden bei 134°C autoklaviert. Die
bernsteingelbe Farbe des Kafigs reduziert den Lichteinfall. Das Einstreumaterial besteht aus
rindenfreiem Fichtenholz (Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest) und wurde einmal in der Woche
gewechselt. Jeder Kéafig ist mit einem roten Hauschen (EBECO), Nistmaterial (Nestletts der
Firma Ssniff) und Nagematerial (Weichholzstlicke der Firma Ssniff) ausgestattet. Die Mause
wurden mit autoklaviertem Leitungswasser und autoklaviertem Alleinfutter V1534-300 ssniff
R/M-H (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest) mit 19 % Rohprotein, 3,3 % Rohfett, 4,9 %
Rohfaser, 6,4 % Rohasche und ausreichenden Mengen an Calcium, Phosphor, Natrium, den
Vitaminen A, D3, E und C sowie Kupfersulfat versorgt. Die Zu- und Abluft verlief in einem
geschlossenen System und wurde durch HEPA-Filter gereinigt. Pro Ablufteinheit wurden
zwei Sentineltiere gehalten. Es herrschte ein konstanter Tag-Nacht-Rhythmus von 12 h Licht
und 12 h Dunkelheit. Die Temperatur betrug konstante 20-22°C.

2.2 Studienprotokoll

2.2.1 Gruppeneinteilung: Behandlungsgruppe - Kontrollgruppe

Die Bedeutung der STAT3 Blockade wurde im neonatalen Mausmodell der
obstruktiven Uropathie untersucht. Dazu wurde bei den Versuchstieren am 2. Lebenstag
eine unilaterale Ureterobstruktion oder eine Scheinoperation durchgefiihrt. Tiere beider
Operationsverfahren wurden entweder in die Behandlungs- oder in die Vehikelgruppe
eingeteilt. Die Tiere der Behandlungsgruppe erhielten ab dem 2. Lebenstag alle 24 h eine
subkutane Injektion mit 10 mg/kg Korpergewicht STAT3-Inhibitor Tyrphostin AG 490 geldst
in Dimethylsulfoxid (DMSO) und verdiinnt mit Natriumchloridlésung. Die Tiere der Kontroll-
gruppe erhielten ab dem 2. Lebenstag alle 24 h eine subkutane Injektion mit der Vehikel-
[6sung.
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Die Organentnahme erfolgte am 3., 7. oder 14. Lebenstag. Dies entspricht dem 1., 5.
oder 12.postoperativen Tag. Eine Ubersicht Uber die zeitliche Abfolge von Geburt,
Operation, Injektion und Organentnahme bietet Abbildung 7.

43 ‘ o o Injektion

; 4@ Organentnahme
d7 4¢—o—o—o—o—0
di4 40—0—0—0—0—0—0—0—0—0—0—0—0

T T T T T T T T T I I I I I :
dl d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 d9 di0di11 di12 di3di14 Lebenstag
Geburt OP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 postOP-Tag

Abbildung 7: Ubersichtschema Geburt, Operation, Injektion und Organentnahme

Nach der Organentnahme wurden die Nieren fir die immunhistochemische Analyse
in Formalin fixiert und Farbungen fir folgende Analysen durchgefiihrt: Makrophagen-
infiltration, T-Lymphozyteninfiltration, renale Apoptose, renale Proliferation, tubuldre
Atrophie und interstitielle Fibrose. Die Anzahl der neonatalen Mause, die pro Gruppe und
Zeitpunkt fur die immunhistochemische Analyse verwendet wurden, kbnnen entnommen

werden.
Behandlungsgruppe Kontrollgruppe
n=48 n=48
uuo Sham uuo Sham
Organentnahme d 3 8 8 8 8
Organentnahme d 7 8 8 8 8
Organentnahme d 14 8 8 8 8

Tabelle 1: Gruppeneinteilung Immunhistochemie

2.2.2 Mikrochirurgische Operationstechnik

Die neonatalen Mause wurden am 2. Lebenstag operiert. Die Operation erfolgte
unter Inhalationsnarkose durch einen Verdampfer (Volker GmbH, Kaltenkirchen) mit
Isofluran (Florene®; Abott, Wiesbaden) und 0,6 | O, pro Minute. Die Operation erfolgte unter
sterilen Bedingungen und mit Hilfe eines Stereomikroskops (Stemi 2000-C; Zeiss, Gottingen).
Bei der unilateralen Ureterobstruktion (UUO) wurde eine laterale Laparotomie durchgefiihrt
und der linke Ureter dargestellt. Am ureteropelvinen Ubergang wurde dann der linke Ureter
mit zwei Faden (Perma-Hand*Seide, 8,0 mm; Ethicon, St-Stevens-Woluwe, Belgien) doppelt
und vollstandig ligiert. AnschlieRend wurden Peritoneum und Bauchdecke verschlossen. Bei
der Scheinoperation (sham) wurde die Bauchdecke sowie das Peritoneum er6ffnet und der
Ureter ausschlieBlich dargestellt. AnschlieRend wurde das Abdomen ohne weitere
Manipulation verschlossen. Nach der Operation kehrten die neugeborenen Mause zu ihrem
Muttertier zurtick.
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2.2.3 STAT3 Blockade

Fir die STAT3-Blockade wurden neonatale Mduse ab dem 2. Lebenstag mit dem
STAT3-Inhibitor Tyrphostin AG 490 behandelt. Fir die Injektionslésung der Behandlungs-
gruppe wurden 5 mg Tyrphostin (Sigma Aldrich, Steinheim) in 1 ml DMSO (Dimethylsulfoxid;
Sigma Aldrich, Steinheim) gelost und mit 1,222 ml (Braun Melsungen AG, Melsungen)
verdliinnt. Die Vehikellosung bestand aus 1ml DMSO und 1,222 ml 0,9 % NaCl. Die
Injektionslosung wurde mit einem Sterilfilter (PorengréBe 0,02 um; Wagner & Mungz,
Minchen) filtriert und in sterile Rohrchen (CryoTube, 1,8 ml; Nunc, Rosikilde, Danemark)
abgefiillt. Diese wurden fiir maximal 4 Wochen bei 4 °C gelagert.

Die Dosierung von Tyrphostin AG 490 wurde anhand der Publikation von Yang et al.
gewahlt [70]. Sie erfolgte gewichtsabhdngig und betrug 10 mg/kg Korpergewicht pro Tag.
Dazu wurde das tagliche Kérpergewicht der neonatalen Mause mit einer Waage (EMB 2000-
3; Kern, Buchholz) bestimmt. Die Konzentration der Injektionslosung betrug 2,25 mg/ml. Es
ergaben sich Injektionsvolumina zwischen 4 und 30 ul, die subkutan in die Nackenfalte der
Maus appliziert wurden (entsprechend Tabelle 2). Eine Ubersicht tiber die durchschnittlich
pro Lebenstag applizierten Injektionsvolumina gibt Abbildung 8.

Korpergewicht | Injektionsvolumen
(8] [pl]
1,0 4,4
2,0 8,9
3,0 13,3
4,0 17,8
5,0 22,2
6,0 26,7

Tabelle 2: Auszug aus Injektionsvolumen-Tabelle

w
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Injektionsvolumen [ul]
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|

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Zeit [d]
Abbildung 8: durchschnittlich applizierte Injektionsvolumina pro Lebenstag

Da diese geringen Volumina mit handelsiblichen Spritzen nicht prazise appliziert
werden koénnen, wurden Hamilton-Spritzen (Typ Microliter 800 RN, 50 pl; Hamilton,
Bonaduz, Schweiz) mit speziellen Nadeln (26 G, piont Style 2, Lange 10 mm) verwendet. Zur
Injektion wurde das bendétigte Volumen an Tyrphostin- oder Vehikelldsung mit einer sterilen
Nadel aufgezogen. Nach der Injektion wurden Spritze und Nadeln jeweils gespilt und bei
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121 °C fur 30 Minuten in einem Dampfdrucktopf (Pascal; Dako Cytomation, Glostrup,
Danemark) autoklaviert.

2.2.4 Organentnahme

Die Organentnahme erfolgte am 3., 7. und 14. Lebenstag nach zervikaler Dislokation.
Dabei wurde unter sterilen Bedingungen und mit Hilfe eines Stereomikroskops (Stemi
2000-C; Zeiss, Gottingen) eine mediane Laparotomie durchgefiihrt. Die Nieren wurden
aufgesucht und Nebenniere, Ureter und HilusgefdRe abgesetzt. Nach Freipraparierung,
Dekapsulierung und bilateraler Nephrektomie wurden die Nieren einzeln gewogen, in
gekiihlter 0,9 % NaCl-Lésung platziert und fiir die anschlieRenden Analysen weiter pro-
zessiert.

2.3 Histomorphologische Methoden

Organentnahme
v
Fixieren
Einbetten
Schneiden
‘v
Leukozyten 'mm“:_'_";t“hem'“he L Interstitielle
arbungen Fibrose
Makrophagen Aktivierte
> F4/80 Myofibroblasten
> a-SMA
T-Lymphozyten Apoptose Proliferation = Tubuldre Atrophie Interstitielle Fibrose
> CD3 > TUNEL > Ki-67 > PAS > Masson-Trichrome

Abbildung 9: Ablaufschema der histomorphologischen Methoden

2.3.1 Fixierung und Paraffineinbettung der Nieren

Die Fixierung der Nieren fiir die Immunhistochemie erfolgte in 4 % Formaldehyd-
[6sung fir 24 h. Dafur wurden beide Nieren eines Tieres in einer beschrifteten Organkassette
(Sanova, Wien, Osterreich) platziert. AnschlieRend wurden die Organe fiir mindestens 24 h
in 70 % Ethanol gelagert. Fir die Paraffineinbettung durchliefen die Nieren eine aufsteigende
Alkoholreihe: Sie lagerten fiir mindestens 24 h in 70 % Ethanol, zweimal fiir je 30 min in 96 %
Ethanol und zweimal fir je 45 min in 99 % Ethanol. Dann wurden sie fir 45 min in Xylol
gelegt. AnschlieBend wurden die Organkassetten in der Einbettanlage (EG1150H; Leica,
Nussloch) fiir 45 min in ein fliissiges Paraffinbad bei 60 °C gegeben. In eine Metallkassette
wurde flissiges Paraffin vorgelegt und auf dem Cool Spot angehértet. Auf dem vorgelegten
Paraffin wurden beide Nieren eines Tieres nebeneinander mit gegeniiberliegendem Hilus
positioniert. AnschlieBend wurde der beschriftete Organkassettendeckel auf die
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Einbettschale aufgelegt und die gesamte Metallkassette mit fllissigem Paraffin ausgegossen.
Das Aushirten erfolgte auf einer Kihlplatte (EG 50 C; Leica, Nussloch) bei -5 °C.
AnschlieBend wurden die Blocke aus den Einbettschalen gelést und bei Raumtemperatur
gelagert.

2.3.2 Herstellung mikroskopischer Nierenschnitte

Mit Hilfe des Rotationsmikrotoms (RM2255; Leica, Nussloch) wurden pro Organblock
24 serielle Schnitte einer Niere mit der Schichtdicke von 3 um angefertigt. Die Schnitte
wurden fiir einige Sekunden in einem Heizbad (HI 1210; Leica, Nussloch) mit Aqua dest. bei
37 °C platziert. Jeweils 2 Schnitte wurden auf einem Objekttrager positioniert, kurz auf einer
Heizplatte (H 1220; Leica, Nussloch) bei 37 °C und anschlieBend im Brutschrank (MiniOven
MK Il; MWG Biotech, Ebersberg) bei 37 °C fiir mindestens 12 h getrocknet. Die fertigen
Schnitte wurden bei Raumtemperatur gelagert.

2.3.3 Histologische Farbung der Makrophageninfiltration

Die Makrophageninfiltration in die neonatalen Mausnieren wurde tber die selektive
Anfarbung des Oberflaichenproteins F4/80 bestimmt. Die F4/80-Farbung begann nach
Entparaffinieren der Schnitte durch Lagerung fir zweimal je 5 Minuten in Dewax und
weitere drei Mal fir je 5 Minuten in Aqua dest.. Fir die Antigen-Demaskierung lagerten die
Schnitte fiir 30 Minuten bei 37 °C in Trispuffer (1 % TBS in Aqua dest. mit 0,05 % TWEEN,
0,1 % Trypsin und 0,1 % CaCl,). AnschlieBend wurden die Prdparate drei Mal fiir je 5 Minuten
in Aqua dest. und einmal fiir weitere 5 Minuten in PBS gewaschen. Die Neutralisierung
erfolgte durch Lagerung in 3% H,0;, in Methanol fiir 10 Minuten. Im Anschluss wurde
zweimal fir je 5 Minuten in PBS gewaschen. Das Blocken erfolgte durch eine Inkubation mit
Schafserum in einer Konzentration von 1:60 in PBS fiir 20 Minuten. Dann wurde erneut fir
5 Minuten in PBS gewaschen. Der Priméarantikorper rat-anti-mouse F4/80 wurde in der
Konzentration 1:100 in 3 % BSA in PBS geldst. Die Objekttrager wurden tber Nacht bei 4 °C
mit dem Antikorper inkubiert. Parallel wurden die Negativkontrollen mit der gleichen L6sung
ohne Antikorper inkubiert. Anschlielend wurden alle Objekttrager wieder zweimal fur je
5 Minuten in PBS gewaschen. Der biotinylierte Zweitantikorper goat-anti-rat 1IgG wurde in
der Konzentration 1:200 in 3 % BSA in PBS geldst und die Schnitte fiir 30 Minuten inkubiert
und dann erneut fir zweimal 5 Minuten in PBS gewaschen. Um die Farbintensitdt der
F4/80-Farbung zu erhéhen, wurden die Schnitte fur 30 Minuten mit Avidin/Biotin inkubiert
und anschlieRend wieder zweimal fir je 5 Minuten in PBS gewaschen. Die enzymatische
Farbung erfolgte durch eine 6-minitige Behandlung mit DAB. Danach wurden die Schnitte
zweimal 5 Minuten mit Leitungswasser gewaschen. Nach Gegenfarbung des Nierenparen-
chyms durch Lagerung fiir 5 Minuten in Lofflers Methylenblau durchliefen die Schnitte eine
aufsteigend Alkoholreihe mit 70 %, 96 % und 99 % Ethanol und lagerten fir zweimal
5 Minuten in Xylol. Die entwasserten Schnitte wurden abschlieBend mit Eukitt eingedeckelt.
Die Auswertung der Makrophageninfiltration erfolgte verblindet bei 400-facher Vergro-
RBerung mit einem Raster mit 10 x 10 Kdstchen. In 20 nicht-Uberlappenden Gesichtsfeldern
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pro Niere wurden alle F4/80-positiven Rasterfelder ausgezahlt (n=8 pro Gruppe und
Zeitpunkt).

2.3.4 Histologische Firbung der T-Lymphozyteninfiltration

Die T-Lymphozyteninfiltration in die neonatalen Mausnieren wurde (iber die selektive
Anfarbung des T-Lymphozyten-spezifischen Oberflachenproteins CD3 bestimmt. Die
CD3-Farbung begann nach Entparaffinieren der Schnitte durch Lagerung fir zweimal je
5 Minuten in Dewax und weitere drei Mal fir je 5 Minuten in Aqua dest.. Die Antigen-
Demaskierung der Oberflachenproteine erfolgte durch Behandlung mit Citratpuffer fir
4 Minuten bei 125 °C im Dampfdrucktopf (Pascal; Dako Cytomation, Glostrup, Didnemark)
(9 ml Losung A: 10,58 g Citronensdure in 500 ml Monohydrat, 41 ml Lésung B: 14,7 g
Trinatiumcitrat in 500 ml Dihydrat und 450 ml Aqua ad injectabilia, pH 6). In diesem Puffer
wurden die Schnitte auf Eis abgekihlt und dann fir 5 Minuten in 1 % PBS in Aqua dest.
gewaschen. Nach der Neutralisierung durch Lagerung in 3% H,0, in Methanol fir
10 Minuten wurde zweimal fir je 5 Minuten in PBS gewaschen. Das Blocken erfolgte durch
Inkubation mit Power Block 1:10 in Aqua dest. fir 20 Minuten. Dann wurde erneut fiir
5 Minuten in PBS gewaschen. Der Primarantikorper rat-anti-human CD3 wurde in der
Konzentration von 1:50 in einer Lésung aus 1 % Power Block, 9 % in Aqua dest. und 90 % PBS
gelést und die Objekttrager damit fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Negativkontrollen wurden parallel mit der entsprechenden Losung ohne Antikdrper
inkubiert. Anschlielend wurde zweimal fiir je 5 Minuten in PBS gewaschen. Der biotinylierte
Zweitantikorper goat-anti-rat 1gG wurde in der Konzentration von 1:100 in einer Losung aus
1% Power Block, 9% in Aqua dest. und 90 % PBS geldst und die Objekttrager damit fur
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde wieder zweimal fur je
5 Minuten in PBS gewaschen. Um die Farbintensitat der CD3-Farbung zu erhéhen, wurden
die Schnitte fur 30 Minuten mit Avidin/Biotin behandelt und anschlieRend wieder zweimal
fir je 5 Minuten in PBS gewaschen. Die enzymatische Farbung erfolgte durch Inkubation fir
5 Minuten mit DAB. Danach wurden die Schnitte fur zweimal 5 Minuten mit Leitungswasser
gewaschen. Nach der Gegenfarbung des Nierenparenchyms durch Lagerung fiir 5 Minuten in
Lofflers Methylenblau durchliefen die Schnitte anschlieBend eine aufsteigend Alkoholreihe
mit 70%, 96 % und 99 % Ethanol und lagerten fir zweimal 5 Minuten in Xylol. Die
entwasserten Schnitte wurden abschlieBend mit Eukitt eingedeckelt. Die Auswertung der
T-Lymphozyteninfiltration erfolgte verblindet bei 400-facher VergréRerung. In 20 nicht-
Uberlappenden Gesichtsfeldern pro Niere wurden alle CD3-positiven Zellen ausgezahlt (n =8
pro Gruppe und Zeitpunkt).

2.3.5 Histologische Fiarbung der renalen Apoptose

Die renale Apoptose in den neonatalen Mausnieren wurde Uber die Anfarbung der
DNA-Fragmentierung in apoptotischen Zellkernen mittels TUNEL-Farbung (terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP-biotin nick end labeling) bestimmt. Die
TUNEL-Farbung begann nach Entparaffinieren der Schnitte durch Lagerung fiir zweimal je
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5 Minuten in Dewax und weitere drei Mal je 5 Minuten in Aqua dest.. Fir die Antigen-
Demaskierung wurden die Objekttrager 20 Minuten mit Proteinase K in einer Konzentration
von 20 pg/ml behandelt. AnschlieRend wurden die Schnitte fir zweimal 5 Minuten in PBS
gewaschen. Die Neutralisierung erfolgte durch Lagerung in 3% H,0, in Methanol fir
10 Minuten. AnschlieBend wurde erneut zweimal fir je 5 Minuten in PBS gewaschen. Die
weiteren Schritte der TUNEL-Farbung wurden mittels eines TUNEL-Farbe-Kits (Apoptag®
Peroxidase in situ Apoptosis Kit, Millipore) entsprechend den Herstellerangaben durch-
geflihrt: Die Schnitte wurden fir 5 Minuten mit Equilibration-Buffer inkubiert und dann fir
5 Minuten in PBS gewaschen. Die enzymatische Markierung der Apoptose-positiven Zell-
kerne erfolgte durch Inkubation bei 37°C fir 1h mit TdT-Enzym (terminale
Desoxynucleotidyl-Transferase) im Reaktion-Puffer. Die Negativkontrollen wurden mit PBS
inkubiert. Der Reaktionsstopp erfolgte durch Inkubation bei 37 °C fir 30 Minuten mit
Stop/Wash-Puffer in Aqua dest., wobei die Schnitte alle 10 Minuten bewegt wurden.
AnschlieBend wurde fiir zweimal 5 Minuten in PBS gewaschen. Das Blocken erfolgte durch
Inkubation flir 20 Minuten mit 1 % BSA in PBS. Dann wurden die Schnitte flir 5 Minuten in
PBS gewaschen. Die Detektion der gebundenen Nukleotide erfolgte durch Inkubation der
Objekttrager fiir 30 Minuten mit Antikorper-Digoxigenin-Peroxidase-Conjugate. Dann wurde
drei Mal je 5 Minuten in PBS gewaschen. Die enzymatische Farbung erfolgte durch
Inkubation fiir 5 Minuten mit DAB. Danach wurden die Objekttrager fir zweimal 5 Minuten
mit Leitungswasser gewaschen. Nach der Gegenfarbung des Nierenparenchyms durch
Lagerung fir 5 Minuten in Lofflers Methylenblau durchliefen die Schnitte eine aufsteigende
Alkoholreihe mit 70 %, 96 % und 99 % Ethanol und lagerten fiir zweimal 5 Minuten in Xylol.
Die entwasserten Schnitte wurden abschlieend mit Eukitt eingedeckelt. Die Auswertung der
renalen Apoptose erfolgte verblindet bei 400-facher VergroRerung durch Auszihlen aller
TUNEL-positiven Zellen in 20 nicht-lGberlappenden Gesichtsfeldern pro Niere. Hierbei
wurden tubuléare, interstitielle und glomerulare Zellen unterschieden (n = 8 pro Gruppe und
Zeitpunkt).

2.3.6 Histologische Firbung der renalen Proliferation

Die renale Proliferation in den neonatalen Mausnieren wurde Uber die selektive
Anfarbung des Proliferations-spezifischen nukledren Proteins Ki-67 bestimmt. Die Ki-67-
Farbung begann nach Entparaffinieren der Schnitte durch Lagerung fiir zweimal je 5 Minuten
in Dewax und weitere drei Mal je 5Minuten in Aqua dest.. Die Antigen-Demaskierung
erfolgte durch Behandlung mit Citratpuffer (9 ml Losung A: 10,58 g Citronensaure in 500 ml
Monohydrat, 41 ml Lésung B: 14,7 g Trinatiumcitrat in 500 ml Dihydrat und 450 ml Aqua
ad injectabilia, pH 6) fiir 4 Minuten bei 125 °C im Dampfdrucktopf (Pascal; Dako Cytomation,
Glostrup, Déanemark) In diesem Puffer wurden die Schnitte anschliefend auf Eis gekiihlt und
dann fur 5 Minuten in 1 % PBS in Aqua dest. gewaschen. Die Neutralisierung erfolgte durch
Lagerung in 3% H,0, in Methanol fir 10 Minuten. AnschlieRend wurde zweimal fiir je
5 Minuten in PBS gewaschen. Das Blocken erfolgte durch Inkubation mit Power Block 1:10 in
Aqua dest. fir 20 Minuten. Dann wurde erneut fiir 5 Minuten in PBS gewaschen. Der
Primdrantikdrper mouse-anti-rat Ki-67 wurde in der Konzentration 1:25 in einer Lésung aus
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1 % Power Block, 9 % in Aqua dest. und 90 % PBS geldst und die Objekttrager damit fur 1 h
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die Negativkontrollen wurden parallel mit der
entsprechenden Losung ohne Antikérper inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte
zweimal fiir je 5 Minuten in PBS gewaschen. Der Zweitantikorper horse-anti-mouse HRP
wurde in der Konzentration von 1:100 in PBS gel6st und die Schnitte damit fiir 30 Minuten
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde wieder zweimal fir je 5 Minuten in PBS gewaschen.
Die enzymatische Farbung erfolgte durch Behandlung fir 4 Minuten mit DAB. Danach
wurden die Schnitte fir zweimal 5 Minuten mit Leitungswasser gewaschen. Nach der
Gegenfarbung des Nierenparenchyms durch Inkubation fiir 5 Minuten in Mayers Hamalaun
wurden die Schnitte mit lauwarmem Leitungswasser grindlich gewaschen. Sie durchliefen
anschlieRend eine aufsteigende Alkoholreihe mit 70 %, 96 % und 99 % Ethanol und lagerten
fiir zweimal je 5 Minuten in Xylol. Die entwasserten Schnitte wurden abschlieffend mit Eukitt
eingedeckelt. Die Auswertung der renalen Proliferation erfolgte verblindet bei 400-facher
VergroRerung durch Auszdhlen aller Ki-67-positiver Zellen in 20 nicht-liberlappenden
Gesichtsfeldern pro Niere. Hierbei wurden tubuldre und interstitielle Zellen unterschieden
(n =8 pro Gruppe und Zeitpunkt).

2.3.7 Histologische Firbung der tubuldren Atrophie

Die tubuldre Atrophie in den neonatalen Mausnieren nach der Anfarbung von
Zuckerderivaten (z.B. Glykogen, Polysaccharide, Glykoproteine und -lipide) in der tubuldren
Basalmembran mittels PAS-Farbung bestimmt (Periodic-acid-Schiff Reaktion). Die Farbung
begann nach Entparaffinieren der Schnitte durch Lagerung fir zweimal je 5 Minuten in
Dewax und weitere drei Mal fir je 5 Minuten in Aqua dest.. Anschliefend wurden die
Schnitte mit Leitungswasser gespllt. Fiir die spezifische Farbung wurden die Schnitte fir
10 Minuten mit 1 % Perjodsaure inkubiert und dann fir drei Mal jeweils 3 Minuten in Aqua
dest. gewaschen. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir 25 Minuten mit Schiffs Reagenz
inkubiert, fir 5 Minuten mit Leitungswasser gespult und kurz in Aqua dest. gelagert. Die
Gegenfarbung des Nierenparenchyms erfolgte durch Lagerung fiir 40 Minuten in Mayers
Hamalaun bei RT. Die Schnitte wurden dann fiir 10 Minuten mit flieBendem Leitungswasser
gespult. AnschlieRend durchliefen sie eine aufsteigend Alkoholreihe mit 70 %, 96 % und 99 %
Ethanol und lagerten dann fiir zweimal je 5 Minuten in Xylol. Die entwasserten Schnitte
wurden abschlieBend mit Eukitt eingedeckelt. Die Auswertung der tubuldren Atrophie
erfolgte verblindet bei 400-facher VergrofRerung. Als atrophische Tubuli wurden proximale
und distale Tubuli gewertet, deren Basalmembranen eine pathologische Verdickung,
Aufsplitterung oder Wellenbildung zeigten. Die Auswertung erfolgte in 20 nicht-lber-
lappenden Gesichtsfeldern pro Niere (n = 8 pro Gruppe und Zeitpunkt).

2.3.8 Histologische Firbungen der interstitiellen Fibrose

Die interstitielle Fibrose in den neonatalen Mausnieren wurde einerseits mittels
o-SMA-Farbung fir aktivierte Myofibroblasten und andererseits mittels Masson-Trichrome-
Farbung fur Kollagenfasern bestimmt. Die a-SMA-Farbung begann nach Entparaffinieren der
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Schnitte durch Lagerung fiir zweimal je 5 Minuten in Dewax und weitere drei Mal je
5 Minuten in Aqua dest.. AnschlieRend wurden die Schnitte in Leitungswasser gespult. Nach
der Neutralisierung durch Lagerung in 3 % H,0, in Methanol fir 20 Minuten wurde zweimal
fir je 5Minuten in Aqua dest. gewaschen. Die Demaskierung der Oberflaichenproteine
erfolgte durch Behandlung mit Citratpuffer (9 ml Lésung A: 10,58 g Citronensdure in 500 ml
Monohydrat, 41 ml Losung B: 14,7 g Trinatiumcitrat in 500 ml Dihydrat und 450 ml Aqua ad
injectabilia, pH 6) fiir 30 Sekunden bei 125 °C im Dampfdrucktopf (Pascal; Dako Cytomation,
Glostrup, Danemark). In diesem Puffer wurden die Objekttrager anschliefend auf Eis gekihlt
und die Schnitte dann fiinfmal in Waschpuffer (1 x TBS mit 0,02 % Tween) gewaschen. Die
folgenden Schritte der Farbung wurden mit dem Farbekit Histostain Sp Kit (Invitrogen) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Nach Inkubation mit Blocking-Solution fir 10 Minuten
wurden die Objekttrager fiir 1 h bei Raumtemperatur mit dem Erstantikérper Anti-a-SMA in
der Konzentration von 1:3000, gel6st in Waschpuffer mit 0,15 % Blocking-Solution, inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen fiir je 5 Minuten in Waschpuffer wurden die Schnitte fir
10 Minuten bei RT mit dem biotinylierten Zweitantikorper inkubiert und erneut fir zweimal
5 Minuten in Waschpuffer gewaschen. Anschliefend wurden die Schnitte fiir 10 Minuten mit
Streptavidin-Konjugat bei RT inkubiert und wieder zweimal 5 Minuten in Waschpuffer
gewaschen. Nach anschlieBender Farbung mit dem Chromogen-Substrat fiir 6 Minuten
wurden die Objekttrager erneut zweimal 5 Minuten in Waschpuffer gewaschen. Nach der
Gegenfarbung des Nierenparenchyms durch Lagerung fiir 8 Minuten in Hamatoxylin wurden
die Objekttrager fiir 10 Minuten griindlich mit lauwarmem Leitungswasser gewaschen. Das
Eindeckeln der Schnitte erfolgte mit der wassrigen Mounting-Solution. Die Auswertung der
o-SMA-Farbung erfolgte verblindet bei 400-facher VergroBerung. In einem feinen Raster mit
10 x 10 Feldern wurden alle a-SMA-positiven Felder in je 20 nicht-Uberlappenden Gesichts-
feldern pro Niere ausgezahlt (n = 8 pro Gruppe und Zeitpunkt).

Die Masson-Trichrome-Farbung begann nach Entparaffinieren der Schnitte durch
Lagerung fiir zweimal je 5 Minuten in Dewax und weitere drei Mal fiir je 5 Minuten in Aqua
dest.. Anschlielend wurden die Objekttrager mit Leitungswasser gesplilt. Nach der Farbung
fuir 1 h bei 60 °C mit Bouin’s Solution wurde erneut mit Leitungswasser gespiilt. Fiir die blaue
Hamatoxylin-Farbung wurden die Schnitte fir 2 Minuten mit Hamatoxylinlosung Gill Nr.3
behandelt und kurz mit Leitungswasser gespult. AnschlieBend lagerten die Schnitte fiir eine
Minute in Aqua dest.. Fiir die rote Fuchsin-Farbung wurden die Schnitte fir 5 Sekunden in
Scarlet Acid Fuchsin gelagert, dann drei Mal kurz und drei Mal fir je 3 Minuten mit Aqua
dest. gewaschen. AnschlieRend wurden die Objekttrager fir 5 Minuten mit einer Losung aus
25 % Wolframatophosphorsaure und 25 % Molybdatophosphorsaure in Aqua dest. inkubiert.
Fir die blaue Anfarbung der Kollagenfasern wurden die Schnitte flir mindestens 20 Minuten
in Aniline blue Solution gelagert und kurz in Aqua dest. gewaschen. Die Schnitte durchliefen
anschlielRend eine aufsteigend Alkoholreihe mit 70 %, 96 % und 99 % Ethanol und lagerten
dann fir zweimal 5 Minuten in Xylol. Die entwasserten Schnitte wurden abschliefend mit
Eukitt eingedeckelt. Die Auswertung der interstitiellen Fibrose mittels Masson-Trichrome-
Farbung erfolgte verblindet bei 400-facher VergroBerung. In einem Raster mit 10 x 10 Fel-
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dern wurden alle Kollagen-positiven Felder in je 20 nicht-tGberlappenden Gesichtsfeldern pro
Niere ausgezahlt (n = 8 pro Gruppe und Zeitpunkt).

2.4 Statistik

Flr die statistischen Analysen wurde das Statistikprogramm SigmaStat® verwendet.
Die Vergleiche zwischen der Behandlungs- und der Kontrollgruppe wurden mit der
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) oder dem multifaktoriellen Turkey Test durch-
geflihrt. Als statistisch signifikant wurde ein p < 0,05 festgelegt. Die Daten wurden als Mittel-
werte * Standardfehler angegeben. Fiir die graphische Darstellung wurde das Programm
SigmaPlot® verwendet.

2.5 Chemikalien

Aniline blue Solution Sigma-Aldrich, Steinheim

Anti-CD3, rat-anti-human IgG monoklonal Serotec, Kumhausen

Anti-F4/80, rat-anti-mouse 1gG monoklonal ATCC, Manassas, Virginia, USA

Anti-Ki-67 mouse-anti-rat monoklonal Dako, Carpinteria, USA

Agua bidestilata Apotheke Innenstadt Universitat Miinchen
Agua destilata Apotheke Innenstadt Universitat Miinchen
Agua ad injectabilia Braun, Melsungen

Avidin/Biotin, Vectastain Vektor, Burlingham, USA

Biotin Blocking Reagent DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark
biotinylierter goat anti rat IgG Antikorper Southern Biotech, Birming, Alabama, USA
Bouin’s Solution Sigma-Aldrich, Steinheim

BSA min. 98 % Sigma-Aldrich, Steinheim

CaCl;93,0% Sigma-Aldrich, Steinheim

Citronensaure Merck, Darmstadt

DAB Peroxidase substrate Kit Vector, Burlingham, USA

Dako Pen Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark
Dewax BioGenex, San Ramon, USA

Dihydrat Merck, Darmstadt

DMSO Sigma-Aldrich, Steinheim

Ethanol 70 % Merck, Darmstadt

Ethanol 96 %, 1 % Methylethylketon Apotheke Innenstadt Universitat Minchen
Ethanol 99 %, 1 % Petrolether SAV LP, Flintsbach

Eukitt Sigma-Aldrich, Steinheim

Forene (Isofluran) Abbott, Wiesbaden

Formaldehydlésung 4%, gepuffert pH 6,9 Merck, Darmstadt

Goat Normal Serum Linaris, Dossenheim

H,0, 3 % Sigma-Aldrich, Steinheim

Hamatoxylin Gill Nr.3 Sigma-Aldrich, Steinheim

Histostain SP Kit, AEC Broad Spectrum Invitrogen, Karlsruhe

HRP-konjugierter horse-anti-mouse AK Cell Signaling, Frankfuhrt

Lofflers Methylenblau 0,5 % Merck, Darmstadt

Mayers Hamalaun Apotheke Innenstadt Universitat Miinchen
Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim
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Molybdatophosphorsaure 25 %
Monohydrat

mouse anti rat Ki-67 Antikorper
Paraplast, Schmelzpunkt 56 °C

PBSpH 7,4

Perjodsaure

Power Block

Proteinase K

Scarlet Acid Fuchsin

Schafserum

Schiffs Reagenz

TBS Aqua dest. 1 %

Trinatiumcitrat

Trypsin, Type II-S aus Schweinepankreas
Tunel-Apoptag Peroxidase in situ Apopt. Kit
TWEEN 20

Tyrphostin AG 490

Vector DAB HRP-Substrat
Wolframatophosphorsaure 25 %

Xylol

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Dako, Carpinteria, USA
McCormick, Richmond, USA
Biochrome AG, Berlin
Merck, Darmstadt

Bio Genex, Den Haag, Niederlande
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Vector, Burlingham, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Millipore, Schwalbach
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Linaris, Dossenheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
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3 Ergebnisse

3.1 Tyrphostin AG 490 und die neonatale Entwicklung

Zur Beurteilung der neonatalen Entwicklung wurden das Korperwachstum und die
motorische Entwicklung der neugeborenen Mause regelmalig erfasst. Das Korpergewicht
der Mause wurde taglich mittels Wiegen bestimmt. Das mittlere Ausgangsgewicht beider
Gruppen am 2. Lebenstag lag bei 1,6 g. Die Tiere der Kontrollgruppe waren am 2. Lebenstag
mit 1,6 g im Durchschnitt 7 % schwerer als die Tiere der Behandlungsgruppe mit 1,5 g. Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant (p >0,05). Das mittlere Korpergewicht stieg in
beiden Gruppen kontinuierlich an und erreichte am 14. Lebenstag einen mittleren Wert von
6,5 g. Das Korpergewicht der Behandlungsgruppe am 14. Lebenstag lag mit 6,8 g 8 % Uber
dem der Kontrollgruppe mit 6,3 g. Dieser Unterschied war ebenfalls nicht signifikant
(p > 0,05, vgl. Tabelle 3 und Abbildung 10).

Lebenstag mittleres Kérpergewicht [g]
Behandlungs- Kontroll- | gemeinsamer
gruppe gruppe Mittelwert
2 15 1,6 1,6
3 1,7 1,8 1,8
4 2,1 2,1 2,1
5 24 2,6 25
6 2,8 3,0 2,9
7 3,2 3.4 3.3
8 3,9 3,7 3,8
9 4,4 4,1 4,3
10 5,0 4,6 4,8
11 55 5,0 53
12 6,0 55 5,8
13 6,4 6,0 6,2
14 6,8 6,3 6,5

Tabelle 3: Entwicklung des durchschnittlichen Kérpergewichts in Behandlungs- und Kontrollgruppe

—@— Tyrphostin AG 490
—O— Vehikel

(o]
1

Korpergewicht [g]
N

Zeit [d]

Abbildung 10: Entwicklung des durchschnittlichen Kérpergewichts [g] mit Standardabweichung in der Behandlungs-
und der Kontrollgruppe
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Eine Beurteilung der neonatalen Entwicklung erfolgte zusatzlich in den Kategorien Muskel-
tonus, Motorik, Saugverhalten und Annahme durch die Mutter. Ein normales Verhalten
wurde mit jeweils zwei Punkten, ein reduziertes oder verandertes Verhalten mit einem
Punkt und kein entsprechendes Verhalten mit O Punkten bewertet. Alle untersuchten Tiere
erreichten konstant den Normalwert von acht Punkten. Die Behandlung mit Tyrphostin
AG 490 fuhrte damit zu keinem Unterschied in der neonatalen Entwicklung zwischen der
Behandlungs- und der Kontrollgruppe. Eine leichte Hautrétung kurz nach der Injektion von
Tyrphostin AG 490, bzw. Vehikel und eine verzogerte Fellentwicklung an der Applikations-
stelle waren in der Behandlungs- und Kontrollgruppe gleichermaRen nachweisbar.

3.2 Morphologie der unilateralen Ureterligatur

Nach mikrochirurgischer unilateraler Ureterligatur (UUO) am 2. lebenstag ent-
wickelte sich in allen ureterligierten Nieren bereits nach 24 h eine sichtbare Hydronephrose.
Die Dilatation des Nierenbeckens und des Ureters oberhalb der Ligatur nahmen in den
folgenden Lebenstagen progredient zu. Gleichzeitig kam es zu einer Abnahme des
Nierenparenchyms und der Mark-Rinden-Relation. Sammelrohre und distale Tubuli zeigten
eine zystische Dilatation. Proximale Tubuli und Glomeruli stellten sich weitgehend
unverandert dar. Die kontralaterale Niere zeigte im Verlauf eine deutliche GréRenzunahme
durch ihre kompensatorische Hypertrophie. Bei den scheinoperierten Kontrollen wurde
keine Groflenzunahme der kontralateralen Niere beobachtet.

3.3 Effekte von Tyrphostin AG 490 in der Mausniere

Um den Einfluss physiologischer Entwicklungsveranderungen auf die Ergebnisse
auszuschlieBen, wurden alle Daten mit den Messwerten scheinoperierter Nieren des
gleichen Entwicklungsstadiums und Behandlungsschemas verglichen. Die Rohdaten sind
jeweils in Klammern, bzw. in Tabellen angegeben.

3.3.1 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die Makrophagen-
infiltration

Die Makrophageninfiltration in neonatalen Mausnieren wurde mittels Anti-F4/80-
Antikorper-Farbung (Abbildung 12) ermittelt. Die Anzahl F4/80-positiver Rasterfelder ist in
Tabelle 4 und der Vergleich zwischen der Kontroll- und der Behandlungsgruppe bezogen auf
die scheinoperierte Nieren (Sham) in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 12: F4/80-Fiarbung neonataler ureterligierter Nieren (UUO) am 14. Lebenstag nach Vehikelbehandlung (A)
bzw. Tyrphostin AG 490-Behandlung (B).

Die unilaterale Ureterobstruktion (UUO) fihrte in den ureterligierten Nieren zu einer
signifikanten und progredienten Zunahme der Makrophageninfiltration, die besonders
peritubuldr nachweisbar war. Konkret stieg die Makrophageninfiltration signifikant am
3. Lebenstag, also einen Tag nach Ureterligatur, auf das 1,4-Fache (Vehikelgruppe mit
213,6 £ 18,7 versus scheinoperierte Tiere mit 147,6 + 21,2 F4/80-positiven Rasterfeldern,
p <0,05), am 7. Lebenstag auf das 1,8-Fache (297,6 £ 20,2 versus 167,6 £ 25,0) und am
14. Lebenstag auf 5,3-Fache (849,8 + 177,3 versus 157,9 £+ 8,0) im Vergleich zur schein-
operierten Kontrolle an. Auch in den kontralateralen Nieren fiihrte die Ureterligatur zu einer
Zunahme der Makrophageninfiltration, die jedoch nicht signifikant war. Die Makrophagen-
infiltration stieg am 3. Lebenstag auf das 1,3-Fache (188,8 + 30,1 versus 147,6 £ 21,2), am
7. Lebenstag auf das 1,04-Fache (175,0+ 26,4 versus 167,6 + 25,0) und am 14. Lebenstag auf
das 1,3-Fache (201,1 + 34,7 versus 157,9 + 8,0) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle
an.

Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte in den ureterligierten Nieren zu einer
Reduktion der Makrophageninfiltration, die jedoch nur am 3. Lebenstag um 30,9 % signi-
fikant reduziert war (153,9 + 15,9 versus Vehikelgruppe mit 213,6 + 18,7, p<0,05). Am
7. Lebenstag reduzierte Tyrphostin AG490 die Makrophageninfiltration um 21,4%
(291,8 £ 37,4 versus 297,6 £ 20,2) und am 14. Lebenstag um 24,3 % (696,6 + 173,2 versus
849,8 + 177,3) im Vergleich zur Vehikelgruppe. Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fihrte
auch in den kontralateralen Nieren zu einer Reduktion der Makrophageninfiltration, die
jedoch nicht signifikant war. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die Makrophagen-
infiltration am 3. Lebenstag um 11,7 % (174,0 + 22,6 versus 188,8 + 30,1), am 7. Lebenstag
um 26,2 % (161,1 + 17,8 versus 175,0+ 26,4) und am 14. Lebenstag um 32,3 % (146,3 + 27,6
versus 201,1 + 34,7) im Vergleich zur Vehikelgruppe.
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uuo 10 Sham

AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel

3. Lebenstag 1539+159 2136+18,7 1740+226 1888+30,1 1539+20,5 147,6+21,2
7. Lebenstag 291,8+374 297,6+20,2 161,1+178 1750+26,4 209,1+249 167,6+25,0
14. Lebenstag  696,6 +173,2 849,8+177,3 146,3+27,6 201,1+34,7 171,0%x9,0 1579%8,0

Tabelle 4: Analyse der Makrophageninfiltration: F4/80-positiven Rasterfelder (Mittelwert * Standardfehler), UUO ure-
terligierte Nieren, 10 kontralaterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
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Abbildung 13: Morphometrische Analyse der Infiltration F4/80-positiver Makrophagen in den ureterligierten (UUO)
und den kontralateralen (10) Nieren am 3., 7. und 14. Lebenstag nach unilateraler Ureterligatur am 2. Lebenstag,
bezogen auf die scheinoperierte Kontrolle in Vehikel-, bzw. Tyrphostin AG 490-behandelten neonatalen Mausen
(pro Gruppe n = 8), * p < 0,05.

3.3.2 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die T-Lymphozyten-
infiltration

Die Infiltration von T-Lymphozyten in neonatale Mausnieren wurde mittels Anti-CD3-
Antikorper-Farbung (Abbildung 14) ermittelt. Die Anzahl CD3-positiver Zellen ist in Tabelle 5
und der Vergleich zwischen der Kontroll- und der Behandlungsgruppe bezogen auf die
scheinoperierten Nieren (Sham) in Abbildung 15 dargestellt.
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(A) Tag 14: UUO

(B) Tag 14: UUO + AG 490

Abbildung 14: CD3-Farbung neonataler ureterligierter Nieren (UUO) am 14. Lebenstag nach Vehikelbehandlung (A)
bzw. Tyrphostin AG 490-Behandlung (B)

Die unilaterale Ureterligatur (UUO) fiihrte in den ureterligierten Nieren zu einer
progredienten Zunahme der T-Lymphozyteninfiltration. Am 3. Lebenstag zeigte sich ein
1,1-facher Anstieg der T-Lymphozyteneinwanderung (Vehikelgruppe mit 12,4 + 1,8 versus
scheinoperierte Tiere mit 11,1 + 1,0 CD3-positive T-Lymphozyten) im Vergleich zur schein-
operierten Kontrolle. Die T-Lymphozyteninfiltration nach Ureterligatur stieg dann signifikant
am 7.Llebenstag auf das 3,7-Fache (58,7 +3,0 versus 15,6 +3,0, p<0,001) und am
14. Lebenstag auf das 47,0-Fache (128,8 + 8,2 versus 23,0+ 0,4, p <0,001) im Vergleich zur
scheinoperierten Kontrolle an. Interessanterweise fiihrte die Ureterligatur ab dem 7. Lebens-
tag auch in den kontralateralen Nieren zu einer signifikanten Zunahme der T-Lymphozyten-
infiltration. Sie stieg am 7. Lebenstag signifikant auf das 1,9-Fache (30,4 +2,7 versus
15,6 £ 3,0, p<0,01) und am 14. Lebenstag signifikant auf das 1,6-Fache (36,3 £ 2,4 versus
23,0+ 0,4, p <0,001) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle an.

Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einer
signifikanten Reduktion der T-Lymphozyteninfiltration. Konkret reduzierte Tyrphostin
AG 490 die T-Lymphozyteninfiltration am 3. Lebenstag um 55,2 % (5,4 + 0,6 versus Vehikel-
gruppe mit 12,4+1,8, p<0,01), am 7. Lebenstag um 50,5 % (26,6 +5,1 versus 58,7 + 3,0,
p <0,001) und am 14. Lebenstag, also 12 Tage nach Ureterligatur, um 47,0 % (66,9 +5,6
versus 128,8+8,2, p<0,001) im Vergleich zur Vehikelgruppe. Die Behandlung mit
Tyrphostin AG 490 fiihrte nach Ureterligatur auch in den kontralateralen Nieren zu einer
Reduktion der T-Lymphozyteninfiltration, die jedoch nicht signifikant war. Konkret reduzierte
Tyrphostin AG 490 die T-Lymphozyteninfiltration am 3. Lebenstag um 30,8 % (7,0 + 1 versus
10,4 £ 2), am 7. Lebenstag um 33,0 % (21,0 + 3 versus 30,4 + 3) und am 14. Lebenstag um
15,8 % (29,9 + 2 versus 36,3 + 2) im Vergleich zur Vehikelgruppe.
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uuo 10 Sham
AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel
3. Lebenstag 54+0,6 12,4+1,8 7014 10,4 £2,0 10,8+1,6 11,1+1,0
7. Lebenstag 26,6 £5,1 58,7 + 3,0 21,0£2,9 30,4+ 2,7 16,1+ 3,7 15,6 £ 3,0

14. Lebenstag 66,9 5,6 128,8 +8,2 299+18 36,3+2,4 225+0,7 230+04

Tabelle 5: T-Lymphozyteninfiltration: CD3-positive Zellen (Mittelwert + Standardfehler), UUO ureterligierte Nieren,
10 kontralaterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
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Abbildung 15: Morphometrische Analyse der Infiltration CD3-positiver T-Lymphozyten in den ureterligierten (UUO)
und den kontralateralen (10) Nieren am 3., 7. und 14. Lebenstag nach unilateraler Ureterligatur am 2. Lebenstag,
bezogen auf die scheinoperierte Kontrolle in Vehikel-, bzw. Tyrphostin AG 490-behandelten neonatalen Mausen (pro
Gruppe n = 8), **p < 0.01 und *** p < 0,001.

3.3.3 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die renale Apoptose

Die renale Apoptose in neonatalen Mausnieren wurde mittels TUNEL-Farbung
bestimmt (Abbildung 16). Die Anzahl TUNEL-positiver Zellen ist fiir tubuldre Zellen in Tabelle
6, fur interstitielle Zellen in Tabelle 7 und fiir glomeruldre Zellen in Tabelle 8 angegeben. Den
Vergleich zwischen der Kontroll- und der Behandlungsgruppe bezogen auf die
scheinoperierten Nieren (Sham) zeigt fiir die ureterligierten Nieren Tabelle 17 und fir die
kontralateralen Nieren Tabelle 18.
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Abbildung 16: TUNEL-Farbung neonataler ureterligierter Nieren (UUO) am 14. Lebenstag nach Vehikelbehandlung (A)
bzw. Tyrphostin AG 490-Behandlung (B)

Die unilaterale Ureterligatur (UUO) fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einem
signifikanten und progredienten Anstieg der tubuldren Apoptose. Die tubuldre Apoptose
stieg am 3. Lebenstag signifikant auf das 1,3-Fache an (Vehikelgruppe mit 31,5 + 1,8 versus
scheinoperierte Tiere mit 24,8+ 1,0 TUNEL-positiven tubuldaren Zellen, p<0,01), am
7. Lebenstag signifikant auf das 3,6-Fache (122,3% 7,0 versus 34,4+ 2,8, p<0,001) und am
14. Lebenstag signifikant auf das 40,9-Fache (132,6 £3,7 versus 3,3+0,4, p<0,001) im
Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle an. Die Ureterligatur fihrte in den kontralateralen
Nieren zu folgenden Veranderungen, die jedoch nicht signifikant waren: Am 3. Lebenstag
zeigte sich ein 1,2-facher Anstieg der tubuldren Apoptose (29,9 + 2,1 versus 24,8 + 1,0), am
7. Lebenstag eine Reduktion um 13,1 % (29,9 * 3,8 versus 34,4 + 2,8) und am 14. Lebenstag

ein 1,2-facher Anstieg (4,1+0,6 versus 3,3+0,4) im Vergleich zur scheinoperierten
Kontrolle.

Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einer
signifikanten Reduktion der tubuldaren Apoptose. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die
tubuldre Apoptose signifikant am 3. Lebenstag um 30,7 % (22,6 + 1,3 versus Vehikelgruppe
mit 31,5+1,8, p<0,001), am 7.Lebenstag um 64,8% (37,3+2,2 versus 122,3+ 7,0,
p <0,001) und am 14. Lebenstag um 52,3 % (63,3 +2,7 versus 132,6 + 3,7, p<0,001) im
Vergleich zur Vehikelgruppe. Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 flihrte auch in den
kontralateralen Nieren zu einer Reduktion der tubuldren Apoptose, die jedoch nicht
signifikant war. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die tubuldre Apoptose am
3. Lebenstag um 19,0 % (25,1 + 1,9 versus 29,9 + 2,1), am 7. Lebenstag um 22,4 % (20,1 + 1,0
versus 29,9 + 3,8) und am 14. Lebenstag um 23,5 % (2,9 + 0,3 versus 4,1 + 0,6) im Vergleich
zur Vehikelgruppe.
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uuo 10 Sham

AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel

3. Lebenstag 22,6+1;3 315+1,8 251+1,9 299+21 256+1,0 248+1,0
7. Lebenstag 37,322 122,3+7,0 20,1+1,0 29,9+3,8 29,8+1)9 344+28
14. Lebenstag 63,3+27 132,6 £3,7 29+0,3 41+0,6 3,3+0,3 33+0/4

Tabelle 6: tubulire Apoptose: TUNEL positive tubuldre Zellen (Mittelwert + Standardfehler), UUO ureterligierte
Nieren, 10 kontralaterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
Die unilaterale Ureterligatur (UUO) fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einem

progredienten Anstieg der interstitiellen Apoptose. Am 3. Lebenstag stieg die interstitielle
Apoptose auf das 1,2-Fache (Vehikelgruppe mit 18,5 + 1,2 versus scheinoperierte Tiere mit
15,6 + 0,8 TUNEL-positiven interstitiellen Zellen) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle.
Die interstitielle Apoptose nahm im Verlauf signifikant zu und stieg am 7. Lebenstag auf das
2,8-Fache (43,8 + 3,9 versus 15,6 + 1,4, p < 0,001) und am 14. Lebenstag auf das 26,1-Fache
(49,1+0,6 versus 1,9+0,3, p<0,001) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle. Die
Ureterligatur fiihrte in den kontralateralen Nieren zu folgenden Verdnderungen der
interstitiellen Apoptose, die jedoch nicht signifikant waren. Sie stieg am 3. Lebenstag auf das
1,2-Fache (18,6 + 1,3 versus 15,6 + 0,8) und nahm am 7. Lebenstag bzw. am 14. Lebenstag
um 13,5 % (13,5 + 1,0 versus 15,6 + 1,4) bzw. 5,3 % (1,8 + 0,3 versus 1,9 £ 0,3) im Vergleich
zur scheinoperierten Kontrolle ab.

Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einer
signifikanten Reduktion der interstitiellen Apoptose. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490
die interstitielle Apoptose signifikant am 3. Lebenstag um 29,7% (13,3+1,3 versus
Vehikelgruppe mit 18,5+ 1,2, p<0,01), am 7.Llebenstag um 61,9% (17,1+1,5 versus
43,8 +3,9, p<0,001) und am 14.Llebenstag um 41,5% (28,8+1,5 versus 49,1+0,6,
p <0,001) im Vergleich zur Vehikelgruppe. Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte
auch in den kontralateralen Nieren zu einer Reduktion der interstitiellen Apoptose, die
jedoch nur am 3. Lebenstag um 26,1 % im Vergleich zur Vehikelgruppe signifikant war
(14,1 £ 1,2 versus Vehikelgruppe 18,6 + 1,3, p <0,05). Am 7. bzw. 14. Lebenstag reduzierte
Tyrphostin AG 490 die interstitielle Apoptose um 17,6 % (11,4 + 0,8 versus 13,5+ 1,0) bzw.
um 35,5 % (1,1 £ 0,1 versus 1,8 £ 0,3) im Vergleich zur Vehikelgruppe.

uuo 10 Sham

AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel

3. Lebenstag 13,3+1,3 185+1,2 141+1,2 18,6 £1,3 16,0+ 0,9 15,6 £0,8
7. Lebenstag 17,1+15 43,8 +3,9 11,4+0,8 135+1,0 16,0+ 0,9 156+1,4
14. Lebenstag 28,8+1,5 49,1+ 0,6 11+0,1 1,8+0,3 1,9+0,2 19+0,3

Tabelle 7: interstitielle Apoptose: TUNEL positive interstitielle Zellen (Mittelwert + Standardfehler), UUO ureter-
ligierte Nieren, 10 kontralaterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
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Die unilaterale Ureterligatur fiihrte in allen ureterligierten Nieren auch zu einem
progredienten Anstieg der glomeruldaren Apoptose. Am 3. Lebenstag zeigte sich ein
1,07-facher Anstieg der glomeruldren Apoptose (Vehikelgruppe mit 5,9 +0,4 versus
scheinoperierte Tiere mit 5,5+ 1,1 TUNEL-positiven glomeruldren Zellen) im Vergleich zur
scheinoperierten Kontrolle. Die glomeruldare Apoptose nahm im Verlauf signifikant zu und
stieg am 7. Lebenstag auf das 1,5-Fache (23,6 +2,6 versus 16,0+ 0,6, p<0,01) und am
14. Lebenstag auf das 10,9-Fache (10,9 £ 0,8 versus 1,0+ 0,3, p <0,001) im Vergleich zur
scheinoperierten Kontrolle an. Die Ureterligatur reduzierte auch in den kontralateralen
Nieren die glomeruldare Apoptose, jedoch war dies nicht signifikant. Die glomeruldre
Apoptose war am 3. Lebenstag um 1,8 % (5,4 +0,7 versus 5,5+ 1,1), am 7. Lebenstag um
12,5% (14,0+2,1 versus 16,0+0,6) und am 14. Lebenstag um 70% (0,3 +0,3 versus
1,0 £ 0,3) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle reduziert.

Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einer
signifikanten Reduktion der glomerularen Apoptose. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490
die glomeruldre Apoptose signifikant am 3. Lebenstag um 39,3% ab (4,0+0,5 versus
Vehikelgruppe mit 59+0,4, p<0,05), am 7.Llebenstag um 42,3% (11,4+1,6 versus
23,6 + 2,6, p<0,01) und am 14. Lebenstag um 46,0 % (5,9 + 0,7 versus 10,9 + 0,8, p < 0,001)
im Vergleich zur Vehikelgruppe. Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 flihrte in den
kontralateralen Nieren zu folgenden Veranderungen der glomerularen Apoptose, die jedoch
nicht signifikant waren. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die glomeruldre Apoptose am
3. Lebenstag um 31,6 % (4,1 £ 0,5 versus Vehikelgruppe mit 5,4 £ 0,7) und am 7. Lebenstag
um 31,8 % (8,0+ 1,4 versus 14,0+ 2,1) im Vergleich zur Vehikelgruppe. Am 14. Lebenstag
steigerte Tyrphostin AG 490 die glomeruldre Apoptose um 66,6 % (0,5 + 0,4 versus 0,3 £ 0,3)
im Vergleich zur Vehikelgruppe.

uuo 10 Sham
AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel
3. Lebenstag 40+0,5 59+0,4 41+05 54+0,7 6,1+0,5 55+1,1
7. Lebenstag 114+16 23,6+2,6 80x14 140+2,1 134+1,1 16,0+ 0,6
14. Lebenstag 59+0,7 10,9+0,8 05+04 0,3+0,3 1,0+£0,3 1,0+£0,3

Tabelle 8: glomeruldre Apoptose: TUNEL positive glomeruldre Zellen (Mittelwert £ Standardfehler), UUO ureter-
ligierte Nieren, 10 kontralaterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
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Abbildung 17: Morphometrische Analyse der TUNEL-positiven Zellen (tubulér/interstitiell/glomerulér) in den ureter-
ligierten Nieren am 3., 7. und 14. Lebenstag nach unilateraler Ureterligatur am 2. Lebenstag, bezogen auf die schein-
operierte Kontrolle in Vehikel-, bzw. Tyrphostin AG 490-behandelten neonatalen Mausen (pro Gruppe n=8),
*p < 0.05, **p < 0.01 und *** p < 0,001.
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Abbildung 18: Morphometrische Analyse der TUNEL-positiven Zellen (tubuldr/interstitiell/glomerulér) in den kontra-
lateralen Nieren am 3., 7. und 14. Lebenstag nach unilateraler Ureterligatur am 2. Lebenstag, bezogen auf die schein-
operierte Kontrolle in Vehikel-, bzw. Tyrphostin AG 490-behandelten neonatalen Mausen (pro Gruppe n=8),

*p < 0.05.
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3.3.4 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die renale Proliferation

Die renale Proliferation in neonatalen Mausnieren wurde mittels Ki-67-Farbung
gemessen (Abbildung 19). Die Anzahl Ki-67-positiver Zellen ist flir tubuldre Zellen in Tabelle 9
und fir interstitielle Zellen in Tabelle 10 angegeben. Den Vergleich zwischen der Kontroll-
und der Behandlungsgruppe bezogen auf die scheinoperierten Nieren (Sham) zeigt fiir die
ureterligierte Nieren Abbildung 20 und fir die kontralateralen Nieren Abbildung 19 21.
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Abbildung 19: Ki-67-Farbung neonataler ureterligierter Nieren am 14. Lebenstag nach Vehikelbehandlung (A) bzw.
Tyrphostin AG 490-Behandlung (B)

Die renale Proliferation ist neben dem Zellkompartiment auch vom Lebensalter
abhadngig. Um diese physiologische Schwankung zu beriicksichtigen, wurden alle Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit auf die scheinoperierte Kontrolle der entsprechenden Entwicklungs-
phase und Behandlungsgruppe bezogen.

Die unilaterale Ureterligatur fiihrte in den ureterligierten Nieren zu einer Reduktion
der tubularen Proliferation. Die tubuldre Proliferation war am 3. Lebenstag signifikant um
48,0 % reduziert (Vehikelgruppe mit 530,8 £+82,1 versus scheinoperierte Tiere mit
1020,9 £ 12,1 Ki-67-positiven tubuldren Zellen, p <0,001), am 7.Llebenstag um 27,7 %
(571,8 + 65,2 versus 883,1+16,1) und am 14. Lebenstag, erneut signifikant, um 66,1 %
(216,1 + 18,9 versus 636,9 + 34,9, p < 0,001) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle. In
allen kontralateralen Nieren fihrte die Ureterobstruktion zu einer signifikanten Reduktion
der tubularen Proliferation. Die tubulare Proliferation nahm am 3. Lebenstag signifikant um
59,7 % (410,8 + 88,1 versus 1020,9+ 12,1, p < 0,001), am 7. Lebenstag signifikant um 35,4 %
(519,6 + 107,7 versus 883,1+ 16,1, p <0,05) und am 14. Lebenstag signifikant um 30,0 %
(448,9 + 65,0 versus 636,9 + 34,9, p < 0,05) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle ab.

Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 flhrte in allen ureterligierten Nieren zu einem
Anstieg der tubuldren Proliferation. Tyrphostin AG 490 steigerte die tubuldre Proliferation
am 3. Lebenstag auf das 1,3-Fache (733,7 + 126,5 versus 530,8 £ 82,1) und am 7. Lebenstag
auf das 1,04-Fache (451,5 £ 69,2 versus 571,8 + 65,2) im Vergleich zur Vehikelgruppe. Am
14. Lebenstag steigerte Tyrphostin AG 490 die tubuldre Proliferation signifikant auf das
3,4-Fache (679,0 +£92,1 versus 216,1+ 19,9, p<0,001) im Vergleich zur Vehikelgruppe.
Tyrphostin AG 490 fiihrte auch in allen kontralateralen Nieren zu einem Anstieg der
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tubularen Proliferation. Konkret steigerte Tyrphostin AG 490 die tubulare Proliferation am
3. Lebenstag auf das 1,1-Fache (486,1 £ 115,2 versus Vehikelgruppe mit 410,8 + 88,1) und
am 7. Lebenstag auf das 1,01-Fache (405,5 + 60,2 versus 519,6 + 107,7) im Vergleich zur
Vehikelgruppe. Am 14. Lebenstag steigerte Tyrphostin AG 490 die tubuldre Proliferation
auch in den kontralateralen Nieren signifikant auf das 3,4-Fache (1425,3 +196,1 versus
448,9 + 65,0, p < 0,001) im Vergleich zur Vehikelgruppe.

uuo 10 Sham

AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel

3. Lebenstag  733,7+126,5 530,8+82,1 486,1+1152 410,8+88,1 1084,9+19,8 1020,9 +12,1
7. Lebenstag 451,5+69,2 571,8+65,2 4055+60,2 519,6+107,7 6728+6,3 883,1%16,1
14. Lebenstag 679,0+92,1 216,1+189 14253+196,1 448,9+650 592,665 636,9+*34,9

Tabelle 9: Histopathologische Analyse der tubuldren Proliferation (Mittelwert + Standardfehler), UUO ureterligierte
Nieren, 10 kontralaterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
Die unilaterale Ureterligatur fiihrte in den ureterligierten Nieren zu folgenden
Veranderungen der interstitiellen Proliferation. Die interstitielle Proliferation nahm am
3. Lebenstag um 46,1 % (Vehikelgruppe mit 239,7 + 34,8 versus scheinoperierte Tiere mit
4445 + 10,6 Ki-67-positiven interstitiellen Zellen, p <0,001) ab, stieg am 7. Lebenstag
signifikant auf das 3,4-Fache an (158,0+ 23,6 versus 46,3+ 1,5, p<0,001) und nahm am
14. Lebenstag um 13,9% (46,4 + 6,1 versus 53,9 +2,9) im Vergleich zur scheinoperierten
Kontrolle ab. Die unilaterale Ureterligatur fiihrte in den kontralateralen Nieren zu folgenden
Veranderungen der interstitiellen Proliferation. Die interstitielle Proliferation nahm am
3. Lebenstag um 55,2 % (199,3 +35,4 versus 444,5+10,6) ab, stieg am 7.Lebenstag
signifikant auf das 3,6-Fache (164,8+ 31,7 versus 46,3 £+ 1,5, p < 0,05) und am 14. Lebenstag
auf das 1,3-Fache (69,0 + 13,7 versus 53,9 + 2,9) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle
an.

Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einer
Reduktion der interstitiellen Proliferation. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die
interstitielle Proliferation am 3. Lebenstag um 14,8 % (215,8 + 27,0 versus Vehikelgruppe mit
239,7 £+ 34,8), am 7. Lebenstag signifikant um 84,6 % (52,3 +13,1 versus 158,0% 22,6,
p <0,001) und am 14. Lebenstag um 23,3 % (41,4 + 7,9 versus 46,4 +6,1) im Vergleich zur
Vehikelgruppe. Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte auch in allen kontralateralen
Nieren zu einer Reduktion der interstitiellen Proliferation. Konkret reduzierte Tyrphostin
AG 490 die interstitielle Proliferation am 3. Lebenstag um 28,9% (150,4 + 30,8 versus
199,3 £35,4), am 7.Lebenstag signifikant um 89,2% (38,0+6,5 versus 164,8+ 31,7,
p <0,001) und am 14. Lebenstag um 26,6 % (59,5 £ 9,2 versus 69,0 + 13,7) im Vergleich zur
Vehikelgruppe.
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uuo 10 Sham

AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel

3. Lebenstag  215,8+27,0 239,7+34,8 150,4+30,8 1993+354 4699+104 4445+10,6
7. Lebenstag 52,3+13,1 158,0+23,6 38,0+£6,5 164,8+31,7 99,3+3.3 46,3+15
14. Lebenstag 41,4+7)9 46,4 £6,1 59,5+9,2 69,0+13,7 63,037 53,9+29

Tabelle 10: Histopathologische Analyse der interstitiellen Proliferation (Mittelwert + Standardfehler), UUO ureter-
ligierte Nieren, 10 kontralaterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
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Abbildung 20: Morphometrische Analyse der Ki-67-positiven Zellen (tubulér/interstitiell) in den ureterligierten Nieren
am 3., 7. und 14. Lebenstag nach unilateraler Ureterligatur am 2. Lebenstag, bezogen auf die scheinoperierte Kontrolle
in Vehikel-, bzw. Tyrphostin AG 490-behandelten neonatalen Mausen (pro Gruppe n = 8), *** p < 0,001.
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Abbildung 21: Morphometrische Analyse der Ki-67-positiven Zellen (tubuldr/interstitiell) in den kontralateralen Nieren
am 3., 7. und 14. Lebenstag nach unilateraler Ureterligatur am 2. Lebenstag, bezogen auf die scheinoperierte Kontrolle
in Vehikel-, bzw. Tyrphostin AG 490-behandelten neonatalen Mausen (pro Gruppe n = 8), *** p < 0,001.

3.3.5 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die tubulidre Atrophie

Die tubuldre Atrophie in neonatalen Mausnieren wurde mittels PAS-Farbung ermittelt
(Abbildung 22). Die Anzahl atrophischer Tubuli ist flr proximale Tubuli in Tabelle 11 und fir
distale Tubuli in Tabelle 12 angegeben. Einen Vergleich zwischen der Kontroll- und der
Behandlungsgruppe in ureterligierten Nieren zeigt Abbildung 23 und in kontralateralen
Nieren Abbildung 24. In dieser Analyse konnten die Werte nicht auf die scheinoperierte
Kontrolle bezogen werden und werden deshalb als Mittelwerte angegeben.
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Abbildung 22: PAS-Farbung neonataler ureterligierter Nieren am 14. Lebenstag nach Vehikelbehandlung (A) bzw.
Tyrphostin AG 490-Behandlung (B).
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Die unilaterale Ureterligatur flhrte in allen ureterligierten Nieren zu einem progre-
dienten Anstieg der tubuldren Atrophie proximaler Tubuli. Am 3. Lebenstag betrug die
tubuldre Atrophie proximaler Tubuli in der Vehikelgruppe 0,3 £0,3 versus der schein-
operierten Kontrolle mit 0,0+ 0,0. Am 7.und 14. Lebenstag zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der tubuldren Atrophie proximaler Tubuli (17,2 + 1,6 versus 0,0 + 0,0; bzw. 54,0 + 4,8
versus 0,1+ 0,1, 540 %, jeweils p <0,001) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle. Die
Ureterligatur fluhrte auch in den kontralateralen Nieren zu einem Anstieg der tubuldren
Atrophie proximaler Tubuli von 0,0+0,0 am 3.und 7.Lebenstag auf das 6-Fache am
14. Lebenstag (0,6 £ 0,3 versus 0,1 £ 0,1) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle. Dieser
Anstieg war jedoch nicht signifikant.

Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einer
Reduktion der tubuldren Atrophie proximaler Tubuli. Diese war jedoch nicht signifikant.
Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die tubuldre Atrophie proximaler Tubuli am
3. Lebenstag um 100,0 % (0,0 = 0,0 versus Vehikelgruppe mit 0,3 £ 0,3), am 7. Lebenstag um
35,5% (12,3+2,1 versus 17,2+ 1,6) und am 14. Lebenstag um 1,2% (53,4 + 4,8 versus
54,0 +5,2) im Vergleich zur Vehikelgruppe. In den kontralateralen Nieren reduzierte
Tyrphostin AG 490 die tubuldre Atrophie proximaler Tubuli am 14. Lebenstag um 83,3 %
(0,1 +0,1 versus 0,6 +0,3) im Vergleich zur Vehikelgruppe. Auch dieses Ergebnis war nicht
signifikant. Am 3.und 7. Llebenstag fiuhrte Tyrphostin AG 490 mit jeweils 0,010,0
atrophischen proximalen Tubuli zu keinem Unterschied der tubularen Atrophie proximaler
Tubuli zwischen Behandlungs- und Vehikelgruppe.

uuo 10 Sham
AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel
3. Lebenstag 0,0+0,0 0,3+0,3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
7. Lebenstag 123+21 17,2+1,6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
14. Lebenstag 53,4+4,8 54,0+5,2 0,1+0,1 0,6+0,3 0,1+0,1 0,1+0,1

Tabelle 11: tubuldre Atrophie proximaler Tubuli (Mittelwert + Standardfehler), UUO ureterligierte Nieren, 10 kontra-
laterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
Die unilaterale Ureterligatur fihrte in den ureterligierten Nieren aullerdem zu einem
Anstieg der tubuldren Atrophie distaler Tubuli nach dem 3. Lebenstag. Die tubuldre Atrophie
distaler Tubuli stieg signifikant am 7. Lebenstag auf 9,4 + 3 versus 0,0 + 0 atrophische distale
Tubuli (p < 0,001) und am 14. Lebenstag auf das 54-Fache (5,4 + 1 versus 0,1 £ 0, p < 0,05) im
Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle an. Die unilaterale Ureterligatur fiihrte in den
kontralateralen Nieren zu einer Reduktion der tubuldaren Atrophie distaler Tubuli am
14. Lebenstag (0,0 £ 0,0 versus 0,1 £ 0,1) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle. Diese
war jedoch nicht signifikant. Am 3.und 7. Llebenstag zeigte sich mit jeweils 0,0+0,0
atrophischen distalen Tubuli kein Unterschied der tubuldren Atrophie distaler Tubuli
zwischen Vehikel- und scheinoperierter Kontrollgruppe.
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Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 flhrte in den ureterligierten Nieren zu
folgenden, jedoch nicht signifikanten Veranderungen der tubuldren Atrophie distaler Tubuli.
Tyrphostin AG 490 bewirkte am 3. Lebenstag mit jeweils 0,0 + 0 atrophischen distalen Tubuli
in Behandlungs- und Vehikelgruppe keine Veranderung der tubuldren Atrophie distaler
Tubuli. Dann steigerte Tyrphostin AG 490 die tubuldre Atrophie distaler Tubuli am 7. Lebens-
tag auf das 1,3-Fache (12,3 +6 versus 9,4 + 3) und reduzierte sie am 14. Lebenstag um
14,0 % (4,6 £ 1 versus 5,4 = 1) im Vergleich zur Vehikelgruppe. In den kontralateralen Nieren
reduzierte Tyrphostin AG 490 die tubuldre Atrophie distaler Tubuli am 14. Lebenstag um
100 % (0,0 £ 0,0 versus 0,1 + 0,1) im Vergleich zur Vehikelgruppe. Dieses Ergebnis war jedoch
nicht signifikant. Am 3. und 7. Lebenstag fiihrte die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 mit
jeweils 0,0 + 0,0 atrophischen distalen Tubuli zu keinem Unterschied der tubuldren Atrophie
distaler Tubuli zwischen Behandlungs- und Vehikelgruppe.

uuo 10 Sham
AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel
3. Lebenstag 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
7. Lebenstag 12,3+6,0 94+28 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
14. Lebenstag 46+14 54+14 0,0£0,0 0,0£0,0 0,1+0,1 0,1+0,1

Tabelle 12: tubuldre Atrophie distaler Tubuli (Mittelwert + Standardfehler), UUO ureterligierte Nieren, 10 kontra-
laterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
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Abbildung 23: Morphometrische Analyse atrophischer proximaler und distaler Tubuli in ureterligierten Nieren am 3.,
7. und 14. Lebenstag nach unilateraler Ureterligatur am 2. Lebenstag, in Vehikel-, bzw. Tyrphostin AG 490-behan-
delten neonatalen Mausen (pro Gruppe n =8).
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Abbildung 24: Morphometrische Analyse atrophischer proximaler und distaler Tubuli in den kontralateralen Nieren
am 3., 7. Und 14. Lebenstag nach unilateraler Ureterligatur am 2. Lebenstag, in Vehikel-, bzw. Tyrphostin AG 490-
behandelten neonatalen Mausen (pro Gruppe n = 8).

3.3.6 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die interstitielle Fibrose

Die interstitielle Fibrose wurde in neonatalen Mausnieren mittels a-SMA-Antikorper-
farbung fur aktivierte Myofibroblasten und Masson-Trichrome-Farbung fir Kollagen ermit-
telt (Abbildung 25 und Abbildung 27). Die Anzahl a-SMA-positiven Felder ist in Tabelle 13
angegeben. Den Vergleich zwischen der Kontroll- und der Behandlungsgruppe zeigt
Abbildung 26. Die Anzahl Kollagen-positiver Felder ist in Tabelle 14 angegeben. Den
Vergleich zwischen der Kontroll- und der Behandlungsgruppe bezogen auf die schein-
operierte Nieren (Sham) zeigt Abbildung 28. Ein quantitativer Vergleich beider Farbungen ist
wegen der unterschiedlichen RastergrofRe nicht moglich.

Y L\ .;.__'Q_ o i AT
(A) Tag 14: UUO
Abbildung 25: aSMA-Farbung neonataler ureterligierter Nieren am 14. Lebenstag nach Vehikelbehandlung (A) bzw.
Tyrphostin AG 490-Behandlung (B).
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Die unilaterale Ureterligatur fuhrte in allen ureterligierten Nieren zu einem signi-
fikanten und progredienten Anstieg der aktivierten Myofibroblasten. Die aktivierten Myo-
fibroblasten traten besonders peritubuldr und an den Grenzen von Mark zu Rinde und Mark
zu Nierenbecken auf. Die aktivierten Myofibroblasten stiegen signifikant am 3. Lebenstag auf
das 1,2-Fache (Vehikelgruppe mit 441,9 + 21,2 versus scheinoperierte Tiere mit 360,6 *+ 4,3
o-SMA-positiven Feldern, p < 0,05), am 7. Lebenstag auf das 2,1-Fache (1321,8 + 26,5 versus
622,4+13,1,p<0,001) und am 14. Lebenstag auf das 5,3-Fache (1657,3 +38,9 versus
310,0 + 26,3, p < 0,001) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle an. Die Ureterligatur
flhrte interessanterweise auch in allen kontralateralen Nieren zu einem signifikanten und
progredienten Anstieg der aktivierten Myofibroblasten. Konkret stiegen die aktivierten
Myofibroblasten signifikant am 3. lebenstag auf das 1,1-Fache (386,9+8,2 versus
360,6 + 4,3, p<0,05), am 7. Lebenstag auf das 1,5-Fache (951,6 + 64,4 versus 622,4 + 13,1,
p <0,001) und am 14. Lebenstag auf das 3,4-Fache (1052,0+ 84,9 versus 310,0 £ 26,3,
p <0,001) im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle an.

Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einer
signifikanten Reduktion der aktivierten Myofibroblasten. Konkret reduzierte Tyrphostin
AG 490 die aktivierten Myofibroblasten signifikant am 3. Lebenstag um 14,6 % (390,5 +7,8
versus Vehikelgruppe mit 441,9 + 21,2, p <0,05), am 7. Lebenstag um 51,9 % (682,4 + 68,1
versus 1321,8+ 26,5, p<0,001) und am 14. Lebenstag um 46,0 % (1272,4 + 75,6 versus
1657,3 £ 38,9, p<0,001) im Vergleich zur Vehikelgruppe. Die Behandlung mit Tyrphostin
AG 490 flihrte auch in allen kontralateralen Nieren zu einer signifikanten Reduktion der
aktivierten Myofibroblasten. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die aktivierten Myofibro-
blasten signifikant am 3. Lebenstag um 10,5 % (356,8 +9 versus 387,9+8, p<0,05), am
7. Lebenstag um 44,4 % (565,3 + 33 versus 951,6 + 64, p <0,05) und am 14. Lebenstag um
49,9 % (747,3 £ 75 versus 1052,0 * 85, p < 0,05) im Vergleich zur Vehikelgruppe.

uuo 10 Sham

AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel

3. Lebenstag 3905+7,8 4419+21,2 356,8 +9,5 386,9+82 3715+6,5 360,6+4,3
7.Lebenstag 682,4+68,1 1321,8+26,5 5653+33,0 951,6+64,4 666,3+123 6224131
14. Lebenstag 1272,4 +75,6 1657,3+38,9 747,3+753 1052,0+84,9 440,0+357 310,0+26,3

Tabelle 13: interstitielle Fibrose: a-SMA-positive Felder nach a-SMA-Farbung (Mittelwert + Standardfehler), UUO ure-
terligierte Nieren, 10 kontralaterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
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Abbildung 26: Morphometrische Analyse der aSMA-positiven Felder in den ureterligierten (UUO) und den kontra-
lateralen (10) Nieren am 3., 7. und 14. Lebenstag nach unilateraler Ureterligatur am 2. Lebenstag, bezogen auf die
scheinoperierte Kontrolle in Vehikel-, bzw. Tyrphostin AG 490-behandelten neonatalen Mausen (pro Gruppe n = 8),
* p <0,05, *** p < 0,001.

Abbildung 27: Masson-Trichrome-Farbung neonataler ureterligierter Nieren am 14. Lebenstag nach Vehikelbe-
handlung (A), bzw. Tyrphostin AG 490-Behandlung (B).

Die unilaterale Ureterligatur fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einem
signifikanten und progredienten Anstieg der Kollagenablagerung. Konkret stieg die
Kollagenablagerung signifikant am 3. Lebenstag auf das 3,4-Fache (Vehikelgruppe mit
37,8 + 3,3 versus scheinoperierte Tiere mit 11,3 + 1,5 Kollagen-positiven Feldern, p < 0,001),
am 7.Lebenstag auf das 21,0-Fache (136,9 +23,2 versus 6,5+2,5, p<0,001) und am
14. Lebenstag auf das 160,4-Fache (280,6 + 41,9 versus 1,8 + 0,03, p <0,001) im Vergleich
zur scheinoperierten Kontrolle an. In den kontralateralen Nieren fiihrte die Ureterligatur zu
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folgenden Veranderungen der Kollagenablagerung. Am 3. Lebenstag zeigte sich eine
Reduktion der Kollagenablagerung um 19,5 % (9,1 £ 0,5 versus 11,3 £ 1,5) im Vergleich zur
scheinoperierten Kontrolle. Danach stieg die Kollagenablagerung signifikant am 7. Lebenstag
auf das 2,2-Fache (14,0+5,5 versus 6,5+2,5, p<0,001) und am 14. Lebenstag auf das
20,0-Fache (36,0+4,8 versus 1,8+0,3, p<0,001) im Vergleich zur scheinoperierten
Kontrolle an.

Die Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fiihrte in allen ureterligierten Nieren zu einer
Reduktion der Kollagenablagerung. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die Kollagen-
ablagerung am 3. Lebenstag um 26,2 % (25,4 + 3,8 versus Vehikelgruppe mit 37,8 £ 3,3), am
7. Lebenstag um 33,9 % (87,0 + 13,7 versus 136,9 + 23,2) und am 14. Lebenstag signifikant
um 72,3 % (88,9 + 8,9 versus 280,6 +41,9, p<0,001) im Vergleich zur Vehikelgruppe. Die
Behandlung mit Tyrphostin AG 490 fihrte auch in allen kontralateralen Nieren zu einer
Reduktion der Kollagenablagerung. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die Kollagenab-
lagerung am 3. Lebenstag um 1,1 % (9,3 +1,3 versus 9,1+0,5), am 7. Lebenstag um 1,3 %
(14,6 £ 6,8 versus 14,0 £ 5,5) und am 14. Lebenstag signifikant um 68,3 % (12,6 + 2,6 versus
36,0 £ 4,8, p <0,001) im Vergleich zur Vehikelgruppe.

uuo 10 Sham
AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel AG 490 Vehikel
3. Lebenstag 254+3,8 37,8+3,3 9,3+13 9,1+0,5 10,3+15 113+15
7. Lebenstag 87,0+13,7 136,9+23.2 14,6 +6,8 14,0+£55 63+19 65+25
14. Lebenstag 88,9+89 280,6+419 12,6 £2,6 36,0+4,8 20+0,3 1,8+0,3

Tabelle 14: interstitielle Fibrose: Kollagen-pos. Felder nach Masson-Trichrome Farbung (Mittelwert + Standardfehler),
UUO ureterligierte Nieren, 10 kontralaterale Nieren, Sham scheinoperierte Kontrolle
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Abbildung 28: Morphometrische Analyse der Masson-Trichrome-positiven Felder in den ureterligierten (UUO) und
den kontralateralen (10) Nieren am 3., 7. und 14. Lebenstag nach unilateraler Ureterligatur am 2. Lebenstag, bezogen
auf die scheinoperierte Kontrolle in Vehikel-, bzw. Tyrphostin AG 490-behandelten neonatalen M&usen (pro Gruppe
n = 8), *** p < 0.001.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung einer STAT3-Blockade durch
Tyrphostin AG 490 im neonatalen Mausmodell der obstruktiven Uropathie untersucht. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 sowohl die
Leukozyteninfiltration als auch die tubulointerstitielle Schadigung nach unilateraler
Ureterligatur in neonatalen Mausen erfolgreich reduziert. Im Folgenden werden die
Ergebnisse vor dem Hintergrund bereits publizierter Daten erldautert und diskutiert.

4.1 Reduktion der Leukozyteninfiltration durch
Tyrphostin AG 490

Nach unilateraler Ureterligatur (UUQ) in neonatalen Mausen am 2. Lebenstag kommt
es zu einer ausgepragten Infiltration der obstruierten Niere mit Makrophagen. Diese
Entziindungszellen sind bereits einen Tag nach OP nachweisbar und ihre Anzahl nimmt bis
zum 14. Lebenstag progredient zu. So war in der vorliegenden Arbeit bereits 24 h nach
Ureterligatur eine 1,4-fach hohere Anzahl infiltrierender Makrophagen in der neonatalen
Niere nachweisbar, die bis zum 14. Lebenstag auf das mehr als 5-Fache im Vergleich zur
scheinoperierten Kontrolle anstieg. Im Vergleich dazu kommen Makrophagen in der
neonatalen Niere physiologischerweise nur vereinzelt vor [72]. Dieses Ergebnis der
progredienten Makrophageninfiltration nach UUO bestatigt bisherige Daten unserer und
anderer Arbeitsgruppen [27, 73]. Auch in adulten Mausnieren ist nach Ureterligatur eine
signifikante Zunahme der Makrophageninfiltration nachweisbar [35, 74, 75]. Makrophagen
konnten auBerdem erneut als der dominierende Zelltyp des UUO-induzierten
Leukozyteninfiltrats nachgewiesen werden. Funktionell wirken Makrophagen nach Ureter-
ligatur pro-inflammatorisch durch die Sekretion von Zytokinen TNF-a, IL-6, CCL2
(CC-Chemokin Ligand 2), CXCL9 (CXC-Chemokine Ligand 9) und zytotoxischen Substanzen
[72, 76]. Sie phagozytieren apoptotische Zellreste und induzieren tubuldre Apoptose [27].
Makrophagen férdern die Proliferation von interstitiellen Fibroblasten sowie die Produktion
extrazellularer Matrix und wirken damit auch pro-fibrotisch [27]. So korreliert das Ausmal}
der interstitiellen Makrophageninfiltration nach neonataler Ureterligatur mit dem Schwere-
grad der interstitiellen Fibrose [77, 78]. Dementsprechend konnte eine systemische Makro-
phagendepletion, bzw. die Blockade von Adhasionsmolekiilen oder Chemokinrezeptoren,
sowohl die interstitielle Makrophageninfiltration als auch die interstitielle Fibrose nach
Ureterligatur erfolgreich reduzieren [79-82].

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die STAT3-Blockade
durch Tyrphostin AG 490 in den ureterligierten Nieren neonataler Mause zu einer
transienten Reduktion der Makrophageninfiltration flihrt. Dieser Effekt konnte 24 h nach
Ureterligatur mit einer Reduktion der Makrophagenanzahl um 30,9 % erreicht werden. Im
weiteren Verlauf blieb die Makrophageninfiltration unter STAT3-Blockade zwar reduziert,
war aber im Vergleich zur Vehikelgruppe nicht mehr signifikant vermindert. Wie lasst sich die
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Leukozytenreduktion durch die STAT3-Blockade erklaren? Der Transkriptionsfaktor STAT3
reguliert unter anderem verschiedene Mediatoren der Zelladhasion wie Twist-1 und ICAM-1
(intercellular adhesion molecule 1) [36]. Diese Adhasionsmolekiile vermitteln die Infiltration
von Makrophagen und T-Lymphozyten. Nach Ureterligatur ist eine vermehrte Expression von
ICAM-1 in der obstruierten Niere nachweisbar. Pang et al. konnten in adulten M&usen
zeigen, dass die STAT3-Bockade die ICAM-1-Expression reduziert [35]. Darliber hinaus
reduziert die Blockade von ICAM-1 durch Antisense-Oligonukleotide in ureterligierten Nieren
die Makrophageninfiltration [80]. Entsprechend bewirkte auch die Blockade von Selektinen
und verschiedenen anderen Adhdsionsmolekilen eine Reduktion der renalen Makrophagen-
anzahl nach Ureterligatur. Dies ist auch in neonatalen Mausen fiir einen Antagonisten des
Chemokinreceptor-1 gezeigt worden [27]. Zudem zeigen neonatale Selektin-Knockout Mause
ebenso wie neonatale ICAM-1- und RAGE-Knockout-Méause (Receptor for Advanced Glyca-
tion Endproducts) eine Reduktion der Makrophageninfiltration nach Ureterligatur. Auch in
adulten Osteopontin-Knockout-Mdusen mit UUO konnte eine Makrophagenreduktion
gezeigt werden [81, 82]. Daher basiert die kurzzeitige Reduktion der Makrophagen-
infiltration im neonatalen Mausmodell durch Tyrphostin AG 490 wahrscheinlich auf einer
reduzierten Expression von Adhdsionsmolekiilen. Auch in anderen renalen Krankheits-
modellen konnte die STAT3-Blockade eine Reduktion der Makrophageninfiltration bewirken.
Far Tyrphostin AG 490 konnte diese Reduktion im Tiermodell der Adriamycin-induzierten
Nephropathie, der renalen Ischamie-Reperfusion und der Lupusnephritis gezeigt werden.
Dabei reduzierte Tyrphostin AG 490 auch die Expression von Adhasionsmolekiilen wie
ICAM-1 oder CCL2 [70, 83, 84]. Vergleichbar dazu zeigen Knockdown-Mause mit einer
maximal 25-prozentigen STAT3-Aktivitdit im Rahmen des Streptozotocin-induzierten
Diabetes eine signifikant reduzierte Makrophageninfiltration im Vergleich zu Wildtypmausen
[85]. Der STAT3-Knockdown reduziert auch die Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-1
und CCL2. Entsprechend reduzierte auch die STAT3-Blockade durch ein SOCS1-dhnliches
Peptid im Modell des Streptozotocin-induzierten Diabetes die Infiltration von Makrophagen
sowie die Expression pro-inflammatorischer Zytokine [86]. Damit scheint die STAT3-
abhdngige Hochregulation von Adhdsionsmolekiilen und die konsekutive Makrophagen-
infiltration eine Gemeinsamkeit vieler renaler Erkrankungen zu sein.

Zusatzlich sind moglicherweise auch Faktoren der Angiogenese an der Makrophagen-
infiltration beteiligt. Zwei entsprechende Effektoren der STAT3-Signalkaskade sind HIFla
(Hypoxie induzierter Faktor) und VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Der Knock-
down von HIFla in renalen Tubuluszellen reduzierte die Makrophageninfiltration in adulte
Rattennieren signifikant um 60 % 8 Tage nach Ureterligatur, wahrend die Gabe von VEGF in
neonatalen Ratten die Makrophageninfiltration am 7. Lebenstag auf das 1,5-Fache steigerte
[87, 88]. Diese pro-inflammatorische Wirkung von VEGF wird (iberwiegend auf eine gestorte
Mikroarchitektur der neugebildeten GefaRe zurlickgefihrt [89]. Damit konnte die STAT3-
Blockade durch Tyrphostin AG 490 die Makrophageninfiltration auch liber eine verminderte
Expression der angiogenesefordernden Faktoren HIF1a und VEGF reduzieren.
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Ein anderer STAT3-Inhibitor, Mefunidone, reduzierte die Makrophagen- und Mono-
zyteninfiltration in adulten Ratten 3, 7 und 14 Tage nach Ureterligatur um bis zu 60 % [75].
Ein direkter Vergleich mit unseren Ergebnissen ist aufgrund von Unterschieden bezlglich der
Nachweismethode und des Lebensalters der Versuchstiere nicht moglich. Jedoch zeigt diese
deutliche Reduktion die enorme Bedeutung von STAT3 fiir die Infiltration von Makrophagen.

Methodisch ist anzumerken, dass der Oberflachenmarker F4/80 fir den Nachweis von
Makrophagen zwar etabliert ist, andererseits aber auch nur bedingt selektiv und unzu-
reichend sensitiv ist. F4/80 wird von verschiedenen Makrophagen-Subpopulationen, die im
renalen Interstitium nebeneinander vorkommen, unterschiedlich stark exprimiert [76, 79,
90]. Dies konnte die ermittelte Anzahl renaler Makrophagen verzerren und signifikante
Unterschiede verschleiern. Um eine ausreichende Sensitivitat und Selektivitat zu erreichen,
erscheint deshalb die Verwendung zusatzlicher Makrophagen-Marker als sinnvoll [90]. Ein
vielversprechender Marker kdnnte Galectin-3 sein. Galectin-3 wird nach UUO von Makro-
phagen vermehrt sezerniert; es aktiviert Myofibroblasten und induziert renale Fibrose [91].
Deshalb kdnnte eine Galectin-3-Farbung besonders pathophysiologisch relevante Makro-
phagen-Subpopulationen erfassen.

Neben Makrophagen infiltrieren nach einer unilateralen Ureterligatur auch
T-Lymphozyten die neonatale Mausniere. Die Anzahl der T-Lymphozyten stieg in der
vorliegenden Arbeit am 7. Lebenstag auf das ca. 4-Fache und am 14. Lebenstag auf das ca.
50-Fache an. Interessanterweise fihrte die Ureterligatur ab dem 7. Lebenstag auch in den
kontralateralen Nieren zu einer signifikanten Zunahme der T-Lymphozyteninfiltration.
Konkret nahm die T-Zellinfiltration in diesen Nieren am 7. Lebenstag auf das ca. 2-Fache und
am 14. Lebenstag auf das 1,6-Fache im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle zu. Dies
bestatigt die bisherigen Daten unserer Arbeitsgruppe zu neonatalen Mdusen sowie die
Daten zu adulten Méausen mit Ureterligatur [27, 75]. Mit der vorliegenden Arbeit konnte
erstmals gezeigt werden, dass die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 in den ureter-
ligierten Nieren neonataler Mause zu einer signifikanten T-Zellreduktion fihrt. Konkret
reduzierte Tyrphostin AG 490 die Anzahl infiltrierender T-Lymphozyten zu allen Unter-
suchungszeitpunkten um bis zu 55 %. Diese Daten bestéatigen die Ergebnisse von Liu et al.,
die in adulten Ratten zeigen konnten, dass der STAT3-Inhibitor Mefunidone die renale
T-Lymphozyteninfiltration 3, 7 und 14 Tage nach Ureterligatur in adulten Tieren ebenfalls um
ca. 50 % reduziert [75]. Wie lasst sich dieser Effekt der STAT3-Blockade erklaren? Die Rekru-
tierung von T-Lymphozyten aus dem BlutgefalRsystem verlauft vergleichbar zur Rekrutierung
von Makrophagen und folgt einer Kaskade von hochregulierten Chemokinen und Adhasions-
molekiilen. Die erfolgreiche Reduktion der T-Lymphozyteninfiltration durch Tyrphostin
AG 490 basiert damit wahrscheinlich auch auf einer reduzierten Expression verschiedener
Chemokine und Adhdsionsmolekiile. So konnte in Krankheitsmodellen wie der Adriamycin-
induzierten Nephropathie und der Lupusnephritis eine aufgrund der STAT3-Blockade durch
Tyrphostin AG 490 reduzierte T-Lymphozyteninfiltration gezeigt werden, die im zweiten Fall
auch von einer reduzierten Expression des Adhasionsmolekiils CCL-2 begleitet war [84].
Ebenfalls reduzierte die STAT3-Blockade im Modell des Streptozotocin-induzierten Diabetes
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die Infiltration von T-Lymphozyten [86]. Ebenso wurde der Effekt einer STAT3-Blockade im
Modell der Cyclosporin-induzierten Nephropathie und der Ischamie-Reperfusion untersucht.
Dabei reduzierte Tyrphostin AG 490 die Infiltration von T-Zellen und Makrophagen
signifikant [92].

Um die Bedeutung der T-Lymphozyteninfiltration fir die Pathophysiologie der
obstruktiven Uropathie zu klaren, wurden bereits vor vielen Jahren Ureterligaturen in
adulten SCID-Mdausen (Severe Combined Immunodeficiency) durchgefiihrt [93]. Diese
genetisch veranderten Mause weisen eine schwere Bildungs- und Reifungsstérung der
B- und T-Lymphozyten auf. Da in der peripheren Blutbahn keine reifen Lymphozyten
vorhanden sind, fehlt den SCID-Mausen auch die Lymphozytenfunktion. Nach Ureterligatur
war im Nierenparenchym der SCID-Mause im Vergleich zu Wildtypmausen keine
T-Lymphozyteninfiltration nachweisbar. Jedoch waren die tubulointerstitielle Entziindung,
die tubuldre Apoptose und die interstitielle Fibrose nahezu identisch ausgepragt [93]. Damit
konnte nachgewiesen werden, dass T-Lymphozyten keinen wesentlichen Einfluss auf die
Pathophysiologie der unilateralen Ureterligatur haben. Die Makrophageninfiltration war
dagegen in SCID-Mausen vergleichbar zu den Wildtypmausen ausgepragt [93]. Dies weist
einerseits auf eine unabhangige renale Infiltration dieser beiden Leukozytenpopulationen
und andererseits auf die zentrale Bedeutung der Makrophagen nach Ureterligatur hin.

Neben Makrophagen und T-Lymphozyten wandern nach neonataler Ureterligatur in
geringem Umfang auch neutrophile Granulozyten in die Niere ein. In der vorliegenden Arbeit
wurde dieser Zelltyp nicht untersucht. Untersuchungen an adulten Mausen zeigen jedoch,
dass die STAT3-Blockade durch S31-201 auch neutrophile Granulozyten reduziert [35].

Zusammenfassend reduzierte die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 im
neonatalen Mausmodell der obstruktiven Uropathie die renale Infiltration von Makrophagen
und T-Lymphozyten. Beides entspricht den Ergebnissen, die mit weiteren STAT3-Inhibitoren
im adulten UUO-Modell erzielt wurden. Da besonders Makrophagen die tubulointerstitielle
Inflammation nach UUO vermitteln und im Sinne eines Circulus vitiosus aufrechterhalten, ist
ihre Reduktion durch Tyrphostin AG 490 von groRer Relevanz.

4.2 Reduktion der renalen Apoptose durch
Tyrphostin AG 490

Als Folge der Ureterligatur kommt es in den neonatalen Mausnieren zu einer
deutlichen Zunahme der tubuldren Apoptose und einer Abnahme der tubuladrer Proliferation
[27, 94]. Damit stort die Ureterligatur in neonatalen Nieren nicht nur das physiologische
Verhaltnis zwischen Apoptose und Proliferation, sondern beschrankt auch das Entwicklungs-
potenzial der sich noch entwickelnden Niere.

Entsprechend fihrte die Ureterligatur am 2. Lebenstag auch in der vorliegenden
Arbeit zu einer signifikanten Zunahme der tubuldaren Apoptose in der neonatalen Mausniere.
Konkret stieg die Anzahl apoptotischer Tubuluszellen in den ureterligierten Nieren am
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3. Lebenstag auf das 1,3-Fache und bis zum 14. Lebenstag weiter auf das liber 40-Fache an.
Dieser progrediente Anstieg setzte sich nach neonataler Ureterligatur bis zum ca. 21. Le-
benstag fort [73]. Die tubuldre Apoptose war dabei starker ausgepragt als in adulten Nieren
[27, 95, 96]. Die segmentspezifischen Ausloser der tubuldaren Apoptose nach Ureterligatur
sind die tubulare Dilatation, die Hypoxie, der oxidative Stress und die Freisetzung von
Zytokinen [27, 97]. Entsprechend tritt die tubuldare Apoptose nach UUO initial in den
dilatierten Sammelrohren und im Verlauf in allen Tubulusabschnitten auf [96]. Sie ist im
distalen Tubulus immer ausgepradgter als im proximalen. Pro-apoptotische Zytokine wie
Angiotensin I, p53, TNFa, TGF-B1 und Signaltransduktoren wie c-Jun werden nach Ureter-
ligatur hochreguliert oder vermehrt aktiviert [96]. Insgesamt fuhrt die ausgepragte tubulare
Apoptose nach Ureterligatur zu tubuldrer Atrophie und einem Nephronverlust [21].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die STAT3-Blockade durch
Tyrphostin AG 490 die tubuldre Apoptose in neonatalen Nieren signifikant reduziert. Konkret
reduzierte Tyrphostin AG 490 die tubuldre Apoptose am 3. Lebenstag um ca.30%, am
7. Lebenstag um ca. 65 % und am 14. Lebenstag um Uber 50 % im Vergleich zur Vehikel-
gruppe. Wie lasst sich diese anti-apoptotische Wirkung der STAT3-Blockade erklaren? Der
Transkriptionsfaktor STAT3 reguliert unter anderem die pro-apoptotischen Faktoren TNF-a,
TGF-B, c-Jun und Fas, sowie die Uberlebensférdernden Proteine Bcl-2 (B-cell lymphoma
protein 2) und Survivin [32, 33, 45]. TNF-a und TGF-B erhéhen wiederum selbst die STAT3-
Aktivitat, was ihre pro-apoptotische Wirkung verstarkt [33, 36]. Nach Ureterligatur werden
TNF-a, TGF-B1 und c-Jun vermehrt exprimiert und aktiviert und kdnnen so die Apoptose
renaler Zellen induzieren [96]. Ein weiterer Mechanismus, der die Apoptose tubularer Zellen
beeinflusst, ist die Autophagie [98]. Die Autophagie beschreibt den lysosomalen Abbau
geschadigten Zellmaterials, der dem Zelliberleben dient [99, 100]. Nach Ureterligatur tritt
die Autophagie in proximalen Tubuluszellen neben apoptotischen Zellen auf [99]. Eine
Hemmung der Autophagie resultiert in einer vermehrten Apoptose tubulidrer Zellen und
einer gesteigerten interstitiellen Fibrose [100, 101]. STAT3 moduliert und inhibiert nach
aktuellem Wissen den Prozess der Autophagie [102]. Méoglicherweise fiihrt die
STAT3-Blockade deshalb auch durch eine gesteigerte Autophagie zu ihrem anti-
apoptotischen Effekt.

Zusammengefasst beruht die anti-apoptotische Wirkung der STAT3-Blockade durch
Tyrphostin AG 490 im neonatalen Mausmodell der obstruktiven Uropathie deshalb wahr-
scheinlich auf zwei Saulen. Zum einen kdnnte Tyrphostin AG 490 den Einfluss der pro-
apoptotischen Faktoren reduzieren und andererseits Giberlebensfordernde Faktoren wie z.B.
die Autophagie unterstiitzen. In Ubereinstimmung mit unseren Daten reduzierte die STAT3-
Blockade bereits in anderen Krankheitsmodellen wie der renalen Ischamie-Reperfusion oder
der Cyclosporin-induzierten Nephropathie die tubuldre Apoptose. In diesen Modellen fiihrte
z.B. oxidativer Stress lber die JAK2/STAT3-Signalkaskade zu einer reduzierten Expression
anti-apoptotischer Proteine wie Bcl2 [70, 92]. Die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490
milderte die verminderte Expression dieser anti-apoptotischen Proteine ab und hemmte
aulerdem die Aktivierung der apoptoseassoziierten Caspasen [92, 103]. Zusatzlich
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reduzierte Tyrphostin AG 490 in humanen proximalen Tubuluszellen die durch ATP-
Depletion induzierte Apoptose [57]. Die duale anti-apoptotische Wirkung von Tyrphostin
AG 490, die einerseits durch die Hemmung pro-apoptotischer Proteine und andererseits
durch die Unterstlitzung Uberlebensférdernder Faktoren hervorgerufen wird, ist deshalb
auch im Tiermodell der obstruktiven Uropathie der wahrscheinliche Wirkmechanismus.

Im Gegensatz zu der erfolgreichen Reduktion der tubuldren Apoptose durch
Tyrphostin AG 490 in neonatalen Nieren fihrte die STAT3-Blockade durch S31-201 in adulten
Mausen mit Ureterligatur zu keiner Apoptose-Reduktion [35]. Interessanterweise sind
beziglich der tubularen Apoptose einige Unterschiede zwischen neonatalen und adulten
Nieren bekannt. In neonatalen Nieren tritt die tubuldre Apoptose spater, dann aber deutlich
ausgepragter auf [94]. Die Ursache dafiir ist bislang unklar. Moéglicherweise sind die neona-
talen Tubuluszellen aufgrund ihrer metabolischen Unreife initial weniger empfindlich gegen-
Uber der UUO-induzierten Hypoxie [104]. Im Verlauf leiden sie durch ihren steigenden
Energiebedarf moglicherweise jedoch vermehrt unter der anhaltenden Hypoxie. Unter
Berucksichtigung dieser Unterschiede konnte es mehrere Erklarungsansatze fir die fehlende
Wirksamkeit der STAT3-Blockade in adulten Nieren geben. Zum einen kdnnte in adulten
Nieren eine STAT3-unabhédngige Induktion der Apoptose beteiligt sein, die folglich nicht
durch eine STAT3-Blockade beeinflussbar ware. Zum anderen kénnte auch der unter-
schiedliche Mechanismus der STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490, bzw. S3I-201,
relevant sein, denn S31-201 ist ein direkter STAT3-Inhibitor, der die Aktivierung von STAT3
und seine DNA-Bindung hemmt. Dagegen hemmt Tyrphostin AG490 als Tyrosin-
kinaseinhibitor die JAK2-abhangige Aktivierung von STAT3. Der direkte Vergleich von
Tyrphostin AG 490 und S3I-201 in vitro in humanen Prostatakrebszellen zeigte, dass beide
Substanzen sowohl STAT3, aktiviertes pSTAT3 und die Apoptoserate signifikant reduzieren,
eine parallele Gabe aber zu keiner Wirkungsverstarkung fihrt [105]. Durch ihren
unterschiedlichen Angriffspunkt kénnte sich die Wirkung von Tyrphostin AG 490 und S3I-S01
jedoch beziiglich der Apoptose moglicherweise unterscheiden.

Interessanterweise ist die tubuldre Apoptose neben dem Beginn und der Dauer auch
von der Schwere der Obstruktion (komplette Ureterligatur versus partielle) abhangig. So
konnte gezeigt werden, dass eine partielle Ligatur des Harnleiters in neonatalen Mausen im
Vergleich zur kompletten Ureterligatur weniger tubuldre Apoptose verursacht [73].
Zusatzlich variiert die Apoptose segmentspezifisch und ist in den distalen Tubuli aufgrund
der ausgepragten Dilatation am starksten ausgepragt [97]. Auf Zellebene ist eine unter-
schiedliche Sensitivitdt gegeniiber Apoptose auch Zellzyklus abhangig [106]. Zusammen-
fassend fiihrte die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 in der vorliegenden Arbeit zu
einer signifikanten Reduktion der UUO-induzierten tubuldren Apoptose.

Auch die Apoptose interstitieller Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht.
Nach Ureterligatur nahm die interstitielle Apoptose in den neonatalen Mausnieren
progredient und signifikant zu. Konkret stieg die interstitielle Apoptose am 7. Lebenstag auf
das knapp 3-Fache und bis zum 14. Lebenstag auf das Uber 25-Fache an. Bisherige Daten
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zeigen einen weiteren Anstieg bis zum 21. Lebenstag [73]. Dabei ist auch die Apoptose
interstitieller Zellen vom Schweregrad der Obstruktion abhangig [73]. In adulten Nieren
steigt die interstitielle Apoptose nach Ureterligatur kontinuierlich an [96, 107]. Konkret
zeigten Pang et al. einen signifikanten Anstieg der interstitiellen Apoptose auf das lber
5-Fache 7 Tage nach Ureterligatur [35]. Welcher interstitielle Zelltyp dabei genau betroffen
ist, wurde von Pang et al. und auch in der vorliegenden Arbeit nicht differenziert. Der
zellulare Anteil des renalen Interstitiums besteht aus Fibroblasten, Myofibroblasten, den
Perizyten renaler Blutgefdlle und infiltrierenden Leukozyten. Nach Ureterligatur steigt direkt
die Anzahl der einwandernden Makrophagen und T-Lymphozyten an. Dartiber hinaus nimmt
im Langzeitverlauf die Anzahl der Fibroblasten und Myofibroblasten im Interstitium
besonders deutlich zu [21].

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die STAT3-Blockade
durch Tyrphostin AG 490 die interstitielle Apoptose in den neonatalen Nieren nach Ureter-
ligatur signifikant reduziert. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die interstitielle Apoptose
am 3. Lebenstag um knapp 30 %, am 7. Lebenstag um uber 60 % und am 14. Lebenstag um
Uber 40 % im Vergleich zur Vehikelgruppe. Auch in den kontralateralen Nieren reduzierte
Tyrphostin AG 490 die interstitielle Apoptose, konkret um mehr als 25 % am 3. Lebenstag.
Die anti-apoptotische Wirkung der STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 koénnte hier,
entsprechend der Apoptose tubuldrer Zellen, auf die Hemmung pro-apoptotischer Faktoren
(TNF-a, TGF-B1 und c-Jun) und die Forderung anti-apoptotischer Faktoren (Bcl-2,
Autophagie) zurickzufihren sein. Auch ein sekundar nephroprotektiver Effekt der STAT3-
Blockade durch weniger Apoptose der reduzierten renalen T-Zellen ist denkbar.

Im Gegensatz zu unseren neonatalen Daten fiihrte die STAT3-Blockade durch S31-201
in adulten Nieren zu einer Zunahme der interstitiellen Apoptose auf das ca. 1,7-Fache 7 Tage
nach Ureterligatur [35]. Dieser Unterschied lasst sich moglicherweise folgendermalien
erklaren. Zum einen gehen nach Ureterligatur in neonatalen, bzw. adulten Nieren
moglicherweise unterschiedliche interstitielle Zellpopulationen in Apoptose Uber. Dies ist
bislang jedoch noch nicht untersucht worden. Zum anderen konnte auch der
unterschiedliche Angriffspunkt der STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 49 bzw. S3I-201
eine mogliche Ursache der unterschiedlichen Effekte sein. Zusammenfassend fiihrte die
STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 nach Ureterligatur neonataler Mause zu einer
signifikanten Reduktion der UUO-induzierten interstitiellen Apoptose.

Die vorliegende Arbeit untersuchte zusatzlich die Apoptose glomeruldrer Zellen. Es
konnte gezeigt werden, dass die glomeruldre Apoptose nach Ureterligatur in den neonatalen
Nieren signifikant und progredient zunimmt. Die glomeruldre Apoptose stieg am 7. Lebens-
tag um ca. 50% und am 14. Lebenstag auf das liber 10-Fache an. Ursachlich fir die
glomeruldre Apoptose nach Ureterligatur ist eine renale Vasokonstriktion mit Ischdmie und
Hypoxie. Auch das UUO-induzierte Zytokin TGF-B ist an der Vermittlung der glomerularen
Apoptose beteiligt. Dementsprechend ist eine pro-apoptotische Wirkung von TGF-f auf
Podozyten bekannt [108]. Ein Verlust von Podozyten ist fiir die Nierenfunktion besonders



Diskussion 49

gravierend, da Podozyten einen entscheidenden strukturellen Teil des glomeruldren Filter-
apparats darstellen und nur eine sehr begrenzte Regenerationskapazitat besitzen. |hr Verlust
ist langfristig mit Glomerulosklerose, Proteinurie und chronischem Nierenversagen ver-
bunden [109].

Die vorliegende Arbeit konnte erstmals zeigen, dass die STAT3-Blockade durch
Tyrphostin AG 490 in den ureterligierten Nieren neonataler Mause die glomeruldre
Apoptose signifikant reduziert, konkret um 46 % am 14. Lebenstag. Dazu sind bislang keine
vergleichbaren Daten bekannt. Die anti-apoptotische Wirkung der STAT3-Blockade durch
Tyrphostin AG 490 ist auch hier wahrscheinlich auf die Hemmung von pro-apoptotischen
Faktoren (TNF-a, TGF-B1 und c-Jun) und die Férderung von anti-apoptotischen Faktoren
(Bcl-2, Autophagie) zurtickzufihren. Auch bei glomeruldren Nierenerkrankungen wie z.B. der
Lupusnephritis oder der IgA-Nephritis ist eine STAT3-Aktivierung in den Glomeruli bekannt
und fur den Organerhalt von Nachteil. So korreliert die Anzahl der glomerularen Zellen mit
STAT3-Aktivitat bei beiden Glomerulonephritiden mit einer abnehmenden Nierenfunktion
[110]. Auch im tierexperimentellen Modell der anti-Thyl.1-Antikérper-induzierten Glo-
merulonephritis vermittelt STAT3 die Progression der Erkrankung [111]. Zusatzlich dazu
zeigen mesangiale Zellen in adulten Nieren eine STAT3-Aktivierung nach Ureterligatur [112].

Methodisch ist jedoch anzumerken, dass die TUNEL-Farbung nicht selektiv fir
Apoptose ist. Die nachgewiesene DNA-Fragmentierung kann auch bei regulierter Nekrose
auftreten. Diese Unterscheidung ist insofern interessant, da diese verschiedenen Formen
des Zelltodes unterschiedlich starke lokale Immunreaktionen hervorrufen. Die Apoptose
beschreibt einen prazise regulierten Vorgang des enzymatischen Zellabbaus. Dabei werden
samtliche Zellreste von Nachbarzellen aufgenommen, sodass kein pro-inflammatorisches
Zellmaterial frei wird [101]. Dagegen I6st die Nekrose den Verlust der Membranintegritat mit
interstitieller Freisetzung des Zellinhalts und einer konsekutiven Inflammationsreaktion aus.
Deshalb resultiert Nekrose z.B. beim akuten Nierenversagen in einem starkeren Verlust der
Nierenfunktion als Apoptose [101]. Nach Ureterligatur kdnnen Apoptose und Nekrose
segmentspezifisch auftreten. Zur Differenzierung konnen jeweils spezifische Enzyme und die
Zellmorphologie herangezogen werden [101, 113].

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die STAT3-Blockade durch Tyrphostin
AG 490 im neonatalen Mausmodell der obstruktiven Uropathie die Apoptose von tubularen,
interstitiellen und glomeruldren Zellen reduziert und damit protektiv fiir den Organerhalt
wirkt.

4.3 Wirkung von Tyrphostin AG 490 auf die renale
Proliferation

Als Folge der Ureterligatur kommt es in neonatalen Mausnieren zu einer deutlichen
Reduktion der Proliferation tubularer Zellen [23]. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte die
Abnahme der tubuldren Proliferation in den neonatalen Nieren eindrucksvoll bestatigt
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werden. Konkret nahm die tubuldre Proliferation in den ureterligierten Nieren am 3. Lebens-
tag um knapp 50 % und am 14. Lebenstag um 66 % ab. Auch in den kontralateralen Nieren
reduzierte die Ureterligatur die Proliferation von Tubuluszellen um 60 % am 3. Lebenstag.
Damit fiihrt die Ureterligatur in den neonatalen Nieren zu einer Einschrankung des tubuldren
Entwicklungspotenzials und zu einer deutlichen Reduktion der Nephronmasse. [23]. Im
Gegensatz zu diesen neonatalen Daten nimmt in adulten Mausnieren die tubuldre
Proliferation nach Ureterligatur zu und zeigt einen Gipfel 3-6 Tage nach OP [95, 96, 107]. Die
Proliferation war dabei in atrophischen Tubuli im Vergleich zu benachbarten Tubuli ohne
Atrophiezeichen besonders ausgepragt [114]. Auch in anderen Krankheitsmodellen zeigten
adulte Mausnieren im Rahmen einer tubuldren Reparation eine gesteigerte Proliferation von
Tubuluszellen. Dies war im Vergleich dazu in der sich noch entwickelnden neonatalen Niere
nicht nachweisbar [114].

Die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 fiihrte in neonatalen ureterligierten
Nieren erfreulicherweise zu einem signifikanten Anstieg der tubularen Proliferation. Konkret
stieg die Proliferation tubuldrer Zellen in den ureterligierten Nieren am 14. Lebenstag auf
das 3-Fache im Vergleich zur Vehikelgruppe an. Wie lasst sich dieser proliferative Effekt der
STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 erklaren? Die Transkriptionsaktivitdt von STAT3
betrifft u.a. auch das Protein p21, das wesentlich an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt ist
[32, 33]. Dariber hinaus kann auch TGF-B, das durch die Ureterligatur STAT3-abhangig
induziert wird, zum Zellzyklusarrest fliihren [96]. Die STAT3-Blockade durch Tyrphostin
AG 490 konnte damit die Zunahme der tubuldaren Proliferation Uber eine verminderte
Expression dieser beiden Inhibitoren des Zellzyklus bewirken. Moglicherweise handelt es sich
bei der proliferativen Wirkung der STAT3-Blockade zusatzlich auch um einen sekundéaren
Effekt der reduzierten Leukozyteninfiltration und Zytokinsekretion [35]. Bisher sind keine
vergleichbaren Daten zu tubuldrer Proliferation unter STAT3-Blockade bekannt.
Interessanterweise steigerte Tyrphostin AG 490 die tubuldre Proliferation auch in den
kontralateralen Nieren, konkret auf das 3,4-Fache am 14. Lebenstag im Vergleich zur
Vehikelgruppe. Zu diesem Untersuchungszeitpunkt waren sowohl in der obstruierten als
auch in der kontralateralen Niere mehr proliferierende Tubuluszellen als in der schein-
operierten Kontrolle nachweisbar. Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 die UUO-induzierte
Reduktion der tubuldren Proliferation hemmt und im Verlauf sogar zu einer Zunahme der
tubuladren Proliferation fiihrt.

Nach Ureterligatur zeigte auflerdem auch die Proliferation der interstitiellen Zellen
neonataler Nieren signifikante Veranderungen. Die interstitielle Proliferation in der Niere
war initial nach 24h um 46 % reduziert und nahm im Verlauf deutlich zu. Sie stieg am
7. Lebenstag auf das Uber 3-Fache im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle an. Im
Interstitium proliferierende Zellen sind neben Fibroblasten, Myofibroblasten und Perizyten
vor allem infiltrierende Leukozyten und darunter vor allem die Makrophagen. Die Makro-
phagenanzahl wird nicht nur durch die Rekrutierung aus dem Blutgefallsystem, sondern
auch durch ihre lokale Proliferation beeinflusst [115]. Proliferierende Makrophagen und
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Fibroblasten wirken renal sowohl pro-inflammatorisch als auch pro-fibrotisch. Die UUO-
induzierte interstitielle Proliferation fiihrt damit zu einer weiteren renalen Schadigung. In
adulten Mausnieren ist ein zweigipfliger Anstieg der interstitiellen Proliferation nach
Ureterligatur bekannt. Dabei proliferieren initial vorwiegend Fibroblasten, wahrend spater
Uberwiegend Leukozyten betroffen sind [96]. Die UUO-induzierte Proliferation von
Fibroblasten wird in adulten Nieren u.a. durch den hochregulierten Wachstumsfaktor PDGF
(Platelet-derived growth factor) induziert [96].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die STAT3-Blockade durch
Tyrphostin AG 490 die interstitielle Proliferation in neonatalen Mausnieren nach Ureter-
ligatur signifikant reduziert. Konkret reduzierte Tyrphostin AG 490 die Proliferation inter-
stitieller Zellen am 7. Lebenstag in den ureterligierten Nieren um knapp 85 % und in den
kontralateralen Nieren um knapp 90 % im Vergleich zur Vehikelgruppe. Dies stimmt mit
bisherigen Daten Uberein, wonach die interstitielle Proliferation in adulten Nieren 7 Tage
nach Ureterligatur durch STAT3-Blockade durch S3I-201 um ca. 80 % reduziert war [35]. Wie
lasst sich dieser Effekt der STAT3-Blockade erklaren? Die Transkriptionsaktivitat von STAT3
betrifft u.a. auch Wachstumsfaktoren wie FGF (fibroblast growth factor) [32]. Die STAT3-
Blockade durch Tyrphostin AG 490 konnte durch die reduzierte Expression von FGF zu einer
Reduktion der interstitiellen Proliferation beitragen. Zusatzlich konnte auch die Reduktion
von TGF-B durch die STAT3-Blockade eine Rolle spielen. TGF-B1 fuhrt in Fibroblasten in vitro
zu epigenetischen Veranderungen, die kontinuierlich die Proliferation der Fibroblasten
stimulieren [114]. TGF-B1 ist eines der zentralen Zytokine nach Ureterligatur und an der
gesteigerten Proliferation interstitieller Fibroblasten beteiligt. Die STAT3-Blockade fiihrte
Uber die Reduktion der Leukozyteninfiltration und der nachfolgend reduzierten Sekretion
pro-inflammatorischer Zytokine zu einer verminderten Freisetzung von TGF-B1.
Entsprechend reduzierte die STAT3-Blockade durch S3I-201 in adulten Nieren nach
Ureterligatur nicht nur die interstitielle Proliferation, sondern auch die Expression von TGF-3
und seinem Rezeptor TRRII [35]. Zusammenfassend reduzierte die STAT3-Blockade die
UUO-induzierte interstitielle Proliferation im neonatalen Mausmodell der obstruktiven
Uropathie, was im Hinblick auf die parallel reduzierte Fibrose als Nephroprotektion gewertet
werden kann.

4.4 Reduktion der tubuldren Atrophie durch
Tyrphostin AG 490

Zur Atrophie des renalen Tubulussystems kommt es infolge unterschiedlicher renaler
Schadigungen [97]. In der vorliegenden Arbeit flihrte die Ureterligatur neonataler Nieren zu
einer progredienten und signifikanten Zunahme atrophischer Tubuli. Dabei betraf die
Atrophie sowohl die proximalen als auch die distalen Tubuluszellen. Konkret nahm die
Atrophie proximaler Tubuli am 7. Lebenstag um das 57-Fache gegeniiber dem 3. Lebenstag
zu und stieg am 14. Lebenstag weiter auf das ber 500-Fache im Vergleich zur schein-
operierten Kontrolle an. In distalen Tubuli war die Atrophie erstmals am 7. Llebenstag
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nachweisbar und nahm am 14. Lebenstag auf das liber 50-Fache zu. Dies entspricht den
bereits publizierten Daten unserer und anderer Arbeitsgruppen [27, 116].

In der vorliegenden Arbeit fiihrte die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 zu
keiner signifikanten Reduktion der Atrophie, weder in proximalen noch in distalen Tubuli der
neonatalen Mausnieren. Nur tendenziell war eine Abnahme der tubuldren Atrophie durch
Tyrphostin AG490 nachweisbar. Ursachlich ist dafiir vermutlich in erster Linie die reduzierte
tubuldre Apoptose, die eine Voraussetzung der tubularen Atrophie ist. Auch vorausge-
gangene Daten unserer Arbeitsgruppe wiesen eine Korrelation zwischen der Anzahl
apoptotischer Tubuluszellen und der Anzahl atrophischer Tubuli auf [27]. Diesbeziiglich
konnte deshalb in der vorliegenden Arbeit ein sekundadrer Effekt der STAT3-Blockade
vorliegen. Fir adulte Nieren gibt es keine vergleichbaren Daten zum Effekt einer STAT3-
Blockade nach Ureterligatur. Die STAT3-Blockade wurde jedoch im Modell der Cyclosporin-
induzierten Nephropathie und der Ischdmie-Reperfusion untersucht. Dabei reduzierte
Tyrphostin AG 490 die tubuldre Atrophie in adulten Nieren [92].

Unabhangig von der STAT3-Blockade fiel im neonatalen UUO-Modell auf, dass
Uberwiegend proximale Tubuli atrophisch wurden. Dieser segmentspezifische Unterschied
basiert wahrscheinlich auf der unterschiedlichen Sensitivitat von proximalen und distalen
Tubuli gegenilber Schadigungsreizen. Die distalen Tubuli sind durch den Harnstau einer
Dilatation ausgesetzt, die tubuldre Apoptose und peritubuldre Fibrose induziert. Die
proximalen Tubuli leiden dagegen starker unter der UUO-induzierten Vasokonstriktion,
Hypoxie und Inflammation [97]. Da die proximalen Tubuluszellen den GroRteil der tubuldren
Resorptions- und Sekretionsleistung erbringen, sind sie durch ihren hohen Energie- und
Sauerstoffverbrauch besonders anfillig gegen Hypoxie und oxidativen Stress. [30, 117].
Innerhalb der proximalen Tubuli scheint tierexperimentell die glomerulotubulare
Verbindung besonders empfindlich gegen Schadigungsreize zu sein. Die Folge davon ist eine
glomerulotubuldre Diskonnektion mit atubuldren Glomeruli und aglomeruldren Tubuli, wie
sie experimentell nach neonataler Ureterligatur gezeigt wurde [118]. Langfristig flhrt die
tubuldre Atrophie durch den Verlust funktioneller Nephrone zu einer irreversiblen
Einschrankung der Nierenfunktion. Interessanterweise ist die tubuldre Atrophie
tierexperimentell und klinisch einer der besten Pradiktoren der Progression chronischer
Nierenerkrankungen [119].

4.5 Reduktion der aktivierten Myofibroblasten durch
Tyrphostin AG 490

Die Ureterligatur fiihrt auerdem zu einem gravierenden renalen Umbau, der von
einer massiven Ablagerung extrazellularer Matrix begleitet und interstitielle Fibrose genannt
wird. Die matrixproduzierenden Zellen sind dabei vorwiegend aktivierte Myofibroblasten,
die nach Ureterligatur in der obstruierten Niere nachweisbar sind. In der vorliegenden Arbeit
fihrte die Ureterligatur neonataler Mause zu einer progredienten und signifikanten
Zunahme dieser aktivierten Myofibroblasten. Dabei stieg die Zahl der a-SMA-positiven
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Myofibroblasten bis zum 14. Lebenstag auf das 5,3-Fache im Vergleich zur scheinoperierten
Kontrolle an. Dies bestatigt die Daten von Yoo et al., die zeigen konnten, dass die Zunahme
aktivierter Myofibroblasten von der Dauer und Schwere der Obstruktion abhangig ist [73].
Im Vergleich zu den ureterligierten Nieren war auch in den kontralateralen Nieren ein
transienter Anstieg der Myofibroblasten nachweisbar, der nach dem 7. Lebenstag wieder
kontinuierlich abnahm. Die Anzahl der Myofibroblasten in der kontralateralen Niere blieb
nach Ureterligatur jedoch stets hoher als in der scheinoperierten Kontrolle [23]. In der
vorliegenden Arbeit waren die Myofibroblasten besonders haufig im Markbereich der Niere,
an der Grenze zwischen Rinde und Mark und peritubuldr lokalisiert. Auch in adulten
Mausnieren sind die a-SMA-positiven Myofibroblasten nach UUO (berwiegend im
Nierenmark nachweisbar [21, 35, 74, 95].

Die vorliegende Arbeit zeigte erstmals, dass die STAT3-Blockade durch Tyrphostin
AG 490 die Anzahl der Myofibroblasten in der neonatalen Mausniere nach Ureterligatur
signifikant reduziert. Bereits am 3. Lebenstag und damit 24 h nach Ureterligatur wurde eine
Reduktion der Myofibroblasten um 15 % und am 7. bzw. 14. Lebenstag um 51 % bzw. 46 %
im Vergleich zur Vehikelgruppe erreicht. Ahnliche Effekte zeigte die Behandlung mit
Tyrphostin AG 490 auch in der kontralateralen Niere. Wie lasst sich diese erfolgreiche
Reduktion der Myofibroblasten durch die STAT3-Blockade erklaren? Der Transkriptionsfaktor
STAT3 kann u.a. die Expression von Wachstumsfaktoren wie FGF und pro-fibrotischen
Zytokinen wie TGF-B1 stimulieren [32]. TGF-B1 fihrt in Fibroblasten in vitro zu epi-
genetischen Veranderungen, die kontinuierlich die Proliferation der Fibroblasten stimulieren
[114]. Denn neben dem Tiermodell der unilateralen Ureterligatur sind diese residenten
Fibroblasten und Perizyten auch in anderen renalen Krankheitsmodellen als Hauptquelle der
aktivierten Myofibroblasten bekannt und stellen damit die Hauptursache der interstitiellen
Fibrose dar [98, 120, 121]. Die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 kdnnte durch die
reduzierte Expression von FGF und TGF-B1 die Proliferation von Fibroblasten und Perizyten
hemmen und dadurch die Anzahl aktivierter Myofibroblasten reduzieren.

Zusatzlich speisen weitere Mechanismen den Pool der aktivierten Myofibroblasten.
Makrophagen konnen durch ihre Umwandlung in aktivierte Myofibroblasten zum Myofibro-
blastenpool beitragen [98]. Dieser Prozess der Umwandlung wird als Makrophagen-
Myofibroblasten-Transition (MMT) bezeichnet [98]. Entsprechend konnten in adulten Maus-
nieren nach Ureterligatur einzelne Zellen mit einer Koexpression typischer Oberflachen-
marker beider Zellreihen nachgewiesen werden [78]. Nach Ureterligatur wird die MMT
vermutlich durch das UUO-induzierte Zytokin TGF-B vermittelt [122]. Entsprechend kdnnte
die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 die MMT einerseits durch die reduzierte
Expression von TGF-f und andererseits durch die bereits gezeigte Reduktion der Makro-
phageninfiltration hemmen. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen reduzierte die
STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 bereits in anderen renalen Krankheitsmodellen
wie z.B. der Adriamycin-induzierten Nephropathie sowohl die Makrophageninfiltration als
auch die Expression von a-SMA [83]. Entsprechend ist auch eine krankheitsiibergreifende
pro-fibrotische Wirkung renaler Makrophagen bekannt [27].
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Neben der MMT ist auch die Umwandlung von geschadigten Tubulusepithelzellen in
aktivierte Myofibroblasten moglich [98, 123, 124]. Bei dieser epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT) verlieren die Tubuluszellen neben ihrer Polaritdt und Zelladh&sion auch ihre
epithelialen Marker (z.B. Keratin und E-Cadherin) und exprimieren de novo mesenchymale
Marker (z.B. Vimentin und a-SMA). Die betroffenen Tubuluszellen I6sen sich von der
tubuldren Basalmembran ab und wandern ins Interstitium ein, um sich dort zu Myofibro-
blasten zu differenzieren und Matrixkomponenten zu sezernieren [119]. In adulten Nieren ist
ein Gipfel der EMT 8 Tage nach Ureterligatur bekannt [27]. In neonatalen Nieren tritt die
EMT mit dem Nachweis mesenchymaler Marker ab dem 5. Lebenstag kontinuierlich an-
steigend auf [27]. Fatalerweise resultiert die renale EMT neben der Fibrose auch in tubularer
Atrophie, denn die betroffenen Tubuluszellen verharren entweder im Zellzyklusarrest oder
emigrieren [125-127]. Losen sich mehr Zellen aus dem epithelialen Verband, als ersetzt
werden, resultiert der Verlust funktioneller Nephrone [119]. Der Transkriptionsfaktor STAT3
ist auch nach onkologischem Forschungsstand an der EMT beteiligt [128]. Entsprechend
konnte bereits in verschiedenen Krankheitsmodellen fiir Tyrphostin AG 490 und andere
STAT3-Inhibitoren eine Hemmung der EMT gezeigt werden [129, 130]. Die STAT3-Blockade
durch Tyrphostin AG 490 konnte daher sowohl die MMT als auch die EMT hemmen.
Entsprechend aktueller Daten tragt die EMT jedoch zu hdchstens 5% der interstitiellen
Fibrose in der Niere bei [131].

Neuerdings werden auch Endothelzellen als Quelle der aktivierten Myofibroblasten
diskutiert [98, 124]. Die sogenannte endothelial-mesenchymale-Transition verstarkt zudem
die Rarifizierung des interstitiellen Kapillarnetzes und die tubuldare Hypoxie [131].
Zusammenfassend resultiert die Differenzierung zu aktivierten Myofibroblasten aus einem
komplexen Zusammenspiel verschiedener renaler Zelltypen und einer Vielzahl lokaler
Mediatoren [120]. Auch der Transkriptionsfaktor HIF1a (Hypoxie induzierter Faktor-1a), der
ebenfalls STAT3-abhdngig exprimiert wird, ist daran beteiligt. So fuhrt die genetische
Ablation von HIF1a in renalen Tubuluszellen zu einer Reduktion aktivierter Myofibroblasten
in der ureterligierten Niere [87]. Deshalb konnte die STAT3-Blockade durch Tyrphostin
AG 490 die Anzahl aktivierter Myofibroblasten méglicherweise auch durch eine verminderte
HIF1a-Expression reduzieren.

Unsere neonatalen Ergebnisse bestatigen die bisherigen Ergebnisse in adulten Nieren,
in denen der STAT3-Inhibitor S31-S01 die Expression von a-SMA 7 Tage nach Ureterligatur
reduzierte [35]. Zusatzlich nahm auch die Expression von TGF- und seinem Rezeptor TRRII
ab. Allerdings fuhrte S31-SO1 14 Tage nach Ureterligatur zu keinem signifikanten Effekt mehr
auf die Expression von a-SMA [35]. Dagegen zeigte Tyrphostin AG 490 in der vorliegenden
Arbeit keinen vergleichbaren Wirkungsverlust. Der unterschiedliche Angriffspunkt von
Tyrphostin AG 490 und S3I-S01 kénnte hier eine Rolle spielen. Auch im Rahmen anderer
renaler Krankheitsmodelle konnte die STAT3-Blockade die Expression von a-SMA signifikant
reduzieren. Dies ist im Fall der Adriamycin-induzierten Nephropathie fiir Tyrphostin AG 490
und beziglich der Streptozotocin-induzierten diabetischen Nephropathie fiir SOCS1 und 3
(Suppressor Of Cytokine Signaling) gezeigt worden [83, 132].
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Interessanterweise werden aktivierte Myofibroblasten inzwischen nicht nur als
Produzenten extrazellularer Matrix gesehen. Vielmehr konnen sie aufgrund ihrer Sekretion
von Chemokinen, Zytokinen und Sauerstoffradikalen selbst als Entziindungszellen betrachtet
werden, die interstitielle Fibrose hervorrufen [120]. Zusammenfassend konnten wir zeigen,
dass die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 die UUO-induzierte Zunahme der
aktivierten Myofibroblasten in neonatalen Nieren nach Ureterligatur drastisch reduziert, was
als eine erfolgreiche Behandlung und Vorbeugung interstitieller Fibrose gewertet werden
muss.

4.6 Reduktion der interstitiellen Fibrose durch
Tyrphostin AG 490

Die Ureterligatur fihrte in den neonatalen Mausnieren erwartungsgemall zu einem
progredienten und signifikanten Anstieg der interstitiellen Fibrose. Dabei stieg die Anzahl
der Kollagen-positiven Rasterfelder in den ureterligierten Nieren am 14. Lebenstag bis auf
das ca. 160-Fache im Vergleich zur scheinoperierten Kontrolle an. In den kontralateralen
Nieren filihrte die Ureterligatur zu einer geringeren Zunahme auf das ca. 20-Fache. Diese
Ergebnisse bestadtigen die bisher von uns und anderen Arbeitsgruppen publizierten Daten zur
Entwicklung interstitieller Fibrose nach UUO [23, 27, 73]. Auch in adulten Nieren ist nach
Ureterligatur eine deutliche Zunahme der interstitiellen Kollagenablagerungen bekannt [35,
74,95, 99, 133-135].

In der vorliegenden Arbeit konnten wir jetzt erstmals zeigen, dass die tagliche
subkutane Behandlung mit dem STAT3-Inhibitor Tyrphostin AG 490 die interstitielle Fibrose
der neonatalen Mausniere nach Ureterligatur signifikant reduziert. Durch die Tyrphostin
AG 490-Behandlung wurde eine Reduktion der interstitiellen Kollagenablagerung um 72 % in
den ureterligierten und um 68 % in den kontralateralen Nieren jeweils am 14. Lebenstag
erreicht. Bereits am 7. Lebenstag war eine Reduktion der Kollagenablagerung in Tyrphostin-
behandelten Mausen im Vergleich zur Vehikelgruppe nachweisbar, die dann am 14. Lebens-
tag signifikant war. Wie lasst sich dieser anti-fibrotische Effekt der STAT3-Blockade durch
Tyrphostin AG 490 erklaren? Mehrere Mechanismen scheinen dabei eine Rolle zu spielen.
Wesentlich ist sicher die bereits gezeigte Reduktion der aktivierten Myofibroblasten, die zur
Reduktion der Matrixproduktion beitrdagt. Ein weiterer moglicher Mechanismus ist die
Blockade der STAT3-vermittelten pro-fibrotischen TGF-B-Expression [35]. Darliber hinaus
reguliert die STAT3-Signalkaskade auch die Expression von Matrixmetalloproteasen wie
MMP-1 und -2 [33]. Diese Enzyme sind flir den Abbau der extrazelluldren Matrix zustandig
[120, 131]. Daher konnte die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 die interstitielle
Fibrose auch durch eine gesteigerte Expression von Matrixmetalloproteasen glinstig
beeinflussen. Zusatzlich steigert STAT3 auch die Expression eines Inhibitors der Matrix-
metalloproteasen, TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases 1) [33]. TIMP-1 ist auch als
wichtiger Faktor des Zelliberlebens von Myofibroblasten bekannt [120]. Daher reduziert die
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STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 die interstitielle Fibrose moglicherweise auch
durch eine verminderte Expression von TIMP-1.

Dariber hinaus korreliert die STAT3-Aktivitdt in interstitiellen Myofibroblasten
adulter Nieren mit interstitieller Fibrose und einer eingeschrankten Nierenfunktion [35].
Moglicherweise erhoht die STAT3-Aktivitdt dabei die Syntheserate der Myofibroblasten.
Entsprechend ist STAT3 auch in Modellen anderer progressiv fibrotischer Nierener-
krankungen, wie der Glomerulosklerose und der diabetischen Nephropathie stark aktiviert
[110, 136]. Daher reduziert die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 die interstitielle
Fibrose moglicherweise auch durch eine Reduktion der Syntheserate aktivierter Myofibro-
blasten.

Zusatzlich unterstitzt wahrscheinlich auch die Reduktion der Lymphozyteninfiltration
den anti-fibrotischen Effekt der STAT3-Blockade. So konnte in adulten Mausen gezeigt
werden, dass einzelne T-Zell-Subpopulationen nach Ureterligatur einen pro-fibrotischen
Effekt aufweisen und die selektive Depletion von CD4-positiven T-Lymphozyten die Ent-
wicklung interstitieller Fibrose reduziert. Zusatzlich fiihrte die selektive Gabe von Th2-Zellen
in adulten Mausen mit selektivem T-Zelldefekt nach Ureterligatur zu ausgepragterer Fibrose
als bei der Gabe von Th1l-Zellen [137]. Wir konnten in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
die Reduktion der Makrophagen- und T-Lymphozyteninfiltration durch die STAT3-Blockade
von einer signifikanten Reduktion der interstitiellen Fibrose begleitet wurde. Entsprechend
konnte die Reduktion der interstitiellen Fibrose auch auf der reduzierten Infiltration von
pro-fibrotischen Makrophagen und T-Lymphozyten beruhen. Zusammenfassend kommen
damit mehrere Mechanismen in Frage, die die erfolgreiche Reduktion der interstitiellen
Fibrose durch die STAT3-Blockade erklaren.

In Ubereinstimmung mit unseren neonatalen Daten ist in adulten UUO-Modellen
bereits mehrfach eine Reduktion der interstitiellen Fibrose durch STAT3-Blockade
nachgewiesen worden [35, 75, 138]. Pang et al. konnten zeigen, dass die STAT3-Blockade
durch S31-201 die interstitielle Fibrose um ca. 60 % reduziert [35]. Ein vergleichbares
Ergebnis erzielte die STAT3-Blockade durch Mefunidone in adulten Ratten mit Ureterligatur
[75]. Neben dem Tiermodell der Ureterligatur reduzierte die Blockade von STAT3 ebenso in
anderen experimentellen Nierenerkrankungen die interstitielle Kollagenablagerung [86,
132]. Extrarenal fuhrte die Hemmung des JAK2/STAT3-Signalwegs mehrfach zu einer
Reduktion von Fibrose [139, 140]. Tyrphostin AG 490 reduzierte die hepatische Fibrose dabei
nicht nur, sondern konnte sie sogar teilweise riickgangig machen [141]. Zusammenfassend
ist die interstitielle Fibrose nach Ureterligatur ein dynamischer Prozess mit reparativen und
destruktiven Elementen. Sobald die Produktion der extrazellularen Matrix ihre Degradation
Uberwiegt, resultiert eine progrediente Matrixakkumulation und Vernarbung der Niere.
Diese renale Fibrosierung fuhrt langfristig Gber die folgenden Mechanismen zu einem
irreversiblen Verlust von Nierenfunktion, denn zum einen reduziert die erh6hte Steifheit des
Nierenparenchyms den Blutfluss der peritubuldren Kapillaren. Dies verstarkt die
UUO-induzierte tubuldre Hypoxie. Zum anderen nimmt das Interstitium durch die
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Matrixablagerungen mehr und mehr Raum ein [120]. Die verlangerten Diffusionswege
resultieren in weiterer Hypoxie und einer Zunahme der Fibrose [114]. Die geschadigten
Tubuluszellen verlieren ihr Regenerationspotenzial und gehen durch Apoptose, Nekrose,
oder die epithelial-mesenchymale-Transition verloren [98]. Zusammen fihren all diese
Mechanismen Uber die tubuldre Atrophie und den Verlust funktioneller Nephrone zur
Niereninsuffizienz, die bei Patienten mit obstruktiver Uropathie bekannt ist.

Die STAT3-Blockade durch Tyrphostin AG 490 reduzierte in der vorliegenden Arbeit
die Entwicklung interstitieller Fibrose. Damit stellt Tyrphostin AG 490 eine therapeutische
Moglichkeit zum Erhalt der Nierenfunktion im Rahmen angeborener obstruktiver Uropathien
dar.

4.7 Vertraglichkeit von Tyrphostin AG 490 und
Uberblick der histologischen Effekte

Da der Transkriptionsfaktor STAT3 moglicherweise auch im Rahmen der Nephro-
genese eine Rolle spielt, ist im neonatalen Tiermodell eine selektive Hemmung eben
derjenigen STAT3-Aktivierung zu bevorzugen, die durch die Ureterligatur induziert wird [51].
Nach Ureterligatur fihren vor allem Entziindungsmediatoren tber Zytokin- oder G-Protein
gekoppelte Rezeptoren zu einer JAK2-abhdngigen Aktivierung von STAT3. Nur wenige der
bekannten STAT3-Inhibitoren ermdoglichen solch eine selektive STAT3-Blockade. Tyrphostin
AG 490 konnte durch die Hemmung der Phosphorylierungsaktivitat der Tyrosinkinase JAK2
diese pathologische Aktivierung von STAT3 verhindern und die physiologische STAT3-
Aktivitat aufrecht erhalten. Erwartungsgemall wurde die tagliche, subkutane Injektion von
Tyrphostin AG 490 gut vertragen und fihrte zu keinem Unterschied bezlglich der neo-
natalen Entwicklung, des Koérpergewichts, der Motorik oder des Sozialverhaltens zwischen
der Behandlungs- und Vehikelgruppe (iber einen Zeitraum von 2 Wochen nach der Geburt.

Einen Uberblick iiber die histologischen Effekte der STAT3-Blockade durch Tyrphostin
AG 490 im neonatalen Mausmodell der obstruktiven Uropathie bietet Tabelle 15 fir die
ureterligierten Nieren und Tabelle 16 fiir die kontralateralen Nieren. Zusammenfassend
erwies sich Tyrphostin AG 490 als potenter STAT3-Blocker, der sich aufgrund seiner guten
Wirkung und fehlenden Nebenwirkungen im neonatalen Tiermodell der obstruktiven
Uropathie moglicherweise zu einem neuen therapeutischen Baustein in der Behandlung
angeborener obstruktiver Uropathien entwickeln kdonnte.
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Tabelle 15: Verdnderungen ureterligierter Nieren im neonatalen Mausmodell der obstruktiven Uropathie bezogen auf
scheinoperierte Kontrollen, semiquantitativ = keine Veridnderung, 1/ Anstieg/Reduktion < 10%, P Anstieg 10-100%,
4 4 Reduktion 10-50%, ™11 Anstieg >100%, 4 4 {1 Reduktion >50%, () keine Prozentangabe madglich, qualitativ

1p<0,05,2 p<0,01,3 p<0,001.

kontralaterale Nieren (10) Kontrollgruppe Tyrphostin AG 490
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Tabelle 16: Verdnderungen kontralateraler Nieren im neonatalen Mausmodell der obstruktiven Uropathie bezogen auf
scheinoperierte Kontrollen, semiquantitativ = keine Veridnderung, 1/{ Anstieg/Reduktion < 10%, P Anstieg 10-100%,
4 Reduktion 10-50%, ™ Anstieg > 100%, {, {4 Reduktion > 50%, qualitativ1 p <0,05,2 p < 0,01, 3 p < 0,001.
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5 Ausblick

Konnatale obstruktive Uropathien fiihren durch eine zytokinvermittelte Entzindungs-
reaktion und die Entwicklung interstitieller Fibrose zu einem Verlust funktioneller Nephrone.
Sie stellen den Hauptgrund fir die chronisch terminale Niereninsuffizienz und Dialyse-
pflichtigkeit im Kindesalter dar. Klinisches Ziel ist es deshalb, relevante Harntrakt-
obstruktionen friihzeitig zu erkennen und rechtzeitig zu behandeln. Die Indikation zur
Operation der angeborenen Ureterabgangsstenose ist aktuell an die szintigraphische
Verschlechterung der Partialfunktion gebunden, sodass eine Entlastung der Obstruktion
frihestens nach der zweiten Szintigraphie im Alter von mehreren Monaten erfolgt.
Tierexperimentelle partielle UUO-Modelle zeigen, dass zu diesem Zeitpunkt wahrscheinlich
bereits eine Parenchymschadigung eingetreten ist, die trotz Operation fortschreitet [9, 22,
26]. Deshalb sind neue diagnostische Ansatze noétig, um frihzeitig eine relevante
Harntransportstérung zu erkennen.

Die guantitative Magnetresonanztomographie kénnte die bisherige Bildgebung ohne
weitere Strahlenbelastung unterstltzen, ist aber im Sduglingsalter in der Regel mit einer
Sedierung oder Narkose verbunden [11]. Vielversprechender ist aktuell die Analyse von
Biomarkern im Urin der Patienten mit Ureterabgangsstenose. Ihre Konzentration kann nicht-
invasiv Aufschluss tber das AusmaR der Entziindungsreaktion in der Niere oder den Grad der
tubulointerstitiellen Schadigung geben. Entsprechend der aktuell publizierten Daten werden
im Frihstadium u.a. inflammationsassoziierte Zytokine (u.a. TGF-B) ausgeschieden [15, 142,
143]. Gleiches gilt fur das Chemokin CCL2, das die Rekrutierung von Makrophagen vermittelt
und auch als Monozyten-chemotaktisches-Protein (MCP-1) bekannt ist [144]. Eine erhohte
Konzentration an Angiotensinogen im Urin kann ebenfalls als Ausdruck einer Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Aktivierung eine schwere Obstruktion anzeigen [145]. Die spatere
Phase der tubulointerstitiellen Schadigung scheinen NGAL (Neutrophilengelatinase-
assoziiertes Lipocalin), KIM-1 (kidney injury molecule 1) und Kollagenfragmente sensitiv
abzubilden [146-148]. Auch phosphoryliertes STAT3 kdonnte moglicherweise als Biomarker
der Krankheitsaktivitdat, wie bereits bei der akuten rheumatoiden Arthritis gezeigt, zur
Prognoseabschatzung beitragen [149]. Durch eine bessere Risikostratifizierung kdnnten
Patienten mit schweren Harntransportstorungen friher diagnostiziert und Patienten mit
grenzwertigen Befunden engmaschiger kontrolliert werden.

Neben der Verbesserung der Diagnostik durch die Einflihrung von Biomarkern
konnten unsere Erkenntnisse zusatzlich dafir genutzt werden, die ausgepragte tubulo-
interstitielle Entziindung bei obstruktiven Uropathien kausal mit einer gezielten anti-
inflammatorischen Therapie zu behandeln. Pharmakologisch ware eine prazise Blockade der
pro-inflammatorischen Signalwege moglich. Angeborene obstruktive Uropathien zeigen
allerdings eine komplexe Interaktion verschiedener Signalwege. Die primare Wirksamkeit
einzelner Therapieansdtze konnte sich daher im Verlauf durch die Aktivierung alternativer
Signalwege relevant abschwéachen. Zusatzlich ist die Wirkung anti-inflammatorischer
Therapieansatze vom Stadium der Nephrogenese und Maturation abhangig [22, 150]. Unter
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Berlicksichtigung des pathophysiologisch entscheidenden friihen Zeitfensters kénnte dies fiir
eine Kombination verschiedener Therapieansdtze sprechen. Eine risikoadaptierte
individuelle Therapie konnte es bei Patienten mit angeborenen obstruktiven Uropathien
zuklinftig erlauben, die noch vorhandene Nierenfunktion zu erhalten und langfristig einer
Dialysepflichtigkeit vorzubeugen. Als neuer therapeutischer Baustein neben der Operation
konnte eine spezifische anti-inflammatorische Therapie den JAK2/STAT3-Inhibitor Tyrphostin
AG 490 enthalten.
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