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1.  Einleitung 

 

1.1.  Das akute Nierenversagen 

 

1.1.1. Terminologie  

Unter dem klinischen Begriff des akuten Nierenversagens versteht man eine 

Verschlechterung der Nierenfunktion bis hin zu deren kompletten Ausfall. Im 

Gegensatz zum chronischen Nierenversagen, das durch den andauernd 

schlechten Status charakterisiert ist, entwickelt sich das akute Nierenversagen 

schnell und ist meist reversibel. 

Klinisch dominieren zwei Komponenten: Zum einen kommt es in über ¾ der 

Fälle zu einem Abfall der glomerulären Filtrationsfraktion, was sich in einer 

Oligo- (<500ml/d) bis Anurie (<200ml/d) widerspiegelt. Zum anderen kommt es 

durch die fehlende Filtratation und Rückresorption zu Störungen des Elektrolyt- 

und Säure-Base-Haushaltes sowie zur Akkumulation von urämisch-toxischen 

Metaboliten und Endprodukten wie Harnstoff oder Harnsäure. Der 

Serumspiegel von Kreatinin gilt hierbei als Maß für die Filtrationsleistung der 

Niere.   

Im Rahmen einer Konsensuskonferenz von 2004 wurden die Stadien des 

akuten Nierenversagens entsprechend dieser beiden Messkriterien 

(Kreatininanstieg/Urinexkretion) neu definiert: RIFLE (Risk-Injury-Failure-Loss-

End-stage-renal-disease) (Bellomo2004b, Tabelle 1). Ziel war es, bessere 

Prognosen hinsichtlich Dialysepflicht oder Mortalität treffen zu können. Neue 

Studien belegen, dass auch geringe Einschränkungen der Nierenfunktion die 

Langzeitprognose hospitalisierter Patienten beeinflussen (Hoste2007; 

Ricci2008). 2007 wurden die Kriterien eingegrenzt. Der Begriff des akuten 

Nierenversagens wurde durch den allgemeineren Begriff der akuten 

Nierenschädigung (AKI-acute kidney injury) ersetzt (Mehta2007a, Tabelle 1).  

Die Hauptunterschiede zwischen RIFLE und AKI bestehen darin, dass AKI auf 

die chronifizierenden Stadien „L“ und „E“ verzichtet und außerdem eine zeitliche 

Komponente von 48 Stunden für die beschriebenen Funktionsänderungen 

einführt (Tabelle 1). 
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Definition der akuten Nierenschädigung durch das Acute Kidney Injury Network 

(AKIN-Definition) 

Abrupte (innerhalb von 48 Stunden) Abnahme der Nierenfunktion, definiert durch  

 einen absoluten Anstieg des Serum-Kreatinins ≥ 0,3 mg/dl (≥ 26,4 µmol/l),  

 einen prozentualen Anstieg des Serum-Kreatinins ≥ 50 % (das 1,5-fache des 

Ausgangswertes) oder  

 eine Verminderung der Urin-Ausscheidung < 0,5 ml/kg/h über mehr als 6 

Stunden.  

Stadieneinteilung der akuten Nierenschädigung 

RIFLE-

Stadium 

AKIN-

Stadium 
Serum-Kreatinin Urin-Ausscheidung  

Risk 1 

1,5- bis 2-facher 

Kreatininanstieg (RIFLE/AKIN) 

oder  

Kreatininanstieg ≥ 0,3 mg/dl 

(AKIN) 

<0,5 ml/kg/h für 6 h  

Injury 2 2- bis 3-facher Kreatininanstieg <0,5 ml/kg/h für 12 h  

Failure 3 

> 3-facher Kreatininanstieg oder  

Serum-Kreatinin > 4 mg/dl mit 

einem akuten Anstieg ≥ 0,5 

mg/dl 

<0,3 ml/kg/h für 24 h oder  

fehlende 

Urinausscheidung 

(Anurie) für 12 h 

 

Loss * 
Dauerhaftes Nierenversagen für 

> 4 Wochen 
  

ESRD * 
Dauerhaftes Nierenversagen für 

> 3 Monate 
  

*) Die RIFLE-Stadien „Loss“ und „ESRD“ werden als Spätfolgen der akuten 

Nierenschädigung in der AKIN-Stadieneinteilung nicht mehr berücksichtigt 
 

 

Tab. 1: Vergleichende Darstellung der RIFLE- und AKIN-Einteilung nach Bellomo2004b und 

Mehta2007a 

 

 

 

http://de.wikipedia.org/wiki/Anurie
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1.1.2.  Einteilung 

Die Einteilung des akuten Nierenversagens erfolgt unter ätiologischen 

Gesichtspunkten.  

Das prärenale Nierenversagen ist durch eine primäre Störung der Perfusion des 

Nierengewebes aufgrund von Zirkulationsstörungen, Volumenmangel oder 

toxischer Einflüsse gekennzeichnet.  

Das intrarenale Nierenversagen hat eine direkte Schädigung des 

Nierengewebes zur Ursache. Dies kann Folge regionaler Zirkulationsstörungen, 

die häufig durch Vaskulitiden oder Cholesterinembolien verursacht werden, 

aber auch Folge einer globalen prärenalen Einschränkung der Zirkulation sein 

(Fischer2008). Die Immunologie mit den zahlreichen Formen der 

Glomerulonephritis und die Infektiologie mit HIV oder HANTA erweitern das 

Spektrum der möglichen Ursachen des akuten Nierenversagens 

(Lameire2005c). Schließlich sind auch toxische Elemente wie Medikamente, 

Röntgenkontrastmittel, die Proteinausfällungen beim multiplen Myelom und bei 

der Rhabdomyolyse oder  Endothelschädigungen des hämolytisch-urämischen 

Syndroms bzw. der thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura zu nennen 

(Fischer2008). 

Das postrenale Nierenversagen beruht auf einem Harnstau aufgrund einer 

Obstruktion der ableitenden Harnwege durch Steine, Tumoren und Fibrosen 

oder aufgrund einer Blasenentleerungsstörung.   

Die ischämische Nierenschädigung als Missverhältnis zwischen 

Sauerstoffangebot und –bedarf kann sowohl prärenal durch mangelnde 

Perfusion als auch intrarenal durch unzureichende Sauerstoffaufnahme in das 

Gewebe bedingt sein. Die im Tiermodell induzierte ischämische 

Nierenschädigung bildet den Ausgangspunkt dieser Arbeit. 

Abbildung 1 fasst die verschiedenen Ätiologien des Nierenversagens graphisch 

zusammen. 
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Abb. 1: Einteilung des akuten Nierenversagens (aus Lameire2005c) 

 

1.1.3  Epidemiologie 

Epidemiologische Studien auf Basis der RIFLE-Definition zeigen mit 1811 Fälle 

auf eine Million Einwohner eine weitaus höhere Inzidenz der akuten 

Nierenschädigung in der Bevölkerung als bisher angenommen (Ali2007). 

Weiterhin ist die Angabe der Inzidenz der akuten Nierenschädigung 

problematisch, weil der Ausgangswert des Kreatinins in der Regel unbekannt ist 

(Zappitelli2008). 

Die Inzidenz der akuten Nierenschädigung von Patienten auf Intensivstationen 

ist mit über 36% besonders hoch. Die Mortalitätsrate bei diesen Patienten 

beträgt über 50%. Die Hauptursachen der akuten Nierenschädigung bei 

Intensivpatienten sind prärenal (38,5%) (Cruz2007). 

Die akute Nierenschädigung ist nicht nur eine häufige Komplikation der 

Grunderkrankung sondern verschlechtert meist auch deren Prognose 

(Hoste2007). Oft kommt es zu einer prolongierten renalen Dysfunktion. Die 

akute Nierenschädigung ist in 5% aller Fälle irreversibel, bei älteren Patienten 

sogar in 16% (Fischer2008).  



5 

 

1.1.4.  Klinischer Verlauf 

Der klinische Verlauf wird in vier Phasen eingeteilt. Die Induktions- oder 

Initialphase markiert den Beginn der Schädigung. Während Parameter wie 

Filtrationsrate oder Durchblutung bereits verändert sind, zeigen sich noch keine 

Symptome.  

Für die folgende Erhaltungsphase ist die Oligurie kennzeichnend. Folgen sind 

ein Anstieg der Retentionswerte. Sie kann Tage bis Wochen dauern und sich 

klinisch durch eine hydropische Dekompensation, Elektrolytstörung oder 

urämische Symptome äußern.  

Die polyurische Erholungsphase hingegen dauert meist wenige Tage. 

Ausscheidungsraten von mehr als 4l/d sind typisch, da die glomeruläre 

Filtrationsfunktion meist deutlich vor der tubulären Resorptionsfähigkeit  

einsetzt.  

Die anschließende Restitutionsphase kann nach Wochen bis Monaten zu einer 

völligen Wiederherstellung der Nierenfunktion führen.  

 

1.1.5. Pathophysiologie des ischämischen Nierenversagens 

Das ischämisch bedingte akute Nierenversagen wird auch als vasomotorische 

Nephropathie bezeichnet, da in der post-ischämischen Niere eine deutliche 

Einschränkung der Gefäßrelaxation vorliegt (Bonventre2003). 

Wesentliches Merkmal ist eine Verringerung der glomerulären Filtrationsrate 

(GFR). Diese wird einerseits auf die ischämische Minderperfusion 

zurückgeführt, zum andern wird durch die tubuloglomeruläre Rückkopplung  

eine Vasokonstriktion verursacht.  

Die Aktivierung des Rückkopplungsmechanismus wird durch eine verminderte 

Salzresorption verursacht. Ursachen dieser verminderten Resorption ist der 

Verlust der Zellpolarität im proximalen Tubulus, was eine Verschiebung der 

Na+/K+-ATPase und eine Abnahme von tight-junction Zellverbindungen zur 

Folge hat (Bonventre2003).  

Neben der Schädigung durch die „global“ erniedrigte Blutzufuhr ist der 

Hauptauslöser des postischämischen Gewebsuntergangs die regionale 

Einschränkung der Durchblutung. Besonders betroffen hiervon ist die äußere 
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Medulla (Bonventre2003), die geringer mit Blut versorgt wird als der Cortex. 

Zellschäden, die durch die primäre Hypoxie (Initialphase) ausgelöst werden, 

führen zu einer Zellschwellung und Expression von Adhäsionsmolekülen. In der 

Erhaltungsphase binden Leukozyten, die durch Radikale Sauerstoffmoleküle 

(ROS), Eicosanoide, Chemokine oder Komplementfaktoren aktiviert wurden, an 

geschädigte Endothelzellen. Es kommt zu einem Entzündungsprozess mit 

Zellnekrose, was zu weiteren Schäden an Zellen und Leukozyten führt. Folge 

ist die Freisetzung vasoaktiver Entzündungsmediatoren wie Endothelin, 

Thromoxane A2, Leukotriene und eine erhöhte Symphatikusaktivität.  

Die Produktion von endothelialem NO mit seinen vasodilatorischen und 

entzündungshemmenden Eigenschaften wird durch den Verlust an 

Endothelzellen vermindert (Bonventre2003). Abgestorbene Zellen führen über 

eine tubuläre Obstruktion zu einer weiteren Schädigung. Subletal geschädigte  

Zellen weisen einen Verlust des Aktin-Cytoskeletts (Fischer2008) und der 

Mikrovilli auf. Folgen sind ein Verlust der Zellpolarität (Fischer2008)  und der 

Na+/K+-Kanal-Ausrichtung, ein Verlust von Zellverbindungen und eine 

Loslösung der Zellen von der Basalmembran. In Kombination mit dem durch 

Obstruktion erhöhten intraluminalen Druck kommt es zum parazellulären 

Übertritt des Filtrats in das peritubuläre Interstitium, was als „back-leak“ 

bezeichnet wird und die Entzündungsreaktion verstärkt (Fischer2008). Auch 

zeigt sich die Expression verschiedener Transportproteine reduziert 

(Bonventre2003). 

In der Erholungsphase werden weite Teile des Gewebes wieder normal 

durchblutet. Allerdings setzen sich der Entzündungsvorgang und damit der 

Zellschaden und Zellverlust vor allem in den schlecht perfundierten Bereichen 

der äußeren Medulla fort. 

Die Zellnekrose wird durch die einsetzende Reperfusion noch beschleunigt: 

Durch die Reperfusion werden Glycine wegschwemmt, die die Öffnung eines 

sogenannten „Todeskanals“ von bisher noch nicht geschädigten Zellen  

verhindert hatten. Dieser „Todeskanal“ wird während der Ischämie intrazellulär 

durch den Verbrauch des ATP aktiviert und durch eine Entfernung der 

extrazellulären blockierenden Glycine geöffnet. (Bonventre2003).  
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In der Abbildung 2 werden die pathophysiologischen Mechanismen des 

ischämischen akuten Nierenversagens zusammengefasst. Es erfolgt eine 

Unterteilung in eine hypoxisch/vasokonstriktorische Komponente auf Ebene der 

Glomeruli und eine inflammatorisch/zytotoxische Komponente auf Ebene der 

Tubuluszellen, wobei sich beide Ebenen gegenseitig bedingen und verstärken 

(Abbildung 2). 

 

Abb. 2: Pathophysiologie des akuten Nierenversagens aus (Bonventre2003) 

 

1.1.6. Therapie 

Während bei der Aufklärung pathophysiologischer Vorgänge des akuten 

Nierenversagens in den letzten Jahren große Fortschritte gemacht wurden, sind 

die therapeutischen  Möglichkeiten immer noch begrenzt. Neben der Prävention 

bildet die Aufrechterhaltung einer adäquaten Perfusion durch Optimierung des 

Volumenstatus den Hauptansatzpunkt der Therapie. Die Vermeidung 

nephrotoxischer Medikamente ist obligat. Medikamente, die die renale 

Autoregulation stören, sollten zurückhaltend eingesetzt werden (Lameire2005c). 

Der Einsatz von Diuretika und Dopamin hat sich nach Auswertung mehrerer 

Metaanalysen trotz vielversprechender Ergebnisse im Tiermodell nicht bewährt 

(Fischer2008; Lameire2005c). Wichtige Faktoren im Rahmen der Behandlung 

sind das Erkennen und Behandeln von Störungen des Elektrolyt- und Säure-
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Base-Haushaltes, die Behandlung von begleitenden Infektionen sowie die 

Anpassung der Medikamentendosierungen (Lameire2005c).  

 

Um einen neuen Ansatz der Therapie des akuten Nierenversagens zu 

entwickeln, schien eine genauere Untersuchung des NO-Signalwegs sinnvoll. 

Dieser besitzt, wie in Kapitel 1.1.5. bereits angedeutet, eine zentrale Bedeutung 

im ischämischen akuten Nierenversagen: Das NO-Molekül ist sowohl an der 

hypoxisch-glomerulären Komponente als auch an der inflammatorisch-

tubulären Komponente beteiligt. Allerdings spielt NO im ersten 

Schädigungsmechanismus eine protektive, in letzterem eine toxische Rolle 

(Bonventre2003). Hierbei scheint jeweils das produzierende Enzym, 

endotheliale oder induzierbare NO-Synthase, die Rolle von NO zu bestimmen 

(Goligorsky2002).  

Im Folgenden soll nun der NO-Signalweg mit seinen verschiedenen 

Phosphorylierungsschritten sowie den NO-Synthasen beschrieben werden, 

einschließlich der Regulation im ischämischen akuten Nierenversagen.  

 

1.2.  Der NO-Stoffwechsel 

 

1.2.1.  NO - Stickstoffmonoxid 

Stickstoffmonoxid ist ein bi-atomares und hochreaktives, farbloses Gas, das in 

eine Vielzahl biologischer Prozesse involviert ist.  

Zum einen wirkt NO als Signalmolekül, da es aufgrund seiner Struktur frei durch 

die Kompartimente der Zelle diffundieren kann. Die Signaltransduktion wird 

größtenteils über die als NO-Rezeptor fungierende lösliche Guanylatcyclase 

(sGC) vermittelt. Dieses Enzym ermöglicht die Umwandlung von 

Guanyltriphosphat (GTP) zum cyclischen Guanylmonophosphat (cGMP) 

(Fenske2005). Das so entstandene cGMP wirkt als second messenger. Unter 

anderem wird durch dieses die cGMP-abhängige Proteinkinase vom Typ I (cGK 

I) aktiviert, die wiederum über Phosphorylierung das vasodilatatorstimulierende 

Phosphoprotein (VASP) in seine aktive Form überführt und den IP3-Rezeptor 
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stimuliert. Beides führt letztlich zur Gefäßrelaxation (Fenske2005, Freund2005, 

Fischer2008). 

Ferner ist freies NO über sGC in der Lage, die Adhäsion von Thrombozyten und 

Monozyten an die Gefäßwand zu reduzieren, sowie  die Gefäßpermeabilität 

herabzusetzen. Außerdem ist NO als Antioxidans wirksam (Fenske2005, 

Fischer2008).   

Toxisch wirkt NO innerhalb der Transduktionskaskaden des Immunsystems im 

Rahmen einer Inflammtionsreaktion. Hierbei entsteht nitrosativer Stress. Dieser 

geht nicht direkt auf NO zurück, sondern auf Peroxynitrit, das aus der 

Verbindung von NO und eines Hyperoxidanionradikals entsteht. Dieses Radikal 

wird in der akuten Inflammation vermehrt gebildet (Fischer2008,  

Abbildung 3).  

Peroxynitrit selbst reagiert nur mit wenigen Molekülen (Pacher2007). Durch 

Dissoziation von Peroxynitrit entstehen hochaktive Hydroxyl (OH-) oder 

Carbonat (CO3-)radikale zusammen mit Nitrogen Dioxid (NO2-).   

Diese hochreaktiven Radikale oxidieren Proteine. Als Beispiel seien die 

Oxidation und Inaktivierung sämtlicher Komplexe der mitochondrialen 

Atmungskette oder die Oxidation und Aktivierung der cytotoxischen Matrix 

Metalloproteinase (MMP) genannt (Abbildung 3). 

Außerdem werden membranständige Lipide oxidiert, was zu ihrer Degeneration 

führt. Dadurch entsteht eine Permeabilitätserhöhung der äußeren 

mitochondrialen Membran. Als Folge treten Signalmoleküle wie Cytochrom C in 

das Cytosol über, was eine Aktivierung des apoptotischen Caspase-

Signalweges auslöst (Abbildung 3). 

Schließlich kommt es zu oxidativen Modifikationen der Zell-DNA mit 

entsprechenden Schäden und Strangbrüchen. Eine Überexpression des PARP-

Reparaturenzymes ist die Folge. Durch den gesteigerten Verbrauch an NAD+ 

kommt es zu einem ATP Mangel mit anschließendem Zelluntergang 

(Pacher2007, Abbildung 3). 

Durch die Nitrierung von Proteinen wird deren Struktur verändert und damit ihre 

Funktion als Signalproteine oder als Enzyme eingeschränkt. So wurde eine 

nitrierte und damit inaktive mitochondriale Superoxid-Dismutase in 
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abgestoßenen Nierentransplantaten entdeckt (Pacher2007). Über eine 

Nitrierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase wird der Akt-Signalweg 

(Pacher2007) inhibiert, dessen Aktvierung einen starken protektiven 

Mechanismus gegen die Apoptose unter Stressbedingungen darstellt. 

 

Abb. 3: Steigerung von Apoptose und Nektrose durch Peroxynitrit (Pacher2007) 

 

1.2.2. Die NO-Synthase (NOS)  

Die aktive NO-Synthase ist ein dimeres Molekül. Jeweils zwei Monomere 

bestehend aus einer Oxygenase- und einer Reduktase-Domäne sind über den 

Cofaktor Häm miteinander verbunden (Abbildung 4). Im Aufbau ist die C-

terminale Reduktase-Domäne des einen Monomers mit der N-terminalen 

Oxygenase- Domäne des anderen Monomers verbunden (Foerstermann2006).  

Zusätzlich enthält die NOS ein Zink-Ion, das zentral in einer tetraedrischen 

Konformation der Monomere gelagert ist. Strukturell besitzt das Zink-Ion eine 

stabilisierende Funktion. Ebenfalls binden an dieser zentralen Stelle in 



11 

 

Interaktion mit dem Häm-Molekül der Kofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4), 

Sauerstoff und das Substrat L-Arginin (Foerstermann2006, Abbildung 4). 

NOS katalysiert den Elektronentransfer von NADPH, das am C-Terminus 

gebunden ist, an das Häm-Molekül. Hierbei werden Flavin-Adenin-Dinukleotid 

(FAD) und Flavin-Adenin-Mononukleotid (FMN) als Kofaktoren benötigt 

(Fischer2008). Im nächsten Schritt wird O2 reduziert und damit aktiviert. Um 

schließlich NO zu synthetisieren, wird L-Arginin mit Hilfe des Kofaktors BH4 zu 

N-Hydroxy-L-Arginin hydroxyliert.  Dieses bleibt überwiegend an das Enzym 

gebunden. Im Anschluss erfolgt die Oxygenierung von N-Hydroxy-L-arginin zu 

Citrullin und NO (Foerstermann2006, Abbilung 4). 

 

 

Abb. 4: Schematische Darstellung der NO-Synthase Funktion (aus Förstermann2006)  

 

Es existieren drei NOS-Isoformen, von denen die endotheliale NOS (eNOS, 

NOS III) und die neuronale NOS (nNOS, NOS I) konstitutiv exprimiert werden, 

während die induzierbare NOS-Isoform (iNOS, NOS II) auf transkriptioneller 

Ebene induzierbar ist. Die Bildung von NO durch eNOS und nNOS wird durch 

Kalzium reguliert und ist unter physiologischen Bedingungen nicht vom 

extrazellulären L-Arginin-Angebot abhängig. Zelltypen, die die konstitutive NOS 

exprimieren, bilden kontinuierlich geringe Mengen NO. Das in Endothelzellen, 
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Kardiomyozyten und Blutplättchen durch eNOS entstehende NO reguliert den 

Gefäßtonus und hemmt Plättchenaggregation und Leukozytenadhäsion. 

 

1.2.3. Neuronale NO-Synthase (nNOS) 

nNOS wird überwiegend in Neuronen, in der Macula Densa und den efferenten 

Arteriolen der Niere exprimiert. nNOS ist an der Regulation der glomerulären 

Hämodynamik über die tubuloglomeruläre Rückkopplung und an der 

Freisetzung von Renin beteiligt (Goligorsky2002). 

 

1.2.4. Endotheliale NO-Synthase (eNOS) 

Die Produktion erfolgt Ca2+/CaM-abhängig. Vermehrtes intrazelluläres Calcium 

führt zu einer verstärkten Bindung von Calmodulin M an eNOS, was eine 

autoinhibitorischen Konformation auflöst und den Elektronenfluss von NADPH 

in der Reduktase-Domäne zur Häm in der Oxygenase-Domäne fördert 

(Abbildung 4, Foerstermann2006). 

Es sind verschiedene potentielle Phosphorylierungsstellen in der eNOS 

bekannt. Am besten charakterisiert ist die Phosphorylisierung der Ser1177 

(Ratte-eNOS: 1179) in der Reduktase-Domäne und an Thr495 in der 

Calmodulin M bindenden Domäne.  

Ausgelöst wird die Phosphorylierung an Ser1177 durch Signalmoleküle wie den 

vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor (Vascular Endothelial Growth Factor 

(VEGF)), Östrogen oder durch Dehnungsstress (Boo2002). Letzterer wirkt über 

die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), wohingegen Östrogen und VEGF 

über den Akt/Proteinkinase B Signalweg wirken (Boo2002). Insulin aktiviert Akt 

und AMPK (AMP aktivierte Proteinkinase A, Boo2002). Die Phosphorylierung 

stimuliert den  Elektronenfluss, erhöht die Sensivität für Ca2+ und bewirkt damit 

eine erhöhte Enzymaktivität (Foerstermann2006). 

Die durch die Proteinkinase C vermittelte Phosphorylierung an Thr495 reduziert 

die Enzymaktivität (Harris2004).   

Weitere Einflussfaktoren auf die Aktivität von eNOS stellen das 

Expressionslevel, die zelluläre Kompartimentierung oder Protein-Protein-

Interaktionen dar (Fischer2008). 
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Unter bestimmten Umständen kann es zu einer Entkopplung der eNOS 

kommen. In diesem Fall erfolgt zwar eine Reduktion der O2 zu hochreagiblen 

Hyperoxidanionen, allerdings erfolgt durch die Entkopplung, die an der Häm-

Gruppe der Oxygenase-Domäne stattfindet, keine weitere Oxygenierung zu NO 

(Fischer2008). 

Ein auslösender Faktoren der Entkopplung ist ein Mangel des Kofaktors BH4 

(Tetrahydrobiopterin). Dieser wird im Rahmen von erhöhtem oxidativen Stress 

besonders durch Peroxynitrit zu BH2 oxidiert. Auch ein Substratmangel an L-

Arginin etwa durch erhöhte Arginase-Aktivität in Stresssituationen kann zu einer 

Entkopplung führen. Schließlich wird asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA), 

das als kompetitiver Inhibitor der eNOS fungiert, für eine Entkopplung 

verantwortlich gemacht (Foerstermann2006). 

 

1.2.5. Induzierbare NO-Synthase (iNOS) 

iNOS wird in Makrophagen sowie renalen Mesangial- und Tubuluszellen durch 

inflammatorische Zytokine wie LPS, Interferon γ, Interleukin-1 und TNF-alpha 

induziert. Im Gegensatz zu den konstitutiven NOS-Isoformen produziert sie 

große Mengen NO und ist kalziumunabhängig. Aufgrund der hohen 

Syntheserate besteht, ebenfalls im Gegensatz zu den konstitutiven NOS-

Isoformen, eine deutliche Abhängigkeit von der Konzentration an L-Arginin 

(Bachmann1994).  

 

1.2.6. Regulation der NO-Synthasen im akuten Nierenversagen 

Im ANV werden iNOS und eNOS als Gegenspieler angesehen: Das durch iNOS 

gebildete NO trägt durch Lipidperoxidation, DNA-Schäden, Induktion der 

Apoptoseprozesse und der Inflammationsreaktion zum tubulären Schaden bei. 

Das durch eNOS gebildete NO verringert die endotheliale Dysfunktion und 

steigert die globale und regionale Blutversorgung (Schrier2004). 

Durch Versuche mit dem selektiven iNOS-Inhibitor L-N6-(1-Iminoethyl)-Lysin (L-

Nil) konnte gezeigt werden, dass die Produkte der iNOS für die histologisch 

nachweisbaren Schäden der tubulären Epithelzellen verantwortlich sind 

(Fischer2008). Die bereits beschriebene Bildung von Peroxynitrit (ONOO-) wird 
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für die durch iNOS hervorgerufenen Zellschäden verantwortlich gemacht. 

Außerdem übt iNOS einen inhibitorischen Einfluss auf eNOS aus 

(Heemskerk2009,  Abbildung 5): Die hohe NO Produktion von iNOS supprimiert 

die Aktivität von eNOS (Schwartz1997). Diese Suppression kann durch 

selektive Inhibition von iNOS im akuten Nierenversagen komplett aufgehoben 

werden (Heemskerk2009). 

 

 

Neben der Gesamtexpression und der Phosphorylierung kann die Aktivität der 

NO-Synthasen auch durch indirekte Faktoren beeinflusst werden: Diese 

umfassen einen Mangel an Co-Faktoren (Foerstermann2006) und die 

Methylarginine (Sydow2003). Hierbei handelt es sich im L-Arginin-Derivate, die 

einen inhibitorische Einfluss auf den NO-Signalweg besitzen. Deshalb stellen 

auch Methylarginine einen potentiellen Ansatzpunkt dar, um über den NO-

Signalweg den Ischämie-Reperfusionsschaden der Niere zu beeinflussen.   

  

1.3. Methylarginine  

 

1.3.1. ADMA 

Das Asymmetrische NG, NG -Di-Methyl-L-Arginin (ADMA) stellt ein Derivat der 

Aminosäure Arginin dar. Es wurde 1970 erstmals von Kakimoto und Akazawa 

im Urin isoliert und charakterisiert (Kakimoto1970). Vallance et al. 

 
 
 
 
 
 
Abb. 5: 
Regulation von iNOS 
und eNOS sowie deren 
Effekte im 
ischämischen akuten  
Nierenversagen 
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(Vallance1992) zeigen, dass ADMA als kompetitiver Inhibitor der NO-Synthasen 

die Produktion von NO in vivo und in vitro senkt. Außerdem weisen sie einen 

erhöhten ADMA-Spiegel bei Patienten mit dialysepflichtigem chronischen 

Nierenversagen nach und folgern, dass aus einer Erhöhung des ADMA-

Spiegels Hypertension und erhöhtes cardiovaskuläres Risiko resultieren 

könnten. Auch andere kardiovaskuläre Risikofaktoren wie LDL, Triglyceride, 

Homocystein und klinische Marker der kardiovaskulären Risikostratifizierung 

wie Intimadicke der A. carotis oder die Masse des linken Ventrikels sind mit 

erhöhten ADMA-Spiegeln assoziiert (Cooke2004, Zoccali2002, Zoccali2002a). 

Kohortenstudien in der allgemeinen Bevölkerung und bei Patienten mit 

terminalem Nierenversagen zeigen eine hohe Korrelation zwischen erhöhtem 

ADMA-Spiegel und der Mortalitätsrate bzw. der Rate kardiovaskulärer 

Ereignisse (Zoccali2001, Meinitzer2007).  

Biochemisch inhibiert ADMA durch seine Strukturgleichheit zu L-Arginin 

(Tran2003) die endotheliale und die neuronale NO-Synthase, indem es mit dem 

Substrat L-Arginin um eine Bindung am katalytischen Zentrum der Synthase 

konkurriert (Palm2007).  ADMA hat auf die induzierbare NO-Synthase eine 

geringere inhibitorische Wirkung (Palm2007). Außerdem beschleunigt ADMA 

die Attrition von Telomeren, vermindert die endotheliale Zellmotilität und die 

Differenzierung und Funktion endothelialer Progenitorzellen (Kielstein2008).  

Zur Entstehung von ADMA wird der Arginin-Rest von Proteinen durch eine 

Protein-Arginin-Methyltransferase (PRMT) methyliert, die ubiquitär im Körper 

vorkommt.  Nach Hydrolyse dieser Proteine wird ADMA freigesetzt. Als Donor 

fungiert hierbei S-Adenosylmethionin, das zu S-Adenosylhomocystein und dann 

zu Homocystein hydrolysiert wird (Tran2003). Es existieren verschiedene Gene, 

die für PRMT1-6 kodieren. PRMT wird in zwei verschiedene Isoformen 

unterteilt, die sich in ihrer  Produktspezifität unterscheiden: Nur PRMT I, das 

PRMT1, 3, 4 und 6 umfasst bildet ADMA.  PRMT1 ist hierbei die prädominante 

Form (Liu2008). PRMT II, das PRMT5 beinhaltet, bildet SDMA (Tran2003).  

ADMA wird zu einem kleinen Teil durch renale Exkretion, zu einem größeren 

Teil durch metabolischen Abbau eleminiert. Als Schlüsselenzyme des 

metabolischen Abbaus fungieren Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolasen 
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(DDAH). Diese ermöglichen die Hydrolyse von ADMA zu Dimethylarginin und L-

Citrullin. DDAH existiert in den Isoformen I und II, die sich vor allem durch ihre 

Lokalisation differenzieren. DDAH I findet sich in Zellen, in denen nNOS stark 

exprimiert wird, wohingegen DDAH II eher mit eNOS assoziiert ist (Liu2008). 

DDAH I und II werden ubiquitär exprimiert, bevorzugt in Leber und Niere 

(Palm2007). DDAH wird sowohl in seiner Expression als auch in seiner Aktivität 

durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Hierbei sind insbesondere die 

PPAR -Agonisten zu erwähnen, die die Expression steigern. 

Der Einfluss von DDAH auf ADMA wurde am Mausmodell gezeigt: DDAH 

Knockout-Mäuse zeigten einen erhöhten ADMA-Spiegel mit erhöhtem 

vaskulärem Widerstand und Hypertonus, wohingegen Mäuse, die DDAH 

deutlich vermehrt exprimieren, einen niedrigeren ADMA-Spiegel mit einer 

geringeren Gefäßwanddicke und erhöhter Regenerationsfähigkeit des 

vaskulären Endothels aufweisen (Kielstein2008, Abbildung 6). 

 

Abb. 6: Metabolismus von ADMA aus Kielstein2009 

 

ADMA beeinflußt die NO Produktion durch zwei Mechanismen: Zum einen wird 

das eNOS-Enzym direkt gehemmt, was zu einer niedrigeren Aktivität führt. Zum 
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anderen gibt es Hinweise, dass hohe ADMA-Konzentrationen das eNOS-

Enzym entkoppeln:  Hierbei entsteht aus O2 das Superoxid O2
-. Dieses reagiert 

mit NO zu Peroxynitrit. Peroxynitrit reduziert den Cofaktor der eNOS 

Tetrahydrobiopterin (BH4) zu dem inaktiven Dihydrobiopterin (BH2). Dies führt 

zu weiterer eNOS-Entkopplung (Förstermann2006, Abbildung 7). 

O2
- erhöht die Expression von PRMT1 (Boeger2000) und hemmt die Aktivität 

von DDAH (Palm2007). Beides erhöht ADMA. 

Hierdurch kommt es über eine gesteigerte eNOS-Entkopplung zu einer 

Anreicherung von O2
-, was schließlich zu einem „circulus vitiosus“ führt 

(Sydow2003, Abbildung 8). 

             

Abb. 7: Einflussfaktoren der  

eNOS-Entkopplung  

(modifiziert aus Förstermann2006) 

 

Abb. 8: circulus vitiosus zwischen ADMA 

und eNOS Entkopplung  

(modifiziert aus Sydow 2003) 

 

Der transzelluläre Transport von ADMA wird durch kationische Aminosäuren-

Transporter (CAT) reguliert, die ebenso für den Transport von SDMA und L-

Arginin verantwortlich sind (Palm2007).  

Beim Menschen wurde eine erhöhte ADMA-Konzentration bei verschiedenen 

Krankheiten gefunden, die mit endothelialer Dysfunktion assoziert sind wie 

Bluthochdruck, Hypercholesterinämie, Diabetes mellitus, chronische 

Herzinsuffizienz, Nikotinabusus und Niereninsuffizienz (Sydow2003). 

Exogene Zufuhr von ADMA reduziert den renalen Blutfluss und mindert die 

Natriumrückresorption (Kielstein2009). ADMA-Spiegel steigen bei Patienten mit 

chronischer Nierenerkrankung bereits an, bevor es zum Abfall der glomerulären 

Filtrationsrate kommt (Kielstein2008). Erhöhte ADMA-Serumspiegel sind mit 
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einem Anstieg der Herzfrequenz, einem vermehrten systemische Widerstand 

und einem erhöhten Blutdruck assoziiert, aber mit einer Reduktion der 

zerebralen Perfusion (Kielstein2009).  

Es existieren verschiedene Studien bezüglich therapeutischer Intervention zur 

Senkung des ADMA Spiegels. Der Versuch, den erhöhten ADMA-Spiegel durch 

die Gabe von L-Arginin zu senken, führte weder bei Patienten mit pAVK noch 

bei Patienten mit Niereninsuffizienz zu einem Erfolg (Kielstein2008). 

 

1.3.2. SDMA 

Das Symmetrische NG, NG -Di-Methyl-L-Arginin (SDMA) ist ein strukturelles 

Isomer zu ADMA. Wie ADMA entsteht es durch intranukleäre Methylierung von 

L-Arginin-Resten von Proteinen und wird nach deren Proteolyse ins Zytoplasma 

freigesetzt. Es wird unter Mitwirkung von PRMT 5 und 7 synthetisiert. Im 

Gegensatz zu ADMA wird SDMA nicht metabolisiert sondern überwiegend renal 

ausgeschieden. SDMA ist ein kompetitiver Inhibitor des L-Arginin-Transporters 

„y+ hCAT-2B“ und mindert somit die intrazelluläre Aufnahme von L-Arginin 

(Closs1997). Außerdem behindert es den L-Arginin-Uptake in der Henle-

Schleife (Abbildung 9).  

In Studien besteht eine gute Korrelation zwischen SDMA und der GFR, was 

SDMA zu einem guten endogenen Marker der Nierenfunktion macht 

(Kielstein2006). In Tieren erhöht eine fett- und cholesterinhaltige Diät den 

SDMA-Spiegel (Kielstein2006). Bei intensivpflichtigen Patienten korreliert 

SDMA sehr gut mit dem Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) und ist 

ein Marker renaler und hepatischer Dysfunktion (Nijveldt2003a).   

SDMA gilt als kombinierter Risikofaktor der renalen Dysfunktion und des 

Ausmaßes der KHK (Bode-Boeger2006).  

In vitro hemmt SDMA die Synthese von NO. Dieser Effekt kann durch L-Arginin, 

nicht jedoch durch D-Arginin aufgehoben werden (Bode-Boeger2006).  
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Abb. 9: Metabolismus von SDMA aus Kielstein2009 

 

Bezüglich der Regulation und der pathophysiologischen Bedeutung von 

Methylarginin im akuten Nierenversagen exisitieren nur wenige Arbeiten: 

Carello et al. berichten von einem deutlichen SDMA- und einem geringen 

ADMA-Anstieg in bilateral nephrektomierten Ratten (Carello2006). Li Volti et al. 

zeigen, dass im Rattenmodell des Ischämie/Reperfusionsschadens der Niere 

der ADMA-Serumspiegel nach 3h Stunden auf dem Niveau der Kontrolltiere ist 

(Volti2008).  

Ein indirekter Hinweis auf eine pathophysiologische Bedeutung von 

Methylargininen im akuten Nierenversagen stellt das „L-Arginin-Paradox“ dar. 

Dieses bei verschiedenen Krankheitsbildern vorkommende Phänomen wurde 

durch diese Arbeitsgruppe auch im akuten Nierenversagen nachgewiesen 

(Schneider2003; Schramm1994). Methylarginine spielen wahrscheinlich eine 

entscheidende Rolle bei der Entstehung dieses Phänomens (Boeger2004). 
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1.4. Das L-Arginin-Paradox 

 

Schneider und Schramm zeigen (Schneider2003; Schramm1994), dass die 

Gabe von  L-Arginin im ischämischen akuten Nierenversagen zu einer 

Funktionsverbesserung mit vermehrter NO-Produktion führt. Auch bei  

Patienten mit Hypercholesterinämie, Atherosklerose oder Diabetes mellitus II 

erwies sich die Gabe von L-Arginin als vorteilhaft bezüglich der NO-Produktion 

(Bode-Boeger2007).  

Die Michealis-Menten-Konstante (Km) für L-Arginin an der isolierten eNOS 

beträgt ca 3µM (Cardounel2007). Die normale Plasma-Konzentration von L-

Arginin beträgt 100µM, bei verschiedenen Krankheitsbildern kann sie bis auf 

40µM absinken, wobei intrazelluläre Konzentrationen selten unter 200µM fallen 

(Leiper1999).  

Diese Daten suggerieren, dass die exogene Gabe von L-Arginin keinen Einfluss 

auf die Aktivität von eNOS haben sollte, da bereits eine ausreichende 

Sättigungskonzentration. In vitro wurde diese Tatsache bestätigt, indem die 

Gabe von L-Arginin zu isolierten Aortenringen die endothel-abhängige 

Vasodilatation nicht besserte (Muegge1991b). Trotzdem führt in vivo die Gabe 

von L-Arginin bei verschiedenen Krankheitsbildern zu einer funktionellen 

Verbesserung. Dieser „paradoxe“ Umstand wird als „L-Arginin-Paradox“ 

bezeichnet (Boeger2004). 

Es werden verschiedene Erklärungsmöglichkeiten für dieses Phänomen 

diskutiert (Abbildung 10):  

1.  Durch eine kompetitive Hemmung  des zellulären y+-Transportersystems 

durch Substanzen, die durch das gleiche System transportiert werden, könnte 

es zu einem intrazellulären Mangel an L-Arginin kommen, der nur durch die 

exogene Gabe mit entsprechenden extrazellulären Konzentrationsanstieg von 

L-Arginin überwunden werden kann. So werden Methylarginine durch dasselbe 

Transportsystem in die Zelle transportiert. ADMA besitzt eine deutlich höhere 

Affinität zu dem Transportsystem als L-Arginin, allerdings sind die Serum- 

Konzentrationen von ADMA in vivo nicht ausreichend für eine effektive 

kompetitive Blockade des Transportsystems (Closs1997, Bode-Boeger2007). 
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2. Als weitere mögliche Ursache wurden subzelluläre Kompartments des L-

Arginin-Pools mit einer niedrigen Konzentration in der Nähe von eNOS 

beschrieben (McDonald1997). In einem Mikrokompartment kommt es so zu 

einem raschen Verbrauch von L-Arginin durch eNOS. Das Enzym eNOS weist 

eine enge Co-Lokalisation mit dem kationischen Aminosäuretransporter 

„y+/CAT I“ auf (McDonald1997). Aus diesem Grund könnte ein Anstieg des 

Serum-L-Arginins über diesen Transporter zu einem schnellen Ausgleich des 

relativen intrazellulären Mangels an eNOS führen (Bode-Boeger2007).  

3. Als dritte Erklärungsmöglichkeit wird vorgeschlagen, dass es durch den 

Inhibitor ADMA zu einer direkten Blockade des eNOS-Enzyms mit Minderung 

der NO-Produktion kommt. Diese kompetitive Inhibierung könnte nur durch 

einen deutlichen intrazellulären Überschuss an L-Arginin nach exogener 

Supplementation überwunden werden, wobei ADMA an der Bindungsstelle des 

Enzyms verdrängt wird (Bode-Boeger2007, Boeger2004, Tsikas2000). 

  
 

Die dritte und letzte Erklärung scheint nur plausibel, falls folgende 

Voraussetzunge vorliegt: 

Der ADMA-Spiegel erreicht eine relevante Konzentration,  um die NO-

Synthase signifikant zu hemmen. 

Wie bereits dargelegt liegt ein erhöhter Serum-ADMA Spiegel in verschiedenen 

Krankheitsbildern unter anderem auch dem chronischen Nierenversagen vor 

(Bode-Boeger2007). Da ADMA zum Teil renal ausgeschieden wird (Bode-

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 10: 
Erklärungen 
für das 
 L-Arginin-
Paradox 
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Boeger2007), ist ein erhöhter Serumspiegel bei eingeschränkter Nierenfunktion 

wahrscheinlich. 

In vitro und in vivo Studien zeigen, dass ein extrazellulärer Anstieg der ADMA-

Konzentration zu einem intrazellulären Anstieg von der ADMA-Konzentration 

führt (Kohli2004, Cardounel2007). 

Die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50), d.h. die Konzentration, bei der 

eine halbmaximale Inhibition beobachtet wird, liegt bei ADMA  am  isolierten 

eNOS-Enzym bei ca 3,9µmol/L (Boeger2004). Im Homogenisat des Rattenhirns 

wurde die IC50 von ADMA mit 1,8µmol/L angegeben, an isolierten Aortaringen 

reicht die IC50 je nach Studie von 3µmol/L bis 15µmol/L (Boeger2004). Die 

intrazelluläre ADMA-Konzentration bei Normaltieren beträgt je nach Arbeit 

zwischen 4,7µM (Endothelzelle, Ratte) (Kohli2004), 3,6µM (Endothelzelle, 

Ratte) (Cardounel2007), 1,5µM (Nierenhomogenisat, Ratte) (Volti2008) bzw. 

5µM (Endothelzelle, Hase) (Tsikas2000). Diese Schwankungen sind neben 

dem Organsystem/Zelltyp auch auf verschiedene Messverfahren 

zurückzuführen, wobei die Serumkonzentration von ADMA im Blut als 

Referenzwert dienen kann. Setzt man diesen auf 0,8µM so scheint eine 

intrazelluläre ADMA-Konzentration zwischen 3-5µM wahrscheinlich. Dies 

bedeutet, dass der IC50 intrazellulär schon in Normaltieren erreicht wird.  

Eine effektive Minderung der NO-Produktion durch ADMA wird allerdings erst 

ab einer intrazellulären Konzentration von mindestens 8-10µM bewirkt. Dies ist 

darauf zurückzuführen, dass IC50 abhängig ist von der Inhibitionskonstanten 

(Ki), die ein Mass der Affinität des Inhibitors zu dem Enzym darstellt, sowie von 

der Michaelis-Menten-Konstanten (KM) und der Konzentration des Substrates:  

  

Ki von ADMA beträgt am isolierten eNOS-Enzym je nach Studie 0,4µM bis 

0,9µM. (Cardounel2007, Tsikas2000). 

Die Reduktion der NO-Produktion kann ein Maß für die inhibitorischen Wirkung 

von ADMA sein. Zur Berechnung der NO-Produktion stehen in Abhängigkeit zur 

Konzentration von ADMA und L-Arginin entsprechende Graphen zur Verfügung.  

Hierbei bezieht sich die Metaanalyse von Tsikas et al. auf den extrazellulären 
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ADMA/L-Arginin Quotienten (Tsikas2000, Abbildung 11), die Arbeit von 

Cardounel et al. auf den intrazellulären L-Arginin/ADMA Quotienten 

(Cardounel2007, Abbildung 12). 

 

 

Abb. 11: Einschränkung der NO-Produktion 

anhand des Verhältnises der L-

Arginin/ADMA Serummonzentration aus 

Tsikas2000 

Abb. 12: Einschränkung der NO-Produktion 

anhand des intrazellulären Verhältnises der 

Konzentration ADMA/L-Arginin aus 

Cardounel2007 

 

Zusammenfassend aus den vorhergehenden Kapiteln sollte ein Medikament, 

das eine funktionelle Besserung des ischämischen akuten Nierenversagens 

erzielen könnte, folgende Eigenschaften erfüllen: Erstens sollte eine 

nachgewiesene protektive Wirkung im Bezug auf Tiermodelle des Ischämie-

Reperfusionsschadens bestehen. Zweitens sollte das Medikament den NO-

Stoffwechsel möglichst auf verschiedenen Ebenen wie über eine Regulation der 

Expression oder Phosphorylierung der NO-Synthasen oder über die 

Methylarginine beeinflussen können, da diese Regulationsstufen protektiv im 

ischämischen akuten Nierenversagen wirken.   

 

1.5. Glitazone 

 

Glitazone werden als orale Antidiabetika zur Therapie des Diabetes mellitus 

Typ 2 verwendet. Ihre Wirkung basiert auf einer Reduktion der Insulinresistenz 

im Fettgewebe. Zusätzlich vermindern Glitazone die freien Fettsäuren durch 

eine vermehrte zelluläre Aufnahme und vermehrte Synthese von Triglyceriden. 
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Außerdem bewirken sie eine verstärkte Differenzierung von Prä-Adipozyten. Sie 

steigern den Verbrauch von Glukose im Muskel durch eine Aktivierung der Gen-

Expression des Glukose-Transporters 4 (GLUT-4). Zudem senken sie sowohl 

die hepatische Glukoneogenese als auch die Sekretion und Aktivität des 

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-alpha). Dieses Zytokin ist in den Prozess 

der gestörten Insulin-Aktivität in Muskelzellen involviert. Weitere Effekte 

betreffen die übrigen Komponenten des metabolischen Syndroms wie 

Hypertension, Inflammation oder endotheliale Dysfunktion (ED) (Iglesias2006). 

Auf molekularer Ebene sind Glitazone Agonisten des nuklären Rezeptors 

„peroxisome-proliferator activated “ (PPAR ). Nach Bindung an diesem 

Rezeptor erfolgt dessen Aktivierung zu einem Transkriptionsfaktor, der zwei 

verschiede Effekte auslösen kann (Abbildung 13): In der Transaktivierung, die 

DNA-abhängig ist, bildet PPAR  ein Heterodimer mit dem Retinoid X Rezeptor. 

Dieses Heterodimer erkennt verschiedene Antwort-Elemente (PPAR-response 

elements=PPRE) in der Promotorregion der Zielgene. Diese Bindung wiederum 

führt zur Transkription der Zielgene. Durch Binden der Agonisten an den 

Rezeptor unterläuft dieser eine konformationale Umformung, die die 

Rekrutierung von Co-Faktoren und Co-Aktivatoren ermöglicht. Durch diese 

Interaktion können verschiede PPRE auf dem DNA-Strang angesteuert werden. 

Neben der Transkription kann es ebenso zu einer Transrepression kommen. 

Hier blockiert die durch Liganden aktivierte PPAR  bestimmte 

Signaltransduktionswege, was zu einer verminderten Transkription der Zielgene 

führt. Die Transrepression ist DNA-unabhängig. Beispiele hierfür sind der 

Nuklear- B (NF- B) Signalweg, das TRE-Antwortelement oder der STAT-

Signalweg (Abbildung 13, Yki-Jaervinen2004).  
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Glitazone werden hauptsächlich hepatisch über Cytochrom P450 (CYP) 2C8 zu 

inaktiven Metaboliten abgebaut. Weniger als 1% des Medikaments wird im Urin 

in unveränderter Form ausgeschieden. Die Plasmakonzentration entwickelt sich 

im Zeitverlauf bei nierengesunden Patienten und bei Patienten mit leicht-, 

mittel- oder hochgradiger Nierenfunktionseinschränkung gleich. Diese 

Ergebnisse bestätigten sich auch beim Vergleich des Konzentrationsverlaufes 

zwischen gesunden und Hämodialysepatienten (Iglesias2006). 

Aufgrund dieser Eigenschaften eignen sich Glitazone speziell zur Behandlung 

eines Diabetes Mellitus Typ 2 bei Patienten mit eingeschränkter Nierenfunktion. 

Die Glitazonderivate Rosiglitazon und Pioglitazon können den HbA1c um ca. 

0,5%-1,5% senken. In Europa sind nur Kombinationstherapien mit 

Sulfonylharnstoffen zugelassen, wenn eine Unverträglichkeit oder 

Kontraindikation bezüglich Metformin besteht. (Iglesias2006). 

 

Neben Ihrer antidiabetogenen Wirkung besitzen PPARy-Agonisten 

verschiedene pleiotrope Eigenschaften: Sie üben einen protektiven Effekt in der 

Kanzero- (Fujisawa2008a, Nakajima2008) und Organogenese (Wada2006), in 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 13: 

Molekularer 

Wirkmechnismus 

PPAR Agonisten 

aus 

 YkiJaervinen2004  
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der Entstehung einer Schockreaktion (Abdelrahman2005), in der Parkinson-

Erkrankung (Kumar2009), in der Inflammationsreaktion und im 

Ischämie/Reperfusionsschaden aus. Aufgrund des ubiquitären Vorkommens 

des PPAR -Rezeptors wirken diese Eigenschaften auf verschiedene 

Organsysteme. (Abdelrahman2005). 

 

1.5. Arbeitshypothese 

 

Die Applikation von Glitazonen führt im Tiermodell zu einer Verminderung des  

Ischämie/Reperfusionsschadens  sowohl der Lunge (Okada2002), des 

Intestinums (Nakajima2001), des Magens (Wada2004), des Cerebrums 

(Kaundal2009) als auch des Myokards (Gonon2007). Der genaue 

Mechanismus ist hier nicht geklärt, man vermutet eine multifaktorielle 

Wirkungsweise (Sivarajah2003): Eine entscheidende Komponente ist hierbei 

der antiinflammatorische Effekt, der in jedem der Modelle zu finden ist. Diese 

äußert sich durch eine reduzierte Expression von Entzündungsmarkern wie 

iNOS oder von Marken einer Markophageninfiltration (Cuzzocrea2004a).  

In Studien des Maus- und Rattenmodells der Myokardischämie konnten durch 

die Arbeitsgruppe um Ye neben dem antiinflammatorischen Effekt Einflüsse der 

Glitazone auf verschiedenen Ebenen des eNOS-Signalweges nachgewiesen 

werden: Diese umfassen neben einer Steigerung der Expression des Gesamt-

eNOS (Ye2008) auch eine partielle Steigerung von eNOS phosphoryliert an 

Serine 1177 (Ye2008) oder Serine 633 (Ye2006). Schließlich konnte der 

protektive Effekt von Rosilgitazon im Modell der Myokardischämie in eNOS-

Knockout Mäusen nicht mehr nachgewiesen werden (Gonon2007).  

Ein Defekt der eNOS-vermittelten NO-Produktion spielt auch eine zentrale Rolle 

im ischämischen akuten Nierenschaden: eNOS-Knockout Mäuse zeigen einen 

deutlich größeren I/R-Schaden der Niere als entsprechende Wild-Typ Tiere 

(Schrier2004).  Auf der anderen Seite ist eine verstärkte Gesamtexpression von 

eNOS (Schneider2003) oder eine verstärkte Expression von p-eNOS Ser1177 

(Satake2008) mit einem geringeren I/R-Schaden assoziiert.  
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Aus der Tatsache, dass Glitazone einen protektiven Effekt im I/R-Schaden 

besitzen und dass PPARy-Rezeptoren auch in der Niere exprimiert werden 

(Iglesias2006b), ließ sich die erste Arbeitshypothese ableiten:  

 

Die Gabe von Glitazonen bewirkt wie in anderen Organsystemen auch in der 

Niere eine Verminderung des akut induzierten Ischämie/Reperfusionsschadens. 

 

Da die Besserung des I/R-Schadens im Myokard über eine Vermittlung des 

eNOS-Signalweges verläuft und dieser Signalweg im ischämischen 

Nierenversagen von zentraler Bedeutung ist, lautete die zweite 

Arbeitshypothese: 

 

Der protektive Effekt von Glitazonen im Tiermodell des ischämischen akuten 

Nierenversagens beruht auf einer Beeinflussung des eNOS-Signalwegs.  

 

Neben einer direkten Steigerung der NO-Produktion im NO-Signalweg durch 

verstärkte Phosphorylierung oder Gesamtexpression von eNOS, existieren 

auch Faktoren, die den eNOS-Signalweg indirekt beeinflussen: So supprimiert 

eine verstärkte Expression von iNOS die NO-Produktion durch eNOS 

(Schwartz1997). Das  Methylarginin ADMA, ein Derivat des NOS-Substrates L-

Arginin, wird als kompetitiver Inhibitor des eNOS-Signalweges beschrieben 

(Foerstermann2006). In der Literatur finden sich Hinweise, dass Glitazone 

sowohl die Expression von iNOS (Cuzzocrea2004a) als auch den Serumspiegel 

von ADMA (Stuehlinger2002, Wakino2005) senken. Folglich ist auch eine 

indirekte Beeinflussung denkbar. Dies führte zu einer Modifikation der zweiten 

Arbeitshypothese: 

 

Der protektive Effekt von Glitazonen im Tiermodell des ischämischen akuten 

Nierenversagens beruht auf einer direkten und/oder indirekten Beeinflussung 

des eNOS-Signalwegs. 
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Diese Hypothesen sollten anhand des etablierten 

Ischämie/Reperfusionsmodells des akuten Nierenversagens an der Ratte 

untersucht werden. Hierbei sollten funktionelle Daten anhand von Inulin und 

PAH Messungen aus Blut und Urin ermittelt werden. Die Analyse der 

Nierenhomogenisate bezüglich Proteinexpression und mRNA erfolgte mittels 

real-time PCR und Western-Blot. Die Serumanalysen von ADMA und SDMA 

wurden in einer Kooperation mittels der Gaschromatographie durchgeführt.  

Unter den verschiedenen synthetischen Glitazonen, die in den einzelnen  

Tiermodellen angewandt wurden, wurde für die vorliegende Arbeit Rosiglitazon 

ausgewählt.  Rosiglitazon ist der potenteste und selektivste PPARy-Agonist 

(Iglesias2006b). Es besteht eine gute Korrelation zwischen der in vitro 

gemessenen Potenz und Selektivität der Glitazone und ihrem klinischen Effekt 

in vivo wie zum Beispiel die Fähigkeit zur Senkung des Blutzuckerspiegels. 

(Sivarajah2003). Folglich sollte auch im vorliegenden Versuchsaufbau 

Rosiglitazon den stärksten Effekt von allen Glitazonen besitzen.  
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2. Material und Methoden 

 

2.1. Gewinnung der Proben 

 

2.1.1. Versuchstiere  

Versuchstiere waren weibliche Sprague Dawley Ratten der Firma Charles River 

Deutschland GmbH mit einem durchschnittlichen Gewicht zwischen 200-250g. 

Eine artgerechte Haltung entsprechend den Richtlinien des deutschen 

Tierschutzgesetzes war gewährleistet. Die Tiere waren einem Hell-Dunkel-

Zyklus ausgesetzt, erhielten Standardfutter und freien Zugang zum 

Trinkwasser. Die Unterbringung im Tierstall erstreckte sich über mindestens 24 

Stunden vor der Operation. Die Tötung erfolgte gemäß den Richtlinien für 

Tierversuche. 

 

2.1.2. Versuchsgruppen 

Es erfolgte eine Einteilung der Tiere in 5 Gruppen.  

In der ersten Gruppe wurde durch Abklemmen der Nierenarterien ein akutes 

Nierenversagen hergestellt. Anschließend erfolgte die Gabe einer NaCl-Lösung 

in einer Verdünnung von 0,9% Diese Gruppe wird im weiteren als 

„Clamp+NaCl“ Gruppe bezeichnet. 

In der zweiten Gruppe wurde den Tieren nach dem Abklemmen anstatt der 

NaCl-Lösung das Medikament Rosiglitazon im gleichen Volumen appliziert. 

Diese Gruppe wird im weiteren als „Clamp+RGZ“ Gruppe bezeichnet. 

Die dritte Gruppe, die „Sham-Gruppe“, wurde einer Operation mit NaCl-Gabe 

jedoch ohne Ligatur der Nierenarterien unterzogen.  

Bei der vierten Gruppe, der Sham+RGZ Gruppe, erfolgten eine Operation ohne 

Abklemmung der Arterie und die Applikation von Rosiglitazon. 

Anschließend wurdenn bei diesen vier Gruppen die später beschriebenen 

Entnahme- und Messoperationen durchgeführt. 

Die „Kontroll“-Gruppe wurde nur dieser Entnahme- und Messoperation 

unterzogen. 
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Die Einteilung der Versuchstiere in die fünf verschiedenen Gruppen erfolgte 

nach dem Zufallsprinzip. 

 

2.1.3. Operation zur Induktion des akuten Nierenversagens 

Mit Hilfe einer Wärmeplatte wurde eine konstante Körpertemperatur von 37°C 

gewährleistet. Zur Narkotisierung erhielten die Tiere Ketaminhydrochlorid 

(Ketavet , Pharmacia & Upjohn, Erlangen) in einer Dosierung von 100 mg/kg 

KG und Xylazinhydrochlorid  4% (Rompun , Bayer Vital, Aachen) in einer 

Dosierung von 10 mg/kg KG. Die Augen wurden mit Bepanthen Augen- und 

Nasensalbe (Hoffmann LA-Roche AG) vor Austrocknung geschützt. 

Der Zugang erfolgte in Seitenlage über einen Paravertebralschnitt von ca. 2cm 

Länge, die Nieren wurden aus der Fettkapsel herauspräpariert und das 

versorgende Gefäßbündel dargestellt. Die A. renalis wurde von Vene und 

Ureter separiert und angeschlungen. Nachdem die Wunde mittels eines sterilen 

Pflasters (Tegaderm , 3M Health Care, Borken, Deutschland) abgedeckt 

wurde, konnte die andere Flanke gleichfalls eröffnet und präpariert werden. 

Im Folgenden wurden die Aa. renales für eine Dauer von 45 Minuten 

abgeklemmt. Nach 15 Minuten Klemmzeit wurde der „Clamping+RGZ-Gruppe“ 

über eine Sonde Rosiglitazon in einer Dosierung von 0,2 mg/kg oral appliziert. 

Die Clamping-Gruppe erhielt statt dessen eine 0,9%ige NaCl-Lösung gleichen 

Volumens.  

Nach Ablauf der 45 Minuten Klemmzeit wurden zügig die Klemmen gelöst, die 

Bulkfäden entfernt und die Wunde mittels Muskel- und Hautnaht verschlossen.  

In der Aufwachphase bekamen die Tiere als Schmerzprophylaxe subcutan 2 

mg/kg KG Tramadol (Tramal®, Grünenthal GmbH, Aachen) gespritzt, außerdem  

0,5 ml 0,9% NaCl, um den Flüssigkeitsverlust auszugleichen.  

Die Operation der Sham-Gruppen erfolgte nach dem gleichen Schema ohne 

Abklemmung der a. renalis. 
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2.1.4. Mess- / Entnahmeoperation 

Die zweite Operation diente der Gewinnung von Urin- und Serumproben sowie 

der Entnahme der Nieren. Sie wurde ca. 24 Stunden nach der Erstoperation 

durchgeführt. 

Nach einer intraperitonealen Narkose wurde das Körpergewicht bestimmt. 

Nachdem die Tier in Rückenlage auf der Wärmeplatte fixiert worden waren, 

wurde zuerst die A. und V. inguinalis freigelegt. Kleinere Gefäßäste wurden  

unterbunden. Anschließend erfolgte über einen heparinisierten Katheter 

(Liquimin® N 25000, Hofmann La Roche AG, Katheter: Polyethylen 1 mm 

Außen-, 0,5 mm Innendurchmesser) die Applikation von 1,3 ml eines in 0.9% 

NaCl gelösten Gemisches aus 0,24% Fluorescein Isothiocyanat Inulin und 0,2% 

Paraaminohippursäure (jeweils Firma Sigma-Aldrich, München, Deutschland) in 

die eröffnete V. inguinalis. Die ersten 0,3 ml der Infusion wurden hierbei als 

Bolus verabreicht. Über einen Perfusor, der auf eine Laufgeschwindigkeit von 

1,2 ml / h eingestellt war, erfolgte die Gabe von 1 ml über einen Zeitraum von 

50 Minuten. 

Im zweiten Operationsschritt wurde ca. 20 Minuten nach der Bolusgabe die 

Harnblase freigelegt. Danach wurde sie eröffnet und ein Urinkatheter 

(Polyethylenschlauch, 1 mm Außendurchmesser) fixiert. Anhand einer am 

Katheter befestigten Messpipette war es möglich das Urinvolumen zu 

bestimmen. Die Messung des Volumens begann ca. 30 Minuten nach 

Bolusgabe und endete nach weiteren 20 Minuten gleichzeitig mit der PAH-

Inulin-Infusion. Der Urin wurde zu weiteren Untersuchung bei -20° asserviert. 

Im dritten Operationschritt wurde der Bauchraum eröffnet und die Aorta 

abdominalis freipräpariert. Das durch Punktion gewonnene Blut wurde in 

heparinisierte Glasröhrchen abgefüllt. Anschließend wurden die Röhrchen ei 

5°C und 4000 U/min für zehn Minuten zentrifugiert (Zentrifuge Heraeus, 

Megafuge 1.OR, Osterode). Der zellfreie Überstand wurde bei -20°C für weitere 

Messungen eingefroren. 

Der letzte Operationsschritt stellte die zügige Entnahme der Nierenorgane dar. 

Die Organe wurden direkt in eine Krebslösung (119,35 mM NaCl, 0,04 % KCl, 

0,03 % CaCl2, 11,94 mM KH2PO4, 11,94 mM MgSO4, 25,84 mM NaHCO3) 
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gelagert, um Zellschäden zu vermeiden. Anschließen wurden sie in flüssigen 

Stickstoff gefroren und bei -80°C aufbewahrt.  

 

2.2. Nierenfunktionsmessung 

 

Die Nierenfunktion wurde 24 Stunden nach der Erstoperation mittels der Inulin 

und PAH Clearance bestimmt. 

 

2.2.1. Inulin-Clearance 

Inulin ist Polymer, das aus einer Kette von Fructosemolekülen besteht. Sein 

Molekulargewicht beträgt in etwa 5kD. Das Fruktan wird im Primärharn frei 

filtriert. Im folgenden Tubulussystem erfolgt weder eine Rückresorption noch 

eine Sekretion oder Metabolisierung. Außerdem wird durch Inulin die 

Nierenfunktionsleistung nicht eingeschränkt.  

Die Inulin-Clearance ist das Volumen, das theoretisch in einer Zeiteinheit aus 

dem Plasma filtriert wird. Aufgrund der oben genannten Eigenschaften eignet 

sich Inulin als Indikatorsubstanz zur Bestimmung der glomeruläre 

Filtrationsrate. Die GFR lässt sich durch Messung der Inulin- und Urinwerte mit 

folgender Formel bestimmen: 

 

    min]/[ml
P

UV
GFR

In

InU  

mit VU = Urinvolumen pro Zeit, UIn = Inulinkonzentration in Urin und PIn = Inulinkonzentration im 

Plasma. 

 

Vor der Messung wurde ein Probenpuffer bestehend aus 1,15 g TES (N-

tris[Hydroxymethyl]methyl-2-amino-ethanesulfonicacid) und 1,00 g MES (2-[N-

Morpholino]ethanesulfonicacid) in 1 L Aqua dest. hergestellt. Mit Hilfe von  

Natronlauge wurde der Puffer auf ein pH von 7,4 eingestellt. Anschließend 

wurden die Urin- und Serumproben bei Zimmertemperatur aufgetaut, 

geschüttelt und im Verhältnis 1:500 mit Probenpuffer verdünnt. 

Zur photometrischen Messung wurde in der PAH-Inulin-Infusion ein mit 

Fluoreszein-Isothiozyanat gekoppeltes Inulin (FITC-Inulin, Fa. Sigma) benutzt.  
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Ein Fluoreszenz-Photometer (1420 VICTOR2 multilabel counter, Wallace, USA) 

regte die Proben mit einer Wellenlänge von 480 nm an. Die 

Emissionswellenlänge betrug 520 nm und ihre Intensität verhielt sich direkt 

proportional zur Inulinkonzentration der jeweiligen Proben. 

Zur Kallibrierung der Messwerte wurde ein Inulinstandard eingesetzt. 

   

2.2.2. PAH-Clearance 

Die Paraaminohippursäure (PAH) ist ein organisches Anion. Sie dient als 

Testsubstanz für den renalen Plasmafluss (RPF). PAH wird im Primärharn 

filtriert und im Tubulussystem sezerniert. Deshalb kann bei einer gesunden 

Nierenfunktion die PAH-Clearance näherungsweise den renalen Plasmafluss 

darstellen. 

 

RPF = ( VU x UPAH ) / PPAH  

 

mit VU = Urinvolumen pro Zeit, UPAH = PAH-Konzentration in Urin und PPAH = PAH-

Konzentration im Plasma. 

 

Die Ermittlung der PAH-Konzentrationen erfolgte photometrisch durch die 

modifizierte Anthron-Methode mit Azo-Kopplung. 

Die Serum– und Urinproben wurden bei Zimmertemperatur aufgetaut und in 

einem Reagenzglasmixer geschüttelt. Anschließend erfolgte die Verdünnung 

mit einem Probenpuffer, der aus 0,33 M 70%-Perchlorsäure (HClO4,Fa. Merck) 

hergestellt wurde. Durch Zentrifugieren und Entfernen des Überstandes konnte 

bei den Proben der Proteinanteil entfernt werden.  

Danach wurden die Proben mit 1 mg / ml Natriumnitrit (Fa Merck) und  5 mg / 

ml Ammoniumamidosulfat (Merck) jeweils gelöst in Aqua dest. versetzt. Nach 

der Gabe von 32%-iger HCl zu jeder Probe erfolgte eine erneute 

Durchmischung. Anschließend wurde den Proben das Azo-Kopplungsreagenz 

N-(1-Naphtyl)äthylen-Diammoniumchlorid (Merck) in einer Konzentration von 5 

mg/ml in Aqua dest. gelöst beigemischt.  

Nach 10 Minuten wurde die Reaktion des Reagenz mit PAH zu einem violetten 

Farbkomplex durch Äthanol (Merck) gestoppt. Abschließend wurden die Proben 
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bei 120000 rpm zentrifugiert. Die Extinktion des Farbkomplexes wurde in einem 

Spektralphotometer (DPC, Biemann GmbH, Bad Nauheim) bei einer 

Wellenlänge von 550 nm erfasst. Hieraus konnte bei bekannten molaren 

Extinktionskoeffizienten und bekannter Schichtdicke die Konzentration von PAH 

errechnet werden.     

 
 
2.3. Weitere Messungen 
 
2.3.1. Aufarbeitung der Proben 

Teile der bei –80°C gelagerten Proben wurden zur Aufarbeitung entnommen. 

Nach einer Zerkleinerung mittels eines Stahlmörsers wurde die Proben mit 

Lysispulver (Tris-HCl [pH 7,0], 25mM; reduziertes Glutathion, 7mM; EDTA [pH 

8,0] 0,5 mM; PMSF 0,2 mM; Leupeptin, 1µM; Pepstatin A 1µM; Trans-

Epoxysuccinyl-L-Leucylamiddobutane, 1µM; Trypsininhibitor 1mg/l) versetzt und 

mit einem Ultra-Turrax-Homogenisierer T8 (Ika Labortechnik, Staufen, 

Deutschland) homogenisiert. Anschließend wurde der Proteingehalt der Proben 

mit Hilfe des Bradford-Assays bestimmt (Bradford-Reagenz: Coomassie – Blue 

G250, 0,01%; 96%-Ethanol, 4,7%; 85% Phosphorsäure, 8,5%). Die Proben 

wurden entsprechend dem Proteingehalt mit Probenpuffer (Tris-Puffer 200 mM, 

6% SDS, 15% Glycerol, Bromthymolblau) versetzt und für  5 Minuten bei 95°C 

denaturiert.  Anschließend wurden die Proben portioniert und bei –20°C 

tiefgefroren. 

 

2.3.2. Western-Blot Analyse 

Nach Auftauen und Zentrifugieren wurden Proteinlysate bei einen Proteingehalt 

von 30µg auf ein 5%iges Sammelgel (TrisHCl, pH6,8 500µl; 

Acylamid/Bisacrylamid 40%,  

250µl; dd H20 1250µl; SDS 10% 18µl; APS 10% 7,5µl; TEMED 2,5µl) 

aufgetragen.  

Die Auftrennung  erfolgte über ein 10%iges Trenngel (TrisHCl pH 8,8 1000µl; 

Acylamid/Bisacrylamid 40%, 1000µl; dd H20 2000µl; SDS 10% 45µl; APS 10% 

15µl; TEMED 5µl) bei 125 Volt und 80mA über zwei Stunden. Der verwendete 
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Laufpuffer bestand aus  Tris Base 15,1g; Glycin 94g; SDS (10%) 50ml; auf 

1000ml H20. 

In einem mit Blottingpuffer (Tris Base 5,8g; Glycin 94g; SDS (10% aus 10ml) 

0,38g; auf 1000ml H20) gefüllten Tankblot (Fa. Biorad) wurde das Protein vom 

Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (Amersham Pharmacia Biotech, England) 

übertragen.  

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran für eine 

Stunde bei Raumtemperatur mit Blotto-Lösung (3%igem fettfreies Milchpulver in 

Tris-Puffer-Lösung-TBS (Tris, 20mM; NaCl, 150mM; ph7,5) und 0,1% Tween 

(Tween 20 pure, Serva, Deutschland) versetzt. 

Im nächsten Schritt wurden zu den  Membran nach dreimaligen, je 5 minütigem  

Waschen mit Waschpuffer (TBS-Tween-Puffer: Trisbase 20mM, NaCl 137 mM, 

Tween 20 0,05%) die entsprechenden Antikörper (Tabelle 2) in den genannten 

Konzentrationen in der Blotto-Lösung gegeben und für eine Nacht bei 4°C 

inkubiert. 
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Tab. 2: verwendete Antikörper im Western-Blot 

AK Firma Molekular 

Gewicht 

Kon-

zentration 

2. AK Kon-

zentration 

p-eNOS 
Ser1117 

 

BD 

Transduction 

Laboratories 

140 kDa 1 : 500 Rabbit-IgG, 

DAKO 

1 : 2.000 

p-eNOS 
Ser633 

 

Upstate 140 kDa 1 : 250 Rabbit-IgG, 

DAKO 

1 : 2.000 

p-Akt 
Ser473 

Cell Signaling 60 kDa 1 : 10.000 Rabbit-IgG, 

DAKO 

1 : 2.000 

DDAH-1 
 

Santa Cruz 

Biotechnology 

32 kDa 1 : 1.000 Goat-IgG, 

DAKO 

1 : 5.000 

DDAH-2 Abcam 36 kDa 1 : 1.000 Goat-IgG, 

DAKO 

1 : 5.000 

PRMT-1 
 

Santa Cruz 42 kDa 1 : 500 Mouse-IgG, 

DAKO 

1 : 10.000 

ED-1 Serotec 110 kDa 1 : 500 Mouse-IgG, 

DAKO 

1 : 10.000 

CC3 Cell Signaling 17 kDa 1 : 250 Rabbit-IgG, 

DAKO 

1 : 2.000 

ß-Aktin Sigma 44 kDa 1: 50.000 Mouse-IgG, 

DAKO 

1 : 10.000 

 

p-eNOS = phosphorylierte endotheliale NO-Synthase;  

DDAH = Dimethylarginindiaminohydrolase ; PRMT = Proteinargininmethyltransferase;  

CC3 = Cleaved caspase 3 

   

Daraufhin erfolgte ein dreimaliges Waschen mit Waschpuffer. Der zweite 

Antikörper, der mit Horseradish-Peroxidase markiert gegen den ersten 

Antikörper gerichtet war, wurde in entsprechender Konzentration in der 

Blottolösung für 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.  

Nach dreimaligen Auswaschen des Zweit-Antikörpers wurden die 

Detektionsreagenzien I und II (ECL, Amersham Pharmacia Biotech, England) in 
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gleichen Mengen zusammengemischt und luftblasenfrei auf die mit der 

Proteinseite nach obenliegenden Membran pipettiert. Nach fünf Minuten wurde 

überschüssiges Reagenz entfernt und im lichtgeschützten Raum eine High 

Performance Chemiluminiscence Film (Fuji, Japan) auf die Membran gelegt.  

Die Analyse des entwickelten Films durch densitometrische Bestimmung 

erfolgte mit der Quantity One-Software von BIO RAD Laboratories 

(Philadelphia, USA). 

 

2.3.3. real-time PCR 

Die schockgefrorenen Organe wurden einer RNA-Analyse mittels PCR 

unterzogen. Hierfür wurde die RNA mit Hilfe des „Qiagen RNA Isolation Kits“ 

(Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert. Nachdem die RNA-Konzentration 

bestimmt worden war, wurde die cDNA mittels des „iScript cDNA synthesis kit“ 

(Biorad, CA, USA) entsprechend der mitgelieferten Anleitung bestimmt: Die 

real-time PCR wurde entsprechend dem „iQ SYBR-Green Supermix RT-PCR 

system protocol“ (Biorad, CA, USA) durchgeführt. Zuerst wurden die Proben bei 

95°C für drei Minuten denaturiert, gefolgt von 46 Zyklen der Denaturierung, 

Annealing der Primer (63.8 °C eNOS; 59 °C iNOS), Elongation (72 °C, 30 s) 

und Fluorescence Analyse (83 °C eNOS;  78 °C iNOS) für 15s. Die Primer für 

iNOS waren 5'–GCAGGTTGAGGATTACTTCTTCCA-3 ' (sense) und  

5'-GCCCTTTTTTGCTCCATAGGAAA-3' (antisense), was RT-PCR-Produkt 

bestehend aus in einem 94 bp (Basenpaarne) resultierte. Die Primer für eNOS 

waren 5'-CACACTGCTAGAGGTGCTGGAA-3' (sense) und  

5'-TGCTGAGCTGACAGAGTAGTAC-3' (antisense), was in einem RT-PCR-

Produkt bestehend aus 109 bp resultierte. Für ß-Aktin waren die Primer  

5´-TCTACAATGAGCTGCGTGTG–3´ (sense) und  

5´-TACATGGCTGGGGTGTTGAA–3´ (antisense), was in einem RT-PCR 

Produkt bstehend aus 129 bp resultierte. Sämtliche PCR-Produkte wurden 

mittels einer Agarose-Gel Elektrophorese und einer Schmelzpunkt-Analyse auf 

ihre korrekte Größe getestet. Die quantitative Bestimmung wurde über die  

CT–Methode durchgeführt, die ß-Aktin als Referenz verwendet. Die 

Expression in den Kontrollproben wurde gleich 1 gesetzt.  
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2.3.4 Serum-Messungen 

Die Messung der Serum-Werte von Arginin, ADMA (Asymmetric 

Dimethylarginin) und SDMA (Symmetric Dimethylarginin) für sämtliche Tiere 

erfolgte im Labor von Professor Dr. Böger, Direktor des Instituts für klinische 

Pharmakologie des Universtitätsklinikums Hamburg-Eppendorf, mit der 

Flüssigchromatographie-Methode mit nachgeschalteter Massenspektrometrie 

(LC-MS/MS).  

 

2.4. Auswertungsverfahren und Statistische Methoden 

 

Die deskriptive Darstellung dieser Arbeit erfolgt als Mittelwert mit +/- 

Standardfehler (SEM). Zur Fragestellung der statistischen Signifikanz der 

Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen und den behandelten Gruppen 

wurde der t-Test für ungepaarte Stichproben verwendet.  

Signifikante Unterschiede im Vergleich zweier voneinander unabhängiger 

Stichproben wurden mit dem t-Test ermittelt. Signifikante Unterschiede wurden 

bei  einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p=probability) von unter 5% festgestellt.   
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3. Ergebnisse 

 

3.1.  Gewichtsverteilung 

 

Das mittlere Gewicht der Versuchstiere betrug zu Versuchsbeginn 210,5 g +/- 

3,3 g (MW +/- SEM). Zwischen den einzelnen Gruppen fanden sich zu 

Versuchsbeginn keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der 

Gewichtsverteilung (ANOVA). 

 

3.2.  Postoperative Messung funktioneller Parameter 

 

Zur Bestimmung der GFR wurde die Clearance von Inulin, zur Abschätzung des 

renalen Plasmaflusses wurde die Clearance von PAH nach den in Material und 

Methoden angegebenen Formeln gemessen (Schneider2003). 

 

3.2.1. Inulin – Clearance / PAH - Clearance 

Die Messung der Inulin-Clearance zeigte bei den Kontrolltieren einen Wert von 

0,94 +/- 0,12 ml/min, die Messung der PAH-Clearance ergab einen Wert von 

6,1 +/- 1,2 ml/min. Diese Werte stimmen mit dem in dieser Arbeitsgruppe 

etablierten Normbereich einer intakten Nierenfunktion überein (Fenske2005, 

Fischer2008, Freund2005, Schneider2003, Schneider2007, Raff2005).  Sowohl 

die Sham+NaCl Gruppe mit 0,84 +/- 0,23 ml/min für Inulin und mit 7,2 +/- 2,0 

ml/min für PAH als auch die Sham+RGZ Gruppe mit 0,69 +/-0,08 ml/min für 

Inulin und mit 7,25 +/- 0,8 ml/min für PAH lagen ebenfalls in diesem Bereich.  

Deutlich reduziert im Vergleich zu den Kontrollgruppen und zu den Sham-

Gruppen war die Clearance von Inulin und PAH bei den Gruppen mit 

induziertem Nierenversagen. Das Ausmaß dieses Abfalls steht für die 

Clamp+NaCl Gruppe im Einklang mit publizierten Studien der Arbeitsgruppe 

(Schneider2003, Schneider2007). Innerhalb der Clamping-Gruppen bestand 

jeweils ein signifikanter Unterschied zwischen der Clamp+NaCl Gruppe mit 

0,038 +/ 0,015 ml/min für Inulin und 0,19 +/- 0,06 ml/min für PAH und der 

Clamp+RGZ Gruppe mit 0,1 +/- 0,03 ml/min für Inulin und 0,81 +/- 0,25 ml/min 
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für PAH (Abbildung 14+15).  Insofern besserte sich unter der Gabe von 

Rosiglitazon die Inulin-Clearance um den Faktor 2,6, die PAH-Clearance um 

den Faktor 4,3. Im Vergleich zu den Sham-Gruppen bestand immer noch eine 

deutliche Reduktion um die Faktoren 8,4 (Sham+NaCl) und 6,9 (Sham+RGZ) 

für die Inulin-Clearance und um die Faktoren 8,8 (Sham+NaCl) und 8,9 

(Sham+RGZ) für die PAH-Clearance. 

Sivarajah et al. verwenden in ihrer Arbeit ein ähnliches Tiermodell und 

bestimmen die Creatinin-Clearance mit und ohne die Gabe von Rosiglitazon 

(Sivarajah2003). Diese zeigt im ischämischen Nierenversagen eine ähnliche 

Regulation wie die Inulin-Clearance. 

 

 

 

Abb. 14: Inulin-Clearance der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, Sham+Rosiglitazon, 

Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der Erstoperation, mit n=6. 

* = p<0,05 
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Abb. 15: PAH-Clearance der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, Sham+Rosiglitazon, 

Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der Erstoperation, mit n=6. 

* = p<0,05  

 

Zusammenfassend bessert die Gabe von Rosiglitazon sowohl die Inulin- als 

auch die PAH-Clearance im akuten Nierenversagn. Auffällig hierbei ist, dass 

sich die Inulin-Clearance durch Rosiglitazon etwas mehr als verdoppelt, 

während die PAH-Clearance sich mehr als vervierfacht.  

In der Literatur finden sich zwei mögliche Pathomechanismen, die die PAH-

Clearance beeinflussen (Schneider2003): Zum einen führt ein reduzierter 

Plasmafluss zu einem verminderten Angebot an PAH. Zum anderen ist eine 

verminderte   Sekretionsleistung der proximalen Tubuluszellen möglich, die bei 

Corrigan et al. im akuten ischämischen Nierenversagen bereits beschrieben ist 

(Corrigan1999). Um die Sekretionsleistung der proximalen Tubuluszellen zu 

bestimmen, wurde mit der  im Methodik-Teil angegeben Formel die PAH-

Nettosekretion errechnet. 

 

3.2.2. PAH-Nettosekretion 

Die Kontroll-Tiere hatten eine PAH-Nettosekretion von 200 µg/min +/- 30 

µg/min. Im Vergleich zu den beiden Sham-Gruppen zeigte sich kein 
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Unterschied. In der Clamp+NaCl Gruppe fiel die Sekretion auf 26,9 µg/min +/- 

3,8 µg/min. Die Gabe von Rosiglitazon in der Clamp-Gruppe besserte die PAH-

Nettosekretion um den Faktor 3,1 auf 82,7 µg/min +/- 7,7 µg/min (Abb. 16). Der 

Abfall der Nettosekretion in der Clamp+NaCl Gruppe entspricht in seiner Höhe 

(Faktoren 7,8 (Sham+NaCl) ) den Ergebnissen vorangegangener Arbeiten 

(Corrigan1999, Schneider2003). Der Abfall in der Clamp+RGZ ist mit dem 

Faktor 2,5 (Sham+NaCl und Sham+RGZ) deutlich geringer. Dieser deutliche 

Unterschied zwischen beiden Clamp Gruppen wurde bisher in der Literatur 

noch nicht beschrieben.  

 

 

Abb. 16: PAH-Nettosekretion der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, Sham+Rosiglitazon, 

Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der Erstoperation, mit n=6. 

* = p<0,05  

 

Durch die Gabe von Rosiglitazon bessert sich die Sekretionsleistung der 

Tubuluszellen. Das Ausmass der Besserung entspricht mit dem Faktor 3,1 

ungefähr der Inulin-Clearance mit 2,6. Da sich die PAH-Clearance um den 

Faktor 4,3 bessert, scheint neben der Sekretionsleistung auch die renale 

Durchblutung zuzunehmen.  
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Diese wird maßgeblich - wie in der Einleitung dargelegt - durch das Molekül NO 

reguliert. Die Mehrproduktion von NO durch die endotheliale NO-Synthase 

(eNOS) besitzt einen protektiven glomerulären Effekt sowohl im Bezug auf die 

Zellfunktion als auch auf die Durchblutung (Schrier2004, Goligorsky2002). 

 

3.3. Beteiligung des eNOS-Signalweges 

 

Eine Aktivitätssteigerung von eNOS mit einer Mehrproduktion von NO kann 

über eine Phosphorylierung des Enzyms an Serine Position 1177 bewirkt 

werden. Eine vermehrte Expression von p-eNOS Ser1177 wirkt im ischämisch 

induzierten Nierenschaden protektiv (Satake2008).   

Rosiglitazon verursacht in vitro eine verstärkte Aktivierung der eNOS über die 

Phosphorylierung an Ser1177 (Polikandriotis2005). Aus diesem Grund wurde 

die Expression von p-eNOS Ser1177 im Nierenhomogenisat mittels Western-

Blot Analyse untersucht. 

 

3.3.1. Phosphoryliertes eNOS Ser1177 

Die Western-Blot Analyse der aktivierten eNOS ergab, dass alle Gruppen eine 

signifikante Erhöhung der Expression von p-eNOS Ser1177 zur Kontrollgruppe 

aufwiesen. Die Sham+NaCl und die Sham+RGZ Gruppe sind mit 173 % +/- 10 

% und 162 % +/- 5 % signifikant erhöht. Auch der Vergleich der Kontrollgruppe 

zur Clamp+NaCl Gruppe mit 190 % +/- 10 % und zur Clamp+RGZ Gruppe mit 

180 % +/- 13 % ergab signifikante Expressionsanstiege. Es lagen keine 

signifkanten Unterscheide vor zwischen den Gruppen Sham+NaCl und 

Clamp+NaCl bzw. zwischen Sham+RGZ und Clamp+RGZ (Abbildung 17). 
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Abb. 17:  Expression der phosphorylierten eNOS Ser1177 / ß-actin der Gruppen Kontrolle, 

Sham+NaCl, Sham+Rosiglitazon, Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon, 24 Stunden nach der 

Erstoperation, n=6.  

*=p<0,05 zur Kontrollgruppe 

 

Ein Einfluss von Rosiglitazon auf die Phosphorylierung der eNOS an Ser1177 

ist nicht nachweisbar. Die Sham und Clamp-Gruppen hatten alle ein ähnliches 

Expressionsniveau, wobei der signifikante Anstieg um jeweils fast 100 % zur 

Kontrollgruppe auffällig war. Dieses Phänomen wird in dieser Arbeit erstmals 

beschrieben. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren die übrigen Tiere einem 

operativen Eingriff ausgesetzt. Deshalb scheint es möglich, dass ein 

perioperativer Stress eine Expressionssteigerung von p-eNOS Ser1177 bewirkt. 

 

Neben einer Phosphorylierung von eNOS an Ser1177 ist in vivo eine vermehrte 

Phosphorylierung an Ser633 durch den PPAR -Liganden Pioglitazon bekannt 

(Ye2008). Eine Phosphorylierung von eNOS Ser633 führt zu einer gesteigerten 

Enzymaktivität. 
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3.3.2. Phosphoryliertes eNOS Ser633 

Es zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Erhöhung der 

Expression von p-eNOS Ser633 um über 100 % in den Gruppen Sham+NaCl 

(219 % +/- 17 %), Sham+RGZ (225 % +/- 19 %) und Clamp+NaCl (228 % +/- 19 

%).  Innerhalb dieser drei Gruppen war das Expressionslevel nahezu identisch, 

es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Die Clamp+RGZ Gruppe 

hingegen erreichte mit 106 % +/- 17 % ein ähnliches Niveau wie die 

Kontrollgruppe. Somit ergab sich ein signifikanter Abfall der Clamp+RGZ 

Gruppe sowohl zur Clamp+NaCl Gruppe um den Faktor 2,2 als auch zu beiden 

Sham-Gruppen (Abbildung 18). 

 

 

Abb. 18:  Expression der phosphorylierten eNOS Ser633 / ß-actin der Gruppen Kontrolle, 

Sham+NaCl, Sham+Rosiglitazon, Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der 

Erstoperation, mit n=6 

*=p<0,05 zu Clamp + RGZ; #=p<0,05 zur Kontrollgruppe 

 

Dieses Ergebnis spricht nicht für eine vermehrte Produktion von NO durch 

eNOS im akuten ischämischen Nierenversagen durch Rosiglitazon, sondern für 

eine verminderte Produktion. In der Literatur findet sich kein Erklärungsansatz 

für diese Herabregulation der p-eNOS Ser633 durch Rosiglitazon. Auffällig ist 
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außerdem der Expressionsanstieg der beiden Sham-Gruppen und der Clamp + 

NaCl Gruppe zur Kontrollgruppe. Auch hier bietet sich analog zur Regulation 

von p-eNOS Ser1177 der operative Stress als mögliche Erklärung an. 

 

In der Literatur werden noch weitere aktivitätssteigernde Phosphorylierungen 

z.B. an Ser 114, Ser 617 beziehungsweise Dephosphorylierungen an Thr495 

beschrieben (Michell2002). In vielen dieser (De)Phosphorylierungen ist im 

Rahmen einer Signalkaskade die Phosphorylierung des Proteins Akt 

vorgeschaltet (Boo2002,  Harris2004).  

Folglich kann die Phosphorylierung von Akt ein Hinweis auf eine vermehrte NO 

Produktion über eine Regulation der (De)Phosphorylierung von eNOS sein. Aus 

diesem Grund wurde der Phosphorylierungsstatus des Signalproteins Akt 

untersucht. 

 

3.3.3. Akt-Phosphorylierung an Ser473 

Die Untersuchung der Expression dieses phosphorylierten Proteins ergab 

zwischen der Kontrollgruppe und den Sham Gruppen keinen signifikanten 

Anstieg. Ein signifikanter Unterschied bestand zwischen der Sham+NaCl 

Gruppe mit 147,5 % +/- 25 % und der Sham+RGZ Gruppe mit 105 % +/- 10 %. 

Die Clamp+NaCl Gruppe zeigte im Vergleich zur Sham+NaCl eine signifikante 

Erhöhung der Expression um den Faktor 1,86 auf 275 % +/- 60 % im Verhältnis 

zur Kontrolle. Analog war der Anstieg von Sham+NaCl auf Sham+RGZ um den 

Faktor 2,14 auf 225 % +/- 60 % im Verhältnis zur Kontrolle ebenfalls signifikant. 

Zwischen Clamp+NaCl und Clamp+RGZ zeigte sich keine signifikante Differenz 

(Abbildung 19).  
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Abb. 19: Expression von phosphoryliertem Akt Ser473 / ß-actin der Gruppen Kontrolle, 

Sham+NaCl, Sham+Rosiglitazon, Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der 

Erstoperation, mit n=6.  

*=p<0,05; #=p<0,05; & = p<0,05; § = p<0,05 zur Kontrollgruppe 

 

Der Unterschied zwischen Sham+NaCl und Sham+RGZ war zwar signifikant 

aber gering. Außerdem waren beide Sham-Gruppen gegenüber der 

Kontrollgruppe nicht signifikant verändert, was zusätzlich gegen einen 

substantiellen Effekt dieses Unterschiedes spricht. Die Induktion eines 

ischämischen Nierenversagens bewirkte ungefähr eine Verdopplung 

Expressionssteigerung von p-Akt in den Gruppen mit NaCl (86 %) und  in den 

Gruppen mit Rosiglitazon (114 %). 

Auch in anderen Arbeiten zeigt sich ein Expressionsanstieg von p-Akt im 

Tiermodell des ischämischen akuten Nierenversagens je nach Ischämie und 

Reperfusionszeit zwischen 30 % (Park2004), 100 % (Li2008) und 250 % 

(Xie2006).  

Somit ist die Phosphorylierung von Akt unabhängig von der Applikation von 

Rosiglitazon jedoch abhängig von der Induktion des Nierenversagens. 
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Zusammenfassend kann man folgern, dass die Verbesserung der renalen 

Funktion durch Rosiglitazon nicht durch eine verstärkte 

Phosphorylierungsreaktionen von Akt bzw. eNOS bewirkt wird. 

  

Eine vermehrte NO-Produktion durch eNOS kann im akuten ischämischen 

Nierenversagen auch direkt auf eine Expressionssteigerung der eNOS 

zurückgeführt werden (Chen2008, Liu2007, Yamashita2003, Yamasowa2005, 

Dobrian2004). 

In der Literatur finden sich verschiedene in vivo Studien, in denen durch die 

Gabe von Rosiglitazon die Expression von eNOS gesteigert wird (Gonon2007, 

Huang2008, Ye2008). Aus diesem Grund wurde die Expression der eNOS 

mRNA mittels PCR bestimmt. 

 

3.3.4. Expression der eNOS-mRNA 

Zwischen der Kontrollgruppe mit 100 % +/- 18,3 % und den Sham-Gruppen mit 

102 % +/- 16,5 % (Sham+NaCl) bzw. 83,3 % +/- 9,7 % (Sham+RGZ) bestand 

kein signifikanter Unterschied bezüglich des Expressionslevels relativ zu ß-

actin. Im Vergleich zu den Gruppen Kontrolle und Sham+NaCl war das 

Expressionsniveau der Clamp-Gruppen mit 22,9 % +/- 4,9 % (Clamp+NaCl) und 

57 % +/- 12,5 % (Clamp+RGZ) jeweils signifikant erniedrigt.  Die Expression 

von eNOS-mRNA war in der Gruppe Clamp+RGZ im Vergleich zur Gruppe 

Clamp+NaCl signifkant um den Faktor 2,46 höher. Das Ausmaß des 

Expressionsanstieges von eNOS-mRNA durch die Gabe von Rosiglitazon im 

akuten Nierenversagen wurde zusätzlich dadurch verdeutlicht, dass sich kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen Sham+RGZ und Clamp+RGZ 

zeigte. Das Expressionsniveau zwischen den Gruppen Sham+NaCl und 

Clamp+NaCl dagegen wurde signifikant um den Faktor 4,36 herabreguliert, der 

Faktor zwischen Sham+NaCl und  Clamp+RGZ betrug nur 1,8  (Abbildung 20). 
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Abb. 20:  Expression der eNOS-mRNA / ß-actin der Gruppen Kontrolle (n=8), Sham+NaCl 

(n=8), Sham+Rosiglitazon (n=8), Clamp+NaCl (n=7) und Clamp+Rosiglitazon (n=7) 24 Stunden 

nach der Erstoperation,  

*=p<0,05; #=p<0,05 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass Rosiglitazon den Expressionsabfall von eNOS im 

akuten ischämischen Nierenversagen deutlich reduziert.  

Chen et al. (Chen2008) zeigen in einem Rattenmodell des renalen 

Ischämie/Reperfusionsschadens, dass eine Änderung der eNOS-Expression 

auf mRNA-Ebene zu nahezu identischen Veränderungen auf Protein-Ebene 

führt. Zudem bestätigen zahlreiche Studien, dass eine Besserung der eNOS-

Expression im Tiermodell des renalen Ischämie/Reperfusionsschadens mit 

einer Besserung der renaler Funktionsparameter assoziiert ist (Liu2007, 

Yamashita2003, Foglieni2006, Chen2008).   

Deshalb weist die Regulation der mRNA-Expression in der vorliegenden Arbeit 

auf eine gleiche Regulation der Proteinexpression und somit auf eine vermehrte 

Produktion des protektiven NO hin.  

Allerdings kontrastiert der deutlich geringere Abfall der eNOS-Expression mit 

der moderaten Besserung der renalen Funktionsparameter im Nierenversagen: 

Während sich die Inulin-Clearance und PAH-Cleance von den Sham-Gruppen 
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auf die Clamp+RGZ Gruppe um fast 90 % verringert, beträgt der Unterschied 

zwischen Sham-Gruppen und der Gruppe Clamp+RGZ bezüglich der 

Expression von  eNOS-mRNA  maximal 40 %.  

Eine mögliche Erklärung für diese Diskrepanz ist der geringere 

Phosphorylierungsstatus von eNOS Ser633: Durch die Gabe von Rosiglitazon 

steigt die Expression von eNOS-mRNA um den Faktor 2,5 während die 

Expression von p-eNOS Ser633 um den Faktor 2,2 fällt.  Allerdings  bewirkt die 

Phosphorylierung an eNOS Ser633 nur eine schwache Aktivitätssteigerung im 

Vergleich zu dem nicht-phosphorylierten eNOS (Michell2002). 

Durch die Regulation der eNOS-mRNA lässt sich die Besserung der Inulin- und 

PAH-Clearance erklären, da eNOS, wie in der Einleitung dargelegt, vor allem 

die  glomerulär/vaskuläre Komponente im akuten Nierenversagen beeinflusst. 

Die im Vergleich zu unbehandelten Tieren deutlich erhöhte PAH-Nettosekretion 

im akuten Nierenversagen weist auf einen zusätzlichen tubulären Effekt durch 

die Applikation von Rosiglitazon hin.  

Hiervon ausgehend war aus zwei Gründe sinnvoll, im nächsten Schritt den 

iNOS-Signalweg zu untersuchen: 

1. Bezüglich der tubulären Komponente übt die induzierbare NO-Synthase 

(iNOS), deren Expression im ischämischen Nierenversagen deutlich gesteigert 

ist (Chen2008, Liu2007),  einen inflammatorisch zytotoxischen Effekt auf die 

Tubuluszellen aus (Golikorsky2002). 

2. Zudem wird - wie in der Einleitung dargelegt - ein inhibitorischer Effekt der 

iNOS auf eNOS postuliert (Heemskerk2009): Zum einen indirekt über einen 

Verbrauch von Tetrahydrobiopterin (BH4), das einen essentiellen Cofaktor der 

eNOS darstellt. Zum anderen direkt über die inhibitorische Wirkung von NO.  

 

In vitro und in vivo Studien am Inflammationsmodell verschiedener Organe 

weisen auf eine Reduktion der iNOS Expression durch Rosiglitazon hin 

(Cuzzocrea2004a, Cuzzocrea2004, Folch-Puy2006, Paola2006, Shiojiri2002). 

Die Beteiligung der iNOS Expression im akuten Nierenversagen unter Gabe 

von  Rosiglitazon wurde mittels realtime-PCR untersucht. 
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3.4.  Die Beteiligung des iNOS-Signalweges 

 

3.4.1. Expression der iNOS-mRNA 

Eine Anaylse der mRNA Regulation der induzierbaren NO Synthase zeigte 

keine signifikanten Unterschiede im Expressionsniveau zwischen den Gruppen 

Kontrolle (100 % +/- 33 %), Sham+NaCl (101 % +/- 21 %) sowie Sham+RGZ 

(68 % +/- 14 %). Die Expression von iNOS-mRNA in der Gruppe Clamp+NaCl 

war mit 392 % +/- 79 % gegenüber der Gruppe Sham+NaCl um den Faktor 3,9 

und gegenüber der Gruppe Sham+RGZ um den Faktor 5,8 erhöht. Die Gabe 

von Rosiglitazon im akuten Nierenversagen führt zu einem um den Faktor 2,3 

geringeren Expressionsanstieg (170 % +/- 21,5 %) im Vergleich zur 

Clamp+NaCl Gruppe. Durch diesen reduzierten Anstieg besteht kein 

signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe 

Clamp+RGZ. Allerdings besteht weiterhin ein signifkanter Unterschied zwischen 

der Clamp+RGZ-Gruppe und den Sham-Gruppen um die Faktoren 1,7 

(Sham+NaCl) bzw. 2,5 (Sham+RGZ) (Abbildung 21). 

 

Abb. 21:  Expression der iNOS-mRNA / ß-actin der Gruppen Kontrolle (n=8), Sham+NaCl 

(n=8), Sham+Rosiglitazon (n=8), Clamp+NaCl (n=7) und Clamp+Rosiglitazon (n=7) 24 Stunden 

nach der Erstoperation,  

§=p<0,05 zu Clamp+NaCl; #=p<0,05 zu Clamp+RGZ 
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Der Anstieg der iNOS-mRNA Expression wird im akuten Nierenversagen durch 

Rosiglitazon deutlich abgeschwächt. Hierdurch wird wahrscheinlich der 

zytotoxische Effekt des von iNOS produzierten NO auf die Tubuluszellen 

verringert. Deshalb kann die Besserung der tubulären Komponente durch 

Rosiglitazon gut durch die Regulation von iNOS erklärt werden. 

Auffällig ist außerdem, dass der Faktor der Abschwächung zwischen den 

Gruppen Clamp+NaCl und Clamp+RGZ mit 2,3 fast genau dem Anstieg der 

eNOS-mRNA Expression zwischen diesen beiden Gruppen entspricht (Faktor 

2,4).  

In der Literatur finden sich Hinweise in vitro (Wessells2006) und in vivo in 

Wildtyp-Ratten (Vaziri1999), dass eine vermehrte NO-Produktion die 

Expression der eNOS-mRNA in Endothelzellen senkt. Folglich könnte die 

Abnahme der iNOS-mRNA mit verminderter NO-Produktion die Zunahme der 

eNOS-mRNA bedingen. 

Ein weiterer Erklärungsansatz für einen Zusammenhang zwischen den 

Regulationen der beiden Enzyme  stellt die Inflammationsreaktion dar: 

Das Enzym iNOS ist im akuten Nierenversagen Mitauslöser und Marker der 

Inflammationsreaktion (Mark2005). In vielen Tiermodellen der 

Inflammationsreaktion und Gewebsschädigung zeigt sich neben einer 

gesteigerten iNOS Expression eine reduzierte eNOS Expression (Zhou1997, 

Chen1997). Hierbei ist ein inhibitorischer Einfluss von inflammatorischen 

Zytokinen auf die eNOS-Expression nachgewiesen (Valerio2006).    

In vivo Studien am Inflammationsmodell zeigen, dass die durch Gabe von 

Rosiglitazon neben der Senkung der Expression von iNOS auch eine 

Abschwächung der Inflammationsreaktion (Chatterjee2002, Rodriguez-

Reynoso2004a) und eine geringere Gewebsschädigung bewirkt wird. 

(Volti2007, Abaraviciene2008, Liu2004). Im Tiermodell des akuten 

ischämischen Nierenversagens wird durch Rosiglitazon die 

Inflammationsreaktion abgeschwächt (Sivarajah2003).  

Um zu überprüfen, ob der postulierte inflammatorische und gewebstoxische 

Effekt von iNOS durch Rosiglitazon beeinflusst wird und ob die Inflammation die 
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inhibitorische Wirkung von iNOS auf eNOS vermitteln könnte, wurden im 

nächsten Schritt ein Marker der Inflammation und der Gewebsschädigung 

bestimmt. 

Als etablierte Methode zur Bestimmung der Inflammationsreaktion wurde das 

Zelloberflächenprotein ED-1 als Marker der Infiltration von Monozyten und 

Makrophagen bestimmt (Raff2005, Villanueva2006, Villanueva2007). 

 

3.4.2. Expression von ED-1 

In der Kontrollgruppe wurden 16,3 +/- 2,2 ED-1 positive Zellen gezählt, in der 

Sham+NaCl Gruppe 17,5 +/- 3,5 und in der Sham+RGZ Gruppe 24,3 +/- 1,7. 

Innerhalb der Sham-Gruppen bestand kein Unterschied, jedoch zwischen der 

Kontroll-Gruppe und Sham+RGZ. Die Clamp-Gruppe war mit 34,3 +/- 2,4 Zellen 

gegenüber allen anderen Gruppen signifikant erhöht. Die Clamp+RGZ Gruppe 

war mit 17,6 +/- 0,7 Zellen nur gegenüber der Clamp+NaCl Gruppe signifikant 

reduziert  (Abbildung 22).  

 

 

Abb. 22: Anzahl der ED-1 positiven Zellen pro µm
2 

der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, 

Sham+Rosiglitazon, Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der Erstoperation, 

mit n=6.  

* = p<0,05; # = p<0,05 zur Kontrollgruppe 
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Im akuten ischämischen Nierenversagen hemmt die Gabe von Rosiglitazon die 

Infiltration durch Monozyten/Macrophagen komplett. 

Für den signifikanten Anstieg um knapp 30% zwischen der Kontrollgruppe und 

der Gruppe Sham+RGZ findet sich keine adäquate Erklärung. Allerdings 

besteht kein signifikanter Unterschied zu der Gruppe Sham+NaCl. Folglich ist 

der Anstieg zwar signifikant jedoch wahrscheinlich nicht relevant. 

Zur Bestimmung des gewebsschädigenden Effekts wurde die Apoptoserate der 

Zellen bestimmt. Die Messung der Cleaved Caspase 3 (CC3) ist als Indikator 

für das Ausmaß der Apoptose etabliert  (Raff2005). 

Rosiglitazon senkt in verschiedenen Tiermodellen die Expression von CC3 mit 

entsprechender Besserung der Gewebsfunktion  (Choi2007, Doi2007, Liu2004, 

Abaraviciene2008). 

 

3.4.3. Expression der Cleaved Caspase 3 (CC3) 

Die  Expression der Cleaved caspase 3 zeigte keinen signifikanten Unterschied 

zwischen den Gruppen Kontrolle mit 100 % +/- 24 % und Sham+NaCl mit 98 % 

+/- 21 %. Zu beiden Gruppen war das Expressionslevel der Gruppe Sham+RGZ 

(199 % +/- 42 %) um ungefähr das doppelte und das Expressionslevel der 

Gruppe Clamp+NaCl (307 % +/- 54 %) um ungefähr das dreifache signifikant 

erhöht. Zwischen den Gruppen Sham+RGZ und Clamp+NaCl zeigte sich kein  

signifikanter Unterschied. Die Gruppe Clamp+RGZ zeigte mit 109 % +/- 17 % 

ein ähnliches Expressionsniveau wie die Gruppen Kontrolle und Sham+NaCl 

und war zu den Gruppen Sham+RGZ und Clamp+NaCl signifikant erniedrigt.   

(Abb. 23+24). 

 

Abb. 23: Exemplarischer Western-Blot der CC3-Expression der Gruppen Kontrolle, 

Sham+NaCl, Sham+Rosiglitazon, Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon (jeweils 3 Tiere) 24 

Stunden nach der Erstoperation. Zahlenskala in Kilodalton (kD). 
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Abb. 24: Expression von Cleaved-Caspase 3 der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, 

Sham+Rosiglitazon, Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der Erstoperation, 

n=9.  

* = p<0,05; § = p<0,05; n.s. = nicht signifikant 

 

Die Expression von CC3 steigt in unbehandelten Tieren im akuten 

Nierenversagen deutlich an. Die Gabe von Rosiglitazon im akuten 

Nierenversagen hemmt diesen Anstieg komplett.  

Analog zu ED-1 zeigt sich ein  signifikanter Anstieg der Expression von CC3 in 

der Gruppe Sham+NaCl, für den sich aktuell keine adäquate Erklärung findet. 

Die leichte Entzündungsreaktion durch Gabe von Rosiglitazon in Sham-Tieren 

hat kein Korrelat in der Expression von iNOS und in den funktionellen 

Parametern, bei denen sich jeweils kein signifikanter Unterschied zwischen den 

Kontrollgruppen und den Shamtieren zeigt. Dies deutet darauf hin, dass  der 

Anstieg im vorliegenden Fall wahrscheinlich nicht relevant ist.  

 

Insgesamt bestätigen die Ergebnisse zu CC3 und ED-1 die anhand der 

Regulation der iNOS-mRNA aufgestellten Vermutung, dass Rosiglitazon im 

akuten Nierenversagen die Inflammationsreaktion und den Gewebsuntergang 

deutlich mindert. Dadurch wird validiert, dass die Regulation der mRNA sich 
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auch auf der Proteinebene widerspiegelt und zu einer verminderten Produktion 

von zytotoxischen und proinflammatorischen NO führt. 

 

Bezüglich der Regulation der eNOS-mRNA stehen durch diese Ergebnisse nun 

drei Erklärungsmöglichkeiten zur Verfügung: 

1. Ein transkriptioneller Einfluss von Rosiglitazon auf eNOS. 

2. Ein direkter Einfluss von iNOS über den inhibitorischen Einfluss von NO. 

3. Ein indirekter Einfluss von iNOS über die Inflammationsreaktion. 

Eine Bewertung dieser Möglichkeiten folgt in der Diskussion. 

 

Ungeklärt bleibt die Frage, warum durch die Gabe von Rosiglitazon im akuten 

Nierenversagen trotzdem nur ca. 12 % (Faktor 8) an Clearance-Leistung im 

Vergleich zu den Shamgruppen erreicht wird. Durch die Gabe von Rosiglitazon 

im akuten Nierenversagen steigt das Expressionsniveau der eNOS-mRNA von 

25 % (Faktor 4) auf fast 60 % (Faktor 1,8) des Levels der Shamtiere. Der 

Anstieg der Expression iNOS-mRNA reduziert sich von einer Vervierfachung 

auf nur noch das 2fache im Vergleich zu den Shamtieren.  

Anscheinend existieren Faktoren, die eine stärkere Besserung der renalen 

Funktion verhindern, indem sie entweder die NO-Produktion von eNOS trotz 

erhöhter Expression abmildern oder die NO-Produktion von iNOS trotz 

erniedrigter Expression verstärken. Letzteres scheint eher unwahrscheinlich, da 

mit dem Abfall der Marker ED-1 und CC3 eine effektive verminderte NO-

Produktion von iNOS vorzuliegen scheint. Außerdem scheint der protektive 

Effekt von eNOS weitaus wichtiger für die  renale Funktion zu sein als der 

cytotoxische Effekt von iNOS (Schrier2004).  

Bezüglich eNOS bietet die verminderte Phosphorylierung an Ser633 im akuten 

Nierenversagen unter der Gabe von Rosiglitazon - wie bereits dargestellt - 

keine hinreichende Erklärung für die Diskrepanz zwischen der Regulation der 

Expression und funktionalem Effekt. 

Außerdem liegt durch die Gabe von Rosiglitazon neben einer Steigerung der 

Expression von eNOS wahrscheinlich zusätzlich auch eine höhere 

Gesamtaktivität des Enzyms vor: iNOS und die Inflammationsreaktion üben 
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einen stark hemmenden Einfluss auf die Aktivität von eNOS aus 

(Heemskerk2009). Durch deren Reduktion sollte sich die NO-Produktion von 

eNOS unabhängig von der Expression erhöhen. 

Aus diesen Gründen schien es sinnvoll, die Regulation von Faktoren zu 

untersuchen, die einen inhibitorischen Effekt auf die NO-Produktion von eNOS 

ausüben können. Wie in der Einleitung dargelegt, stellt das Asymmetrische-

Dimethyl-Arginin (ADMA) einen solchen Faktor dar.  

 

3.5. ADMA / DDAH 1 + 2 / PRMT 1 - Metabolismus 

 

ADMA entsteht durch der Proteolyse aus Arginin-Resten, die durch das Enzym 

PRMT (Protein-Arginin-Methyl-Transferase) methyliert wurden. Abgebaut wird 

ADMA durch die Dimethlyarginin-Diamino-Hydrolase (DDAH), zudem wird 

ADMA renal ausgeschieden. Die ADMA-Serumkonzentration ist bei renaler 

Funktionseinschränkung erhöht (Matsumoto2007, Volti2008). ADMA wirkt als 

kompetitiver Inhibitor zu L-Arginin am eNOS-Enzym: Es übt seine inhibitorische 

Wirkung nicht über eine Regulation der Expression sondern über eine 

Einschränkung der Aktivität des eNOS-Enzyms aus. 

PPAR -Agonisten senken ADMA, indem sie die Expression von DDAH erhöhen 

und somit den Abbau von ADMA verstärken (Stuehlinger2002, Wakino2005).  

 

3.5.1. Der ADMA - Serumspiegel 

Der Serumspiegel von ADMA zeigte sich im ANV gering, aber signifikant 

erhöht. Die Steigerung betrug ca. 19% in der Clamp+NaCl-Gruppe (1,08 µM +/- 

0,06 µM) und ca. 22% in der Clamp+RGZ-Gruppe (1,15 µM +/- 0,03 µM) jeweils 

zu der korrespondierenden Sham-Gruppe. Zwischen beiden Clamp Gruppen 

bestand kein Unterschied, ebenso zeigten sich zwischen der Kontrollgruppe 

(0,95 µM +/- 0,06 µM) und den Sham-Tieren (0,9 µM +/- 0,02 für Sham+NaCl 

bzw. 0,89 µM +/- 0,03 µM für Sham+RGZ) keine Signifikanz (Abbildung 25). 
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Abb. 25: Serumspiegel von ADMA in µM der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, 

Sham+Rosiglitazon, Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der Erstoperation, 

mit n=10. 

*=p<0,05; #=p<0,05 

 

Der ADMA-Serumspiegel ist im akuten Nierenversagen signifikant erhöht.  

Rosiglitazon übt keinen direkten Einfluss auf den ADMA-Serumspiegel aus. 

Hieraus ergaben sich zwei Fragestellungen: 

1. Welches sind die Ursachen des ADMA-Serumanstieges im akuten 

Nierenversagen? 

2. Welche Wirkung hat dieser Anstieg auf den NO-Stoffwechsel? 

 

Zu 1.: Welches sind die Ursachen des ADMA-Serumanstieges im akuten 

Nierenversagen? 

 Neben der renalen Ausscheidung bestimmen das ADMA-produzierende Enzym 

PRMT und zu einem großen Ausmaß die ADMA-abbauenden Enzyme  

DDAH 1 / 2 den Serumspiegel von ADMA. Das Enzym PRMT besitzt 10 

Isoformen. Die Messung der Isoform 1 als Indikator für die Produktion von 

ADMA ist etabliert, da es sich um ein Schlüsselenzym handelt und seine 
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Konzentration deutlich höher ist als die der anderen Isoformen 

(Matsuguma2006, Osanai2003). Deshalb wurde PRMT 1 neben DDAH 1 und 2 

mittels Western-Blot Analyse im Nierengewebshomogenisat bestimmt.  In der 

Literatur finden sich Hinweise, dass PPAR -Agonisten die DDAH 2 Expression 

steigern (Wakino2005). In einer in vitro Studie senkt ein PPAR -Agonist die  

PRMT 1-Expression (Osanai2003). 

 

3.5.2. Expression von PRMT 1  

Der Vergleich zwischen Kontrolle (100 % +/- 8 %), Sham+NaCl (92 % +/- 5 %) 

und Clamp+NaCl (106 % +/- 9 %) zeigte ein fast identisches Niveau der 

Expression von PRMT 1.  Auch zwischen den Gruppen Sham+RGZ (57 % +/- 

14 %) und Clamp+RGZ (68 % +/- 4 %) zeigte sich kein relevanter Unterschied. 

Die Gabe von Rosiglitazon war mit einer signifikanten Herabregulation um 43% 

von der Sham+NaCl auf die Sham+RGZ Gruppe beziehungsweise um 33% von 

der Clamp+NaCl auf die Clamp+RGZ Gruppe assoziiert (Abbildung 26). 

 

Abb. 26: Expression PRMT 1 der Gruppen Kontrolle (n=6), Sham+NaCl (n=8), 

Sham+Rosiglitazon (n=9), Clamp+NaCl (n=9) und Clamp+Rosiglitazon (n=7) 24 Stunden nach 

der Erstoperation, Kontrollgruppe als Referenzgruppe mit 100%. 

*=p<0,05; #=p<0,05 
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Die Expression von PRMT 1 ist abhängig von der Gabe von Rosiglitazon jedoch 

unabhängig von der Induktion eines ischämischen akuten Nierenversagens. 

Folglich stellt die Expression von PRMT 1 keine Erklärung für den 

Serumanstieg von ADMA im akuten Nierenversagen dar. 

 

3.5.3. Expression von DDAH 2  

Die Western-Blot Analyse der Expression von DDAH 2 ergab keine 

signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe (100 % +/- 15 %), den 

Shamgruppen (0,73 % +/- 16 % für Sham+NaCl bzw. 125 % +/- 20 % für 

Sham+RGZ) und den Clampgruppen (102 % +/- 19 % für Clamp+NaCl bzw. 

119 % +/- 19 % für Clamp+RGZ) (Abbildung 27). 

 

 

Abb. 27: Expression DDAH 2 der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, Sham+Rosiglitazon, 

Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der Erstoperation, Kontrollgruppe als 

Referenzgruppe mit 100%, n=9. 

 

DDAH 2 wird weder durch die Gabe von Rosiglitazon beeinflusst noch bewirkt 

es im akuten Nierenversagen den Anstieg von Serum-ADMA. 
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3.5.4. Expression von DDAH 1 

Die Expression des Isoenzyms  DDAH 1 wurde in den Gruppen Clamp+NaCl 

(71 % +/- 7 %) und Clamp+RGZ (70 % +/- 11 %) im Vergleich zu den Gruppen 

Sham+NaCl (94 % +/- 6 %) bzw. Sham+RGZ (104 % +/- 14 %) um jeweils ca. 

30% signifikant herabreguliert. Die Sham-Tiere weisen keinen Unterschied zu 

den Kontrollen (100 % +/- 6 %) auf (Abbildung 28). 
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Abb. 28: Expression DDAH 1 der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, Sham+Rosiglitazon, 

Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon, 24 Stunden nach der Erstoperation, Kontrollgruppe als 

Referenzgruppe mit 100%, n=9. 

*=p<0,05; #=p<0,05 

 

DDAH 1 wird durch die Applikation von Rosiglitazon nicht beeinflusst. Der Abfall 

der Expression von DDAH 1 (ca. 30 %) im akuten Nierenversagen korrelierte  in 

seiner Höhe mit dem Anstieg des ADMA-Serumspiegels (ca. 20 %).  

Insofern könnte die Regulation von DDAH 1 den Anstieg des ADMA-

Serumspiegels im akuten Nierenversagen erklären. 
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Zu 2.: Welche Wirkung hat dieser Anstieg auf den NO-Stoffwechsel? 

Um die Frage nach dem Einfluss von ADMA auf den NO-Stoffwechsel 

beantworten zu können, ist eine isolierte Bewertung des ADMA-Serumspiegels 

nicht hinreichend. 

Die Aminosäure L-Arginin dient als Substrat der NO-Synthasen. Der Mangel an 

Substrat stellt somit einen weiteren Faktor dar, der die NO-Produktion durch 

eNOS mindern kann. Der kompetitive Inhibitor ADMA verhindert eine Bindung 

von L-Arginin an dem Enzym eNOS und erhöht dessen Michaelis-Menten 

Konstante (Km). Das bedeutet, dass bei erhöhter ADMA-Konzentration eine 

erhöhte L-Arginin-Konzentration nötig ist, um die gleiche Bindungseffektivität zu 

erreichen (Bode-Boeger2007). ADMA senkt folglich die Aktivität des eNOS-

Enyzms. Das Ausmass dieser Wirkung ist von der Konzentration des L-Arginins 

abhängig. 

Um also den inhibitorischen Effekt von ADMA abschätzen zu können, war als 

nächster Schritt die Bestimmung des Serumspiegels von L-Arginin notwendig. 

 

3.6.  L-Arginin und der L-Arginin / ADMA-Quotient  

 

3.6.1. Der L-Arginin - Serumspiegel  

Der Serumspiegel von L-Arginin zeigte sich im ANV signifikant erhöht. Die 

Steigerung betrug ca. 61 % in der Clamp+NaCl-Gruppe (186 µM +/- 11 µM) und 

ca. 67 % in der Clamp+RGZ-Gruppe (173 µM +/- 12 µM) jeweils zu der 

korrespondierenden Sham-Gruppe. Zwischen beiden Clamp Gruppen bestand 

kein Unterschied, ebenso zeigten sich zwischen der Kontrollgruppe (93 µM +/- 

19 µM) und den Sham-Tieren (111 µM +/- 11 für Sham+NaCl bzw. 108 µM +/- 

28 µM für Sham+RGZ) keine Signifikanz (Abbildung 29). 

 



63 

 

 

Abb. 29: Serumspiegel von L-Arginin in µM der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, 

Sham+Rosiglitazon, Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der Erstoperation, 

n=10,  

* = p<0,05; # = p<0,05 

 

Analog zum ADMA-Serumspiegel ist der L-Arginin-Serumspiegel im akuten 

Nierenversagen signifikant erhöht und die Applikation von Rosiglitazon übt 

keinen direkten Einfluss auf den L-Arginin-Serumspiegel aus. 

Hierbei ist der Anstieg von L-Arginin mit 60 % dreimal höher als der Anstieg von 

ADMA (20 %).  

Folglich ist es möglich, dass der Mehranstieg des Substrates L-Arginin den 

Anstieg des Inhibitors ADMA überkompensiert. 

Trotzdem könnte aufgrund der niedrigen Inhibitionskonstanten (Ki = 0,9 µM) von 

ADMA (Boeger2004) gegenüber eNOS der L-Arginin Anstieg nicht ausreichen, 

um die inhibitorische Wirkung von ADMA auszugleichen.  

In der Literatur wird diese Frage beantwortet, indem ein  Quotient aus L-Arginin 

/ ADMA der NO-Produktion gegenübergestellt wird (Bode-Boeger2007, 

Tsikas2000).  

Aus diesem Grund wurde für jedes Versuchstier der Quotient aus L-Arginin und 

ADMA berechnet. 
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3.6.2. Der L-Arginin/ADMA Quotient 

Der Quotient aus L-Arginin und ADMA zeigte im Vergleich zu Sham+NaCl  

einen signifikanten Anstieg zu den Gruppen Clamp+NaCl und Clamp+RGZ um 

40 % bzw 20 %. Die Sham+RGZ waren zu keiner der übrigen Gruppen 

signifikant unterschiedlich. Die Clamp-Gruppen waren untereinander nicht 

signifkant unterschiedlich. Die Kontrolltiere zeigten bis auf die Gruppe 

Sham+RGZ zu allen übrigen Gruppen einen signifikanten Unterschied. (siehe 

Abbildung 30 und Tabelle 3). 

 

 

Abb. 30: Der Quotient aus L-Arginin und ADMA der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, 

Sham+Rosiglitazon, Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon, 24 Stunden nach der Erstoperation, 

n=10. 

# = p<0,05; * = p<0,05 zu der Kontrollgruppe, n.s. = nicht signifikant 

 

Das akute Nierenversagen bewirkt einen deutlichen Anstieg des L-

Arginin/ADMA-Quotienten in den unbehandelten Tieren. Nach der Gabe von 

Rosiglitazon lässt sich zwischen Sham und Clamp-Gruppe kein signifikanter 

Unterschied nachweisen. Allerdings findet sich keine signifikante 

Herabregulation des Quotienten unter das Niveau der Shamtiere. Diese 
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Herabregulation zeigt sich in der Metaanalyse von Bode-Böger et al. als 

Hinweis auf eine effektive Hemmung der NO-Produktion (Bode-Boeger2007).  

Die Möglichkeit, dass durch die Applikation von Rosiglitazon ein potentiell 

protektiver Effekt durch den Anstieg des L-Arginin/ADMA Quotienten im akuten 

Nierenversagen verhindert wird, ist unter Bezugnahme der diesbezüglich zur 

Verfügung stehenden Literatur (Bode-Boeger2007) eher unwahrscheinlich. Dies 

wird in Kapitel 4 bewertet werden.  

 

Um den inhibitorischen Effekt der errechneten Quotienten vergleichen zu 

können, wurde entsprechend der Formel aus der Metaanalyse von Tsikas et al. 

der inhibitorische Effekt im Bezug einen Normalwert/Referenzwert berechnet 

(Tsikas2000, Tabelle 3). 

 

  Kontrolle Sham+NaCl Sham+RGZ Clamp+NaCl Clamp+RGZ 

Mittelwert  
[L-Arginin] / [ADMA] 

90,39 125,25 119,14 175,85 150,37 

SEM 14,65 13,35 29,58 13,16 8,55 

log([L-Arginin] / [ADMA]) 1,96 2,10 2,08 2,25 2,18 

errechnete  
NO-Produktion  

in % zum Referenzwert  
96,99 103,92 102,86 111,14 107,81 

 

Tab. 3: Der Quotient, „standard error of the mean“ (SEM), log10 aus den Serumkonzentration 

von L-Arginin und ADMA der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, Sham+Rosiglitazon, 

Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der Erstoperation, mit n=10. Außerdem 

die errechnete NO-Produktion anhand der Formel:  

“(log([L-Arginin]/[ADMA]) * 48,97) + 1,19620 = NO-Produktion in %” (Tsikas2000) 

 

Auch der errechnete Vergleich des inhibitorischen Effekts anhand der NO-

Produktion zeigt, dass es in den Clamp-Gruppen keinesfalls zu einer 

Verstärkung des Effekts kommt. 

 

Zusammenfassend legen diese Ergebnisse nahe, dass in den Gruppen 

Clamp+NaCl und Clamp+RGZ - unabhängig von der eNOS-Expression - keine 

wesentliche Einschränkung der Aktivität von eNOS durch ADMA vorliegt.  
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Der Anstieg von ADMA im akuten Nierenversagen kann durch DDAH 1 erklärt 

werden. Die Ursache für den Anstieg von Serum-L-Arginin ist unklar. Aus 

diesem Grund wurde im nächsten Schritt die Serumkonzentration eines 

Inhibitors des zellulären L-Arginin-Transporters untersucht.  

 

3.7. SDMA  

 

Symmetrisches-Dimethyl-Arginin (SDMA) ist ein strukturelles Isomer zu ADMA. 

Im Gegensatz zu diesem wird es nicht metabolisiert sondern überwiegend renal 

ausgeschieden. In Studien zeigt es eine enge Korrelation zur Nierenfunktion 

(Kielstein2006). SDMA ist ein kompetitiver Inhibitor des L-Arginin-Transporters 

und mindert somit die intrazelluläre Aufnahme von L-Arginin. 

 

Der Serumspiegel von SDMA war im akuten Nierenversagen signifikant erhöht. 

Die Steigerung betrug ca. 380 % in der Clamp+NaCl-Gruppe (1,06 µM +/- 0,14 

µM) und ca. 400 % in der Clamp+RGZ-Gruppe (1,1 µM +/- 0,17 µM) jeweils zu 

der korrespondierenden Sham-Gruppe (0,28 µM +/- 0,02 µM für Sham+NaCl 

bzw. 0,28 µM +/- 0,03 µM für Sham+RGZ). Im Bezug auf die Kontrollgruppe 

(0,49 µM +/- 0,11 µM) betrug der Anstieg 215 % bzw. 220 % (Clamp+NaCl bzw. 

Clamp+RGZ). Im Vergleich zu den Kontrolltieren war die SDMA-Konzentration 

der Sham-Gruppen um jeweils 43 % signifikant erniedrigt (Abbildung 31). 
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Abb. 31: Serumspiegel von SDMA in µM der Gruppen Kontrolle, Sham+NaCl, 

Sham+Rosiglitazon, Clamp+NaCl und Clamp+Rosiglitazon 24 Stunden nach der Erstoperation, 

n=10.  

* = p<0,05; # = p<0,05; § = p<0,05 zu allen anderen Gruppen 

 

Der Serum-SDMA Spiegel steigt im akuten Nierenversagen unabhängig von 

Rosiglitazon im Vergleich mit den Shamgruppen um das vierfache an. Im 

Vergleich mit der Kontrollgruppe steigt der Spiegel um mehr als das doppelte 

an. Für die Herabregulation der Shamgruppen findet sich aktuell kein adäquater 

Erklärungsansatz.  

 

Der Anstieg von Serum-SDMA ist deutlich ausgeprägter als der Anstieg von  

ADMA oder L-Arginin. Der deutliche Anstieg könnte zu einer Hemmung des 

zellulären L-Arginin-Transporters führen. Dadurch könnte es parallel zu einem 

extrazellulären Anstieg des Serum-L-Arginins zu einem intrazellulären 

Substratmangel kommen. Dieser Mangel an L-Arginin könnte erklären, warum 

es trotz einer deutlich erhöhten eNOS-Expression durch Rosiglitazon nur zu 

einer schwachen Mehrproduktion von endothelialem NO kommt. 
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3.8. Zusammenfassung der Ergebnisse 

 

Die Gabe von Rosiglitazon bewirkt im ischämischen akuten Nierenversagen 

eine funktionelle Verbesserung der Inulin- und PAH-Clearance.  Die PAH-

Nettosekretion steigt unter Rosiglitazon an, was für eine zusätzliche Wirkung 

von Rosiglitazon auf die tubuläre Funktion spricht. Als Ursache für die 

Verbesserung wird ein Einfluss auf das NO-System vermutet.  

Rosiglitazon besitzt keinen Einfluss auf die Phosphorylisierung von eNOS an 

Ser1177 bzw. von Akt an Ser473 und nur einen inhibitorischen Einfluss auf die 

Phosphorylierung von eNOS an Ser633.  Allerdings steigert Rosiglitazon die im 

akuten Nierenversagen deutlich reduzierte mRNA-Expression von eNOS. Durch 

den glomerulär protektiven Effekt von eNOS kann die Clearance-Verbesserung 

unter Rosiglitazon erklärt werden. Hierbei ist jedoch eine Diskrepanz zwischen 

dem deutlichen Anstieg der eNOS-mRNA und der nur schwachen funktionellen 

Verbesserung auffällig. Diese kann durch die geringere Phophorylierung von 

eNOS an Ser633 unter Rosiglitazon nicht vollständig erklärt werden.   

Die Gabe von Rosiglitazon führt zu einer deutlichen Abmilderung des Anstiegs 

der iNOS-mRNA im ischämischen akuten Nierenversagen. Aufgrund des 

daraus resultierenden abgeschwächten tubulär-zytotoxischen Effektes von 

iNOS kann die Besserung der PAH-Nettosekretion unter Rosiglitazon erklärt 

werden. Zusätzlich kann iNOS über NO einen direkten Einfluss auf eNOS 

ausüben und so auch dessen Regulation erklären.  

Die Inflammationsreaktion und der Zellschaden im akuten Nierenversagen 

werden durch Rosiglitazon abgemildert, was sich in einer reduzierten Inflitration 

von ED-1 positiven Zellen und einer verminderten Expression der 

Apoptosemarkers CC3 widerspiegelt. Da eine abgeschwächte 

Inflammationsreaktion und verringerter Anstieg von iNOS zusätzlich die Aktivität 

von eNOS steigern, bleibt die Diskrepanz zwischen Regulation von eNOS und 

der mäßigen funktionellen Verbesserung bestehen bzw. wird verschärft. 

Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) hemmt als L-Arginin-Derivat eNOS 

kompetitiv. Es steigt im akuten Nierenversagen an, wird jedoch von 

Rosiglitazon nicht reguliert.  Dimethylarginin Diaminohydrolase (DDAH) baut 
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ADMA ab. Während die Isoform II nicht reguliert ist, fällt die Expression der 

Isoform I im akuten Nierenversagen genau um den Anteil ab, um den ADMA 

ansteigt und könnte so den Anstieg von ADMA erklären. Das an der Entstehung 

von ADMA maßgeblich beteiligte Enzym Proteinargininmethyltransferase 1 

(PRMT 1) zeigt abhängig von der Rosiglitazon-Applikation jedoch unabhängig 

von der Induktion des Nierenversagens eine signifikante Herabregulation.  

Der Serumspiegel von L-Arginin, welches das Substrat der eNOS darstellt, 

steigt im akuten Nierenversagen signifikant an. Dieser Anstieg ist deutlich höher 

als der Anstieg des „kompetitiven Gegenspielers“ ADMA, was sich auch im 

Anstieg des Quotienten aus L-Arginin und ADMA im akuten Nierenversagen 

widerspiegelt. Aufgrund dieser Tatsache scheint es unwahrscheinlich, dass 

ADMA einen entscheidenden inhibitorischen Einfluss auf das unter Rosiglitazon 

gesteigerte eNOS im akuten Nierenversagen ausübt. 

Symmetrisches Dimethylarginin (SDMA) hemmt den transzellulären Transport 

von L-Arginin. Die Serumkonzentration von SDMA steigt im akuten 

Nierenversagen deutlich an und könnte daher für den L-Arginin Serumanstieg 

verantwortlich sein. Zudem könnte es hierdurch zu einem intrazellulären Mangel 

an L-Arginin kommen. Aus diesem Grunde könnte trotz deutlich erhöhter 

eNOS-Expression unter Rosiglitazon aufgrund des Substratmangels nur eine 

geringe Mehrproduktion von NO vorliegen.  

Hierdurch könnte die Diskrepanz zwischen der deutlichen Heraufregulation von  

eNOS und der nur mäßig funktionellen Verbesserung unter Rosiglitazon erklärt 

werden.  
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4.   Diskussion 

 

4.1.  Methodik 

 

Das angewandte Tiermodell des induzierten renalen Ischämie-Reperfusion 

Schadens durch beidseitiges Abklemmen der arteriae renales ist im Institut 

etabliert und standardisiert. Die komplexen Messverfahren der Inulin- und der 

PAH-Clearance entsprechen ebenfalls einem standardisierten Protokoll, 

wodurch eine gute Reproduzierbarkeit mit hinreichender Genauigkeit 

gewährleistet ist. Die weiteren Analysen wurden durch etablierte und 

standardisierte Methoden durchgeführt, die in mehreren  Publikationen der 

Arbeitsgruppe veröffentlicht sind (Raff2005, Schneider2003, Schneider2007).  

 

4.2.  Nierenfunktion 

 

Zunächst wurde in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Rosiglitazon im 

akuten ischämischen Nierenversagen auf die Nierenfunktion untersucht. Hierfür 

wurde ein etabliertes Rattenmodell herangezogen. Der Abfall von Inulin- und 

PAH-Clearance in der Ischämie entspricht in seinem Ausmaß dem Abfall 

vorangeganger Arbeiten (Schneider2003, Schneider2007, Fenske2005).  

Eine erniedrigte Inulin – Clearance weist auf eine reduzierte GFR und damit auf 

einen glomerulären Nierenschaden in der Ischämie hin (Schrier2004).  

Die Gabe von Rosiglitazon besserte im ischämischen Nierenschaden sowohl 

die Inulin – Clearance als auch die PAH – Clearance und damit die GFR und 

den RPF um mehr als das doppelte. Allerdings bestand trotz Besserung der 

Nierenfunktion unter Rosiglitazon eine Reduktion der jeweiligen Clearance um 

ca. 70 % vom Ausgangswert.  

Die Studie von Sivarajah et al. zeigt, dass durch die Gabe von Rosiglitazon im 

akuten ischämischen Nierenschaden der Abfall der Creatinin-Clearance von 90 

% auf 80 % vom Ausgangswert gemindert wird (Sivarajah2003). Die Creatinin-

Clearance stellt eine Berechnungsgrundlage der GFR wie die Inulin-Clearance 

(Kuhlmann2008). Deshalb bestätigen die vorliegenden Ergebnisse die Studie 
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von Sivarajah et al.. In der Studie von Chaterjee et al. wird durch einen PPAR -

Agonisten in einem Modell des Ischämie-Reperfusionsschadens bei Ratten 

lediglich eine Verbesserung der Creatinin-Clearance von 98 % Abfall auf 94 % 

des Ausgangswertes erreicht. Dieser Unterschied könnte in der 

unterschiedlichen Reperfusionszeit und in der Verwendung von 15dPGJ2 als 

PPAR -Agonisten liegen, der noch weitere PPAR -unabhängige Funktionen 

besitzt und zudem PPAR  nicht so stark aktiviert wie Rosiglitazon 

(Chatterjee2004a). In der Studie von Sivarajah et al. korreliert das Ausmaß der 

Nierenfunktionsverbesserung mit der Spezifität und der Konzentration des 

PPAR -Agonisten (Sivarajah2003).  

In den zitierten Arbeiten (Chatterjee2004a, Sivarajah2003) gilt die gebesserte 

Creatinin-Clearance als Hinweis auf eine Verringerung des glomerulären 

Schadens. Analog kann man folgern, dass Rosiglitazon den glomerulären 

Schaden im akuten ischämischen Nierenversagen reduziert.  

Im akuten Nierenversagen war die PAH – Clearance um über 90 % reduziert, 

was einer Reduktion des renalen Plasmaflusses entspricht. Da ein verminderter 

RPF zu einer eingeschränkten GFR führt, ist es verständlich, dass die GFR und 

RPF in einem ähnlichen Ausmaß reduziert werden (Schneider2007). 

Eine Minderung der PAH – Clearance kann nicht nur aus einer Minderung der 

renalen Perfusion sondern auch aus einer Abnahme der Sekretion von PAH im 

proximalen Tubulus resultieren. Um diese Sekretion zu bestimmen, wird die 

PAH – Nettosekretion aus PAH – Clearance und GFR berechnet 

(Schneider2007). Die PAH – Nettosekretion war in der Ischämie reduziert, was 

den Ergebnissen vorangegangener Arbeiten entspricht und als Hinweis für eine 

tubuläre Funktionseinschränkung gewertet werden kann (Schneider2007, 

Corrigan1999). Insofern bestätigt das Modell die in mehreren Reviews 

publizierte Ansicht, dass der Schaden in der renalen Ischämie sowohl eine 

glomeruläre als auch eine tubuläre Komponente besitzt (Lameire2005c, 

Schrier2004). 

Durch die Gabe von Rosiglitazon wird im akuten Nierenversagen die PAH-

Nettosekretion verdreifacht. Folglich scheint Rosiglitazon eine protektive 

Wirkung auf den Tubulus auszuüben. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ist PAH-
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Nettosekretion in der Clamp+RGZ Gruppe immer noch deutlich um über 70% 

reduziert.  

In verschiedenen Studien wird die fraktionelle Natrium-Exkretion als Indikator 

eines tubulären Schadens im ischämischen akuten Nierenversagen 

herangezogen (Chatterjee2004a, Letavernier2005, Sivarajah2003). Die 

fraktionelle Natrium-Exkretion wird im ischämischen akuten Nierenversagen  bei 

Sivarajah et al. durch Rosigliatzon und bei Chatterjee et al. durch 15 PGJ2 

jeweils um die Hälfte reduziert und bestätigt damit die Hypothese einer deutlich 

geringeren tubulären Schädigung durch Rosiglitazon. Ebenso zeigt sich in 

Zusammenschau dieser Studien und der vorliegenden Arbeit, dass dieser 

tubuläre Effekt mit einer Verbesserung um den Faktor 3,1 stärker ist als der 

glomeruläre Effekt mit einer Verbesserung um den Faktor 2,6.    

Da sich die PAH-Clearance um den Faktor 4,3 verbessert, scheint neben der 

gesteigerten PAH-Nettosekretion auch die renale Durchblutung durch die Gabe 

von Rosiglitazon gesteigert zu sein.  

 

Zusammenfassend bessert die Gabe von Rosiglitazon im akuten ischämischen 

Nierenversagen sowohl glomeruläre und tubuläre Funktionsparameter als auch 

die Perfusion. 

Nachdem die Wirksamkeit von Rosiglitazon im ischämischen akuten 

Nierenversagen sowohl auf glomerulärer als auch auf tubulärer Ebene gezeigt 

wurde, war der Wirkmechanismus von Rosiglitazon Gegenstand der folgenden 

Untersuchungen. 

 

Naheliegend ist eine Wirkung von Rosiglitazon über den Peroxisome-

proliferator-activated receptor  (PPAR ). Hierfür sprechen mehrere Argumente: 

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, werden Rezeptoren vom Typ PPAR  

im renalen Gewebe exprimiert (Iglesias2006). Diese Expression wird im akuten 

ischämischen Nierenversagen verstärkt (Yoshimura2004). Rosiglitazon ist der  

potenteste PPAR -Agonist. Die nephroprotektive Wirkung von PPAR -

Agonisten im ischämischen Nierenversagen kann durch spezifische Blockade 

von PPAR  komplett aufgehoben werden (Collino2005). 
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Andererseits finden sich in der Literatur in vitro Studien, die bei entsprechend 

hohen Konzentrationen von Rosiglitazon  einen Aktivierungsmechanismus 

beschreiben, der unabhängig von PPAR  ist (Berry2005): Dieser Mechanismus 

verläuft über die Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von 

Signalproteinen wie der Mitogen-activated-protein (MAP)-Kinase 

(Burgermeister2007), EPK1/2, GSK-3beta (Lee2009) oder Akt. Einer solchen 

Aktivierung werden antiapoptotische (Burgermeister2007) oder antiproliferative 

(Lee2009) Effekte zugeschrieben.  

Bezüglich Akt konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass 

Rosiglitazon im ischämischen Nierenversagen keine erhöhte Phosphorylierung 

an Ser495 und damit keine Aktvierung bewirkt. 

Denkbar ist zudem, dass Rosiglitzon  neben PPAR  nicht-selektiv weitere 

Isoformen von PPAR wie ,  oder aktiviert. Gerade die Aktivierung von 

PPAR /  wirkt im ischämischen Reperfusionsschaden der Nieren protektiv 

(Letavernier2005). Zudem wird in proximalen Tubuluszellen mehr PPAR  als 

PPAR  exprimiert (Iglesias2006). In der Literatur finden sich keine Hinweise auf 

eine solche nicht-selektive Aktivierung: Rosiglitazon wird nicht nur als 

hochpotent sondern auch als hochselektiv für die spezifische Bindung an 

PPAR  charakterisiert (Iglesias2006). Eine indirekte Aktivierung wäre allerdings 

denkbar: Die Phosphorylierung der MAP-Kinase führt zu einer höheren Aktivität 

der PPAR  Isoform (Burgermeister2007). Diese ist allerdings im Ischämie-

Reperfusionsschaden nur sehr schwach exprimiert (Sivarajah2003).  

 

Die Tatsache, dass eine spezifische PPAR -Blockade eine Besserung durch 

Agonisten verhindert (Collino2005) und die fehlende Aktivierung des 

alternativen Wirkmechanismus von Rosiglitazon über Akt machen eine PPAR -

abhängige Wirkung wahrscheinlich. Eine Beteiligung von PPAR -unabhängigen 

Wirkungsmechanismen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.  
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4.3.  Rosiglitazon und eNOS 

 

In der Literatur finden sich verschiedene Erklärungen für eine nephroprotektive 

Wirkung durch PPAR -Agonisten. Diese lassen sich in eine hämodynamisch-

vasodilatatorische und in eine antiinflammatorische Komponente unterteilen 

(Iglesias2006b). 

Für die hämodynamischen Effekte wird eine Senkung der Insulin-Resistenz, 

eine Regulation des Salz-/Wasserhaushaltes, eine direkte Relaxationswirkung 

in Endothel- und Gefäßmuskelzellen und eine Signalmolekül-vermittelte 

Relaxation verantwortlich gemacht (Iglesias2006b): 

Im Rattenmodell korreliert eine verbesserte Insulinsensivität mit einer 

verbesserten vasodilatatorischen Reaktion (Kotchen1997). Beim Menschen ist 

der Zusammenhang bestätigt, wobei auch eine zentrale 

Sympathikusaktivierung angenommen wird (Yosefy2004). In beiden Studien 

erfolgt die Applikation des PPAR -Agonisten über Wochen bis Monate zum 

Erreichen der gebesserten Insulinsensivität. Deshalb schien dieser 

Wirkmechanismus bei der in dieser Arbeit durchgeführten einmaligen 

Applikation eher unwahrscheinlich zu sein und wurde nicht weiter untersucht. 

 

In Diabetesratten kann Rosiglitazon über einen längeren Applikationszeitrum 

die Natriurese bessern und damit zu einem niedrigerem Blutdruckprofil führen 

(Khan2005). In gesunden Ratten steigt nach Gabe von Rosiglitazon über drei 

Tage die Expression von Aquaphorinen und Na-K-2Cl-Cotransportern. Es 

kommt zu einer vermehrten Salz und Wasserretention (Song2004). Eine 

Beteiligung dieses Mechanismus kann nicht ausgeschlossen werden. Die 

Transporterexpression im distalen Tubulus und Sammelrohr spielt keine 

prominente Rolle in der Pathophysiologie des ischämischen Nierenschadens 

(Bonventre2003). Deshalb wurde dieser Wirkmechanismus in der vorliegenden 

Arbeit nicht weiter untersucht. 

  

PPAR -Agonisten besitzen eine direkte Relaxationswirkung auf Gefäße, die 

durch eine Aktivierung von Plasminogen-activator-inhibitor Typ 1 (PAI-1) und 
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durch Aktivierung von Metalloproteinasen (MMP-9) ermöglicht wird (Marx1998, 

Marx1999). Beide Proteine spielen eine Rolle in der Pathophysiologie der 

Atherosklerose, es gibt keine Hinweise auf ihre Beteiligung im akuten 

Nierenversagen. 

Einige PPAR -Agonisten besitzen durch Aktivierung der Prostaglandine PGI2 

und PGE2 eine indirekte vasodilatierende Wirkung. Dieser Effekt findet sich bei 

Rosiglitazon nicht (Walker1998). 

 

PPAR -Agonisten können in Endothelzellen die Produktion des 

Sauerstoffradikals Superoxid (O2
-) verringern. Dies geschieht über eine 

vermehrte Expression der Superoxiddismutase (SOD), die als  

„Radikalenfänger“ fungiert, und über eine verringerte Expression von 

Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH), das an der Synthese von O2
-  

beteiligt ist (Abb. 30). Die verringerte Konzentration von O2
-, das hochreaktiv an 

NO bindet, führt zu einer höheren Bioverfügbarkeit an vasodilatierendem NO. 

Dieser Mechanismus wurde in vitro (Hwang2005), im Rattenmodell des 

Hypertonus (Potenza2009) und bei Patienten mit Diabetes mellitus II 

(Bagi2004) nachgewiesen (Abbildung 32).  

 

 

 

Wie aus der Abbildung ersichtlich, können PPAR -Agonisten die Produktion von 

Stickstoffmonoxid (NO), einem Signalmolekül mit vasodilatierendem Effekt, 

auch direkt steigern: Die Aktivität der endothelialen NO-Synthase (eNOS) wird 

Abb. 32: Einflussmöglichkeiten der 

PPAR -Agonisten auf eNOS und 

die endotheliale NO-Freisetzung 

nach Hwang2005 
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zum einen durch Proteininteraktionen zum anderen durch Phosphorylierungen 

(Cho2004) erhöht.  

 

Außerdem wird die Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS) durch 

Gabe von PPAR -Liganden erhöht (Calnek2003).  

Speziell Rosiglitazon steigert in vitro durch eine vermehrte Interaktion zwischen 

dem heat shock protein 90 (hsp90) und eNOS sowie über eine 

Phosphorylierung von eNOS an Ser1177 die NO-Produktion 

(Polikandriotis2005). Der Phosphorylierungsschritt ist bei Rosiglitazon zum Teil 

unabhängig von der Aktivierung von PPAR . Er wird über die Proteinkinase 

AMPK („AMP-aktivierte Proteinkinase“) vermittelt (Boyle2008). 

Zusammenfassend ist sowohl die direkte als auch die indirekte vasodilatorische 

Wirkung der PPAR -Agonisten mit dem Molekül NO verknüpft. Die Bedeutung 

des Zusammenhanges zwischen PPAR NO und dem Ischämie-

Reperfusionsschaden wird dadurch unterstrichen, dass im Modell des 

ischämischen Myokardschadens Rosiglitazon in eNOS-Knockout Mäusen 

keinen protektiven Effekt aufweist (Gonon2007). 

Ebenso existieren eine Vielzahl von Studien und Reviews, welche die 

prominente Rolle von NO im akuten ischämischen Nierenversagen 

unterstreichen (Goligorsky2004). Eine pharmakologische Blockade von eNOS 

(Chintala1993) oder die Suppression des eNOS kodierenden Gens (Wang2004) 

verursachen im Tiermodell der Ischämie und der Sepsis einen deutlich 

stärkeren Nierenschaden im Vergleich zu Kontrollen.  

 

Zuerst wurde untersucht, ob sich die in vitro belegte Stimulation der NO 

Produktion  durch eine Phosphorylierung der eNOS an Ser1177 

(Polikandriotis2005, Boyle2008) in vivo bestätigt: Im Rattenmodell des 

ischämischen Nierenversagens konnte kein Unterschied bezüglich der 

Expression von p-eNOS(Ser1177) zwischen unbehandelten und mit 

Rosiglitazon behandelten Tieren gefunden werden.  
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Dies steht im Einklang mit der Studie von Ye et al., die im Rattenmodell des 

Herzinfarktes keine Steigerung der Phosphorylierung an eNOS Ser 1177 durch 

Pioglitazon feststellen konnte (Ye2006). 

Das Ergebnis widerspricht anderen Versuchen im Tiermodell mit PPAR -

Agonisten. So wird in ischämisch geschädigten Herz- und Muskelzellen der 

Maus durch Pioglitazon eine signifikante Steigerung der p-eNOS-Ser1177 mit 

entsprechendem protektivem Effekt induziert (Huang2008, Ye2008). Der 

Unterschied ist möglicherweise im untersuchten Gewebe oder der verwendeten 

Spezies begründet. Außerdem lösen unterschiedliche PPAR -Agonisten bei der 

Bindung an den Rezeptor unterschiedliche Konformationsänderungen aus. Dies 

führt durch Rekrutierung unterschiedlicher Co-Aktivatoren oder Co-Repressoren 

zu unterschiedlichen Signalwegen (Camp2000).  

In der Studie von Gonon et al. führt die Gabe von Rosiglitazon im Mausmodell 

des ischämischen Myokardschadens zu einer Phosphorylierung der p-eNOS an 

Ser1177 (Gonon2007). Im Unterschied zu den anderen genannten Studien wird 

dieselbe Substanz wie in der vorliegenden Arbeit verwendet – allerdings in 

einer deutlich höheren Dosierung. Die hohe Dosierung  von 3 mg/kg 

Körpergewicht könnte zu einer Aktivierung PPAR -unabhängiger Mechanismen 

führen. Ein Beispiel ist die AMPK-Aktivierung, die mit einer Phosphorylierung 

der eNOS an Ser1177 assoziert ist (Boyle2008). 

 

Auch die Phosphorylierung der eNOS an Ser 633 bewirkt eine 

Aktivitätssteigerung. Der Anstieg der NO-Produktion ist jedoch im Vergleich zu 

p-eNOS Ser1177 deutlich geringer (Michell2002). Bei Pioglitazon, einem 

schwachen PPAR -Agonisten, ist im Rattenmodell der Myokardischämie eine 

verstärkte Phosphorylierung an Ser 633 nachgewiesen (Ye2008). Allerdings 

liegt bei Ye et al. gleichzeitig eine verstärkte Phosphorylierung an eNOS 

Ser1177 und eine Expressionssteigerung von eNOS vor. Es bleibt unklar, 

welcher Anteil der protektiven Wirkung von Pioglitazon auf die 

Phosphorylierung von eNOS Ser633 zurückzuführen ist.  

Im vorliegenden Rattenmodell des Nierenversagens war die Expression von p-

eNOS Ser 633 in der Clamp+RGZ Gruppe im Vergleich zu den übrigen 
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Gruppen um über 50% reduziert. Diese Herabregulation wird in der 

vorliegenden Arbeit erstmals beschrieben. In der Literatur findet sich kein 

Erklärungsansatz für den Einfluss von Rosiglitazon auf p-eNOS Ser 633 im 

akuten Nierenversagen. 

Das Signalprotein Akt ist Bestandteil mehrerer Signalkaskaden, an deren Ende 

die Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von eNOS an verschieden 

Aminosäurepositionen steht (Michell2002).  PPAR -Liganden bewirken in vitro 

und auch in vivo über eine Phosphorylierung von Akt eine Phosphorylierung 

von eNOS, was in einem Produktionsanstieg von NO resultiert (Cho2004, 

Huang2008).  Die Messung der Expression p-Akt kann deshalb als 

Screeningparameter für eine Beeinflussung der Phosphorylierungskaskade 

gesehen werden.  

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein Anstieg der Expression von p-Akt im 

akuten Nierenversagen von den Gruppen Sham+NaCl bzw. Sham+RGZ um ca. 

100 % auf die jeweiligen Clamp-Gruppen. Dieser Wert stimmt tendenziell mit 

anderen Arbeiten am selben Rattenmodell des ischämischen Nierenversagens 

überein, die bei jeweils verschiedenen Ischämie- und Reperfusionszeiten einen 

Anstieg des p-Akt zwischen  30 % (Park2004), 100 % (Li2008) und 250 % 

(Xie2006) zeigen. Somit ist eine vermehrte Expression von p-Akt abhängig von 

der Induktion eines ischämischen Nierenschadens aber unabhängig von der 

Gabe von Rosiglitazon. In der Literatur wird ein protektiver Effekt der p-Akt 

durch Aktivierung von Phosphorylierungskaskaden des NO-Signalweges 

vermutet (Satake2008), der in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen 

werden konnte. Außerdem werden der p-Akt im ischämischen akuten 

Nierenversagen protektive antiapoptotische Effekte zugeschrieben (Park2004, 

Li2008, Xie2006). 

 

Zusammenfassend scheint Rosiglitazon seine protektive Wirkung im akuten 

ischämischen Nierenversagen nicht über eine gesteigerte Phosphorylierung von 

Akt oder eNOS auszuüben. 
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Im nächsten Schritt wurde der Effekt von Rosiglitazon auf die eNOS-Expression 

auf mRNA-Ebene untersucht: Die Gabe von Rosiglitazon übt keinen Effekt auf 

die Expression von eNOS-mRNA in den Sham-Gruppen aus. In der 

Clamp+NaCl Gruppe war die Expression um den Faktor 4 signifikant reduziert. 

In der Clamp+RGZ Gruppe zeigte sich der Abfall der Expression von eNOS 

signifikant abgeschwächt: Die Expression reduzierte sich in der Clamp+RGZ 

Gruppe im Vergleich zur Sham+RGZ Gruppe um den Faktor 1,8. Rosiglitazon 

scheint im akuten Nierenversagen die Verminderung der Expression von 

eNOS-mRNA zu verhindern. 

Die Arbeit von Chen et al. zeigt, dass die Regulation der eNOS-mRNA im 

Rattenmodell des akuten renalen Ischämie-Reperfusionsschadens exakt der 

Regulation von eNOS auf Proteinebene entspricht (Chen2008). Deshalb wurde 

in der vorliegenden Arbeit die Darstellung der Regulation der eNOS-mRNA als 

hinreichender Nachweis für die Regulation des eNOS-Proteins angesehen. 

Vergleicht man dieses Ergebnis mit anderen in vivo und in vitro Studien, so 

zeigt sich, dass in den meisten Arbeiten keine Änderung der eNOS-Expression 

durch PPAR -Liganden erreicht wird (Tabelle 4, nächste Seite).  
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Autor Spezies Modell 
PPAR -

Agonist 

eNOS-

Expression 

Cho2004 BAEC  Troglitazon --- 

Calnek2003 PAEC  
15d-PGJ2, 

Ciglitazon 
--- 

Polikandriotis2005 HUVEC  

15d-PGJ2, 

Ciglitazon,  

Rosiglitazon 

--- 

Gonon2007 Maus Myokardischämie Rosiglitazon --- 

Wakino2005 Ratte Bluthochdruck Pioglitazon --- 

Ye2006 Ratte Myokardischämie Pioglitazon --- 

Ryan2004 Maus Bluthochdruck Rosiglitazon --- 

Ye2008 Maus Myokardischämie Pioglitazon +++ (RNA) 

Song2004 Ratte Normaltiere Rosiglitazon +++ 

 

Tab. 4: Einfluss von PPAR -Agonisten auf die Expression von eNOS in verschieden 

Versuchsmodellen 

Legende: HUVEC = human umbilical vein endothelial cells, BAEC = Bovine aortic endothelial
 

cells; PAEC = porcine pulmonary artery endothelial cells; +++ = Anstieg der eNOS-Expression; 

--- = keine Veränderung der eNOS-Expression 

 

Allerdings wird in keiner der aufgeführten Arbeiten Rosiglitazon im Ischämie-

Reperfusionsschaden der Niere getestet. 

In eben diesem Modell spielt die Expression von eNOS als Hinweis auf die 

Produktion von NO eine wichtige Rolle:  

Publikationen (Schramm2002, Foglieni2006) mit dem Tiermodell des 

ischämischen Nierenversagens zeigen, dass der Abfall der renalen Funktion mit 

einem Abfall an NO im Urin und einer qualitativen Minderexpression von eNOS 

assoziiert ist. Kwon et al. (Kwon2009) untersuchten Transplantatnieren kurz 

nach der Implantation als Modell des Ischämie-Reperfusionvorganges im 

akuten Nierenversagen beim Menschen. Sie konnten nachweisen, dass in den 

Transplantatnieren die NO Produktion signifikant niedriger ist, als in Biopsien 
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von Kontrollnieren. In Korrelation hierzu stand eine signifikante 

Minderexpression von eNOS. 

Diese Herabregulation von eNOS im akuten Nierenversagen fand sich auch auf 

RNA-Ebene in der vorliegenden Arbeit im unbehandelten akuten ischämischen 

Nierenversagen.  

Viele Maßnahmen, die im Tiermodell zu einer Minderung des ischämischen 

Reperfusionsschadens der Niere führen, sind mit einer verstärkten Expression 

von eNOS assoziiert: Durch ischämisches Prä- und Postkonditionieren 

(Liu2007, Yamashita2003), durch Gabe von Ethylendiamintetraessigsäure 

(EDTA) (Foglieni2006) oder Ozon (Chen2008) kann annähernd eine 

Verdopplung der Expression von eNOS erreicht werden. In der vorliegenden 

Arbeit konnte durch die Gabe von Rosiglitazon sogar mehr als eine 

Verdopplung der eNOS Expression im Vergleich zur Clamp+NaCl erreicht 

werden.  

Entsprechend den in der Einleitung dargelegten pathophysiologischen 

Zusammenhängen wird dem durch eNOS produzierten NO vor allem ein 

vaskulär/glomerulärer Effekt im akuten ischämischen Nierenversagen 

zugeschrieben (Schrierer2004).  

 

Deshalb kann die verstärkte Expression der eNOS-mRNA den funktionellen 

Effekt von Rosiglitazon sowohl auf die glomeruläre Filtrationsleistung (Inulin-

Clearance) als auch die Nierendurchblutung (PAH-Clearance) im akuten 

Nierenversagen erklären. 

 

In den zitierten Studien war allerdings die Steigerung der eNOS-mRNA mit 

einer sehr deutlichen Besserung der renalen Funktion auf bis zu 2/3 der 

ursprünglichen Funktion der entsprechenden Shamtiergruppe  assoziiert. In der 

vorliegenden Arbeit erreichte zwar das eNOS-Expressionsniveau in der 

Clamp+RGZ Gruppe ca. 70 % des Niveaus der der Sham-Tiere. Trotzdem 

bestand immer noch eine deutliche Reduktion der PAH- und Inulin- Clearance  

auf ca. 20 % des Niveaus der Sham-Gruppen.  
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Als nächsten Schritt galt es Hinweise zu suchen, die den Kontrast zwischen 

dem deutlichen Expressionsanstieg von eNOS unter Rosiglitazon und der 

geringen funktionellen Verbesserung erklären konnten. 

 

Eine mögliche Erklärung ergab sich aus bereits gewonnenen Ergebnissen. 

Durch Rosiglitazon wird die Phosphorylierung an eNOS Ser633 im akuten 

Nierenversagen herabgesetzt. Dies könnte, trotz einer verstärkten Expression 

von eNOS, zu einer verminderten Aktivität mit geringer Produktion von NO 

führen. Allerdings scheint es unwahrscheinlich, dass diese Tatsache die 

alleinige Erklärung der erwähnten Diskrepanz darstellt: Zum einen ist der 

prozentuale Anstieg der eNOS-mRNA Expression (über 100%) unter 

Rosiglitazon deutlich höher als der Abfall der p-eNOS Ser633 Expression (ca 

50%). Hierbei muss der Unterschied zwischen der Proteinebene von p-eNOS 

Ser633 und der mRNA-Ebene von eNOS berücksichtigt werden, was diesen 

direkten Vergleich in seiner Aussagekraft einschränkt. Zum anderen bewirkt p-

eNOS Ser633 im Vergleich zum nicht-phosphorylierten Enzym nur eine 

schwache Steigerung der Aktivität (Michell2002). Im Umkehrschluss dürfte 

durch dessen Herabregulation die Aktivität nur schwach gemindert werden. 

 

Aufgrund dieser Überlegungen blieb die Frage nach der Ursache für die  

Diskrepanz zwischen schwachen funktionellem und deutlichen regulatorischem 

Effekt auf mRNA-Ebene im akuten Nierenversagen weiterhin ungeklärt. 

Ein weiterer ungeklärter Aspekt ist die tubuläre Besserung unter Rosiglitazon: 

Während sich die Besserung der Inulin- und PAH-Clearance unter Rosiglitazon 

auf die glomerulär-protektive Wirkung der vermehrten eNOS-Expression 

zurückführen lässt, weist die erhöhte PAH-Nettosekretion wie in Kapitel 4.2. 

dargelegt auf eine verbesserte Tubulusfunktion hin. 

Die Untersuchung des iNOS-Signalweges im nächsten Schritt war naheliegend, 

da iNOS im akuten Nierenversagen - wie in der Einleitung beschrieben -  

sowohl den eNOS-Signalweg inhibitorisch beeinflusst als auch einen direkten 

zytotoxischen Effekt auf die Tubulusregion besitzt. 
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4.4.  Rosiglitazon und iNOS 

 

Ein Hinweis auf die schädliche Rolle der iNOS im Tiermodell des renalen 

Ischämie-Reperfusionsschadens ist, dass iNOS-Knockoutmäuse und Mäuse, 

die mit einem spezifischen iNOS-Blocker vorbehandelt werden, einen 

geringeren Nierenschaden aufweisen als unbehandelte Normaltiere 

(Chatterjee2003c). 

Das durch iNOS gebildete NO bindet mit radikalen Sauerstoffmolekülen zu dem 

zytotoxischen Peroxynitrit (ONOO-) (Goligorsky2002). Peroxynitrit übt seinen 

toxischen Effekt durch eine gesteigerte Inflammationsreaktion und eine 

Induktion der Zellapoptose aus (Schrierer 2004, Pacher2007).  

Außerdem reduziert ONOO- Tetrahydrobiopterin, einen essentieller Co-Faktor 

von eNOS (Foerstermann2006). Durch Entzug dieses Co-Faktors wird L-Arginin 

nicht mehr zu L-Citrullin und NO, sondern O2 zu zytotoxischen  freien 

Sauerstoffradikalen oxidiert.  

Dieser Prozess wird als Entkopplung der eNOS bezeichnet (Kakoki2000, 

Abbildung 33).  

 

 

Eine hohe Expression von iNOS kann also über die vermehrte Produktion von 

NO und ONOO- auf eine verstärkte Entkopplung von eNOS hinweisen. 

Hierdurch ist es möglich, dass trotz einer erhöhten eNOS-Expression weniger 

NO produziert wird.  

Abb. 33: Zusammenhang zwischen iNOS 

und der Entkopplung von eNOS. Die 

Mehrexpression von iNOS führt zu einer zu 

einer erhöhten Konzentration von Peroxynitrit 

(ONOO
-
). Dies wiederum führt zu einer 

verstärkten Oxidation des Co-Faktors 

Tetrahydrobiopterin (BH4), was eine 

verstärkte Entkopplung von eNOS bewirkt: 

Es wird kein L-Arginin gebunden, sondern O2 

zu zytotoxischen Sauerstoffradikalen (O2
-
) 

reduziert.  

Modifiziert nach  Foerstermann2006. 



84 

 

Schließlich finden sich Hinweise in vitro (Wessells2006) und in vivo in Wildtyp-

Ratten (Vaziri1999), dass eine gesteigerte NO-Produktion direkt die Expression 

der eNOS-mRNA in Endothelzellen senkt. 

In der vorliegenden Arbeit kam es in der Clamp+NaCl Gruppe zu einem 

signifikanten Anstieg von iNOS-mRNA um den Faktor 3,9 im Vergleich zur 

Sham+NaCl Gruppe. In der Clamp+RGZ stieg die Expression von iNOS-mRNA 

im Vergleich zur Sham+RGZ Gruppe nur noch um den Faktor 2,5 an. 

Der Anstieg von iNOS im Ischämie-Reperfusionsschaden der Niere im 

Tiermodell wird in vielen Arbeiten bestätigt: Die Expression der iNOS im 

ischämischen akuten Nierenversagen steigt auf mRNA Ebene auf das 

zweifache (Chen2008) , die Proteinexpression ist nach 24 Stunden um das vier- 

(Chen2008, Liu2007) bis sechsfache (Schneider2003) erhöht.  

Zwar ist bei Liu und Chen (Chen2008, Liu2007)  die Besserung des Ischämie-

Reperfusionsschadens der Niere durch Präkonditionieren bzw. Ozon-

Applikation mit einem weiteren Anstieg von iNOS assoziiert. Die meisten 

Arbeiten zeigen jedoch, dass eine Besserung des Ischämie-

Reperfusionsschadens mit einem Abfall der iNOS-Expression verbunden ist: 

Bei Schneider et al. bewirkt die Gabe von L-Arginin in der renalen Ischämie 

einen Abfall der iNOS-Expression um über 50% und dabei eine Verdreifachung 

von Inulin- und PAH-Clearance (Schneider2003). Durch die Induktion von 

Hämoxygenase-1 (HO-1) (Volti2007) wird ein Anstieg von Serum-Creatinin und 

des iNOS-Protein im Tiermodell des Nierenversagens fast vollständig 

verhindert, durch die Gabe von Melatonin (Rodriguez-Reynoso2004) erfolgt im 

Tiermodell der renalen Ischämie eine Reduktion von Serum-Creatinin und von 

iNOS. 

Auffällig ist in diesen drei Arbeiten im Vergleich zu den vorliegenden 

Ergebnissen, dass durch die Intervention in der renalen Ischämie zwar ein 

ähnliches Niveau bei der Reduktion von iNOS, jedoch eine deutlich bessere 

Nierenfunktion erreicht wird. Dies könnte durch die zusätzlichen renoprotektiven 

Wirkmechanismen der Substanzen erklärt werden: Bei Melatonin über seine 

antioxidativen (Rodriguez-Reynoso2004), bei HO-1 über seinen 

antiapoptotischen Einfluss (Volti2007). Bei L-Arginin könnte der Einfluss auf das 
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ADMA/SDMA/DDAH System, das in den folgenden Kapiteln eingehend 

besprochen wird, eine Rolle spielen. 

 

Die Applikation von Rosiglitazon mit seiner anti-inflammatorischen 

Wirkungskomponente ist in verschiedenen Tiermodellen mit einer Senkung der 

Expression von iNOS assoziiert: 

Rosigliatzon führt in den Tiermodellen der Pankreatitis (Folch-Puy2006) oder 

Peridontitis (Paola2006) zu einer deutlichen Herabregulation der iNOS-

Expression in Kombination mit einer Besserung der lokalen 

Entzündungsreaktion. Bei Shiojiri et al. (Shiojiri2002)  wird im Tiermodell der 

Arthritis der Abfall von iNOS durch Rosiglitazon auf 50% im Vergleich zu 

unbehandelten Tieren quantifiziert, was in diesen Ausmaß den Ergebnissen 

dieser Arbeit entspricht. 

Cuzzocrea et al. (Cuzzocrea2004a, Cuzzocrea2004) zeigen anhand einer 

spezifischen Blockade von PPAR , dass die Herabregulation der iNOS-

Expression über PPAR  vermittelt wird.  

In den genannten Studien wurde ebenfalls die Nitrosylierung des Gewebes als 

Hinweis auf die Konzentration von Peroxynitrit gemessen. Die 

Nitrotyrosinfärbung als Zeichen der Entzündungsreaktion war in Gewebe von 

mit Rosiglitazon behandelten Tieren deutlich abgeschwächt im Vergleich zu 

unbehandelten Tieren. Im Tiermodell der Arthritis entspricht der Abfall der 

Peroxynitrit-Produktion durch Gabe von Rosiglitazon dem Abfall der iNOS 

Expression, nämlich 50% (Shiojiri2002). 

Im Ischämie-Reperfusionsschaden des Herzens von Kaninchen mit induzierter 

Hypercholesterinämie bewirkt Rosiglitazon eine verbesserte Funktionsleistung, 

einhergehend mit einer Reduktion der iNOS- und Nitrotyrosin-Expression 

(Liu2007). 

Im Tiermodell der renalen Ischämie bewirkt 15-deoxy-Delta(12,14)-

prostaglandin J2 als PPAR -Agonist immunohistochemisch eine Reduktion der 

verstärkten iNOS-Expression nach 48h (Chatterjee2004a).  Dies war mit einer 

gebesserten renalen Funktion verbunden. 
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Zusammenfassend unterstützen die zitierten Arbeiten das Ergebnis, dass die 

Gabe von Rosiglitazon im akuten Nierenversagen eine reduzierte Expression 

von iNOS-mRNA und eine Besserung der renalen Funktion bewirkt. 

Anhand der zitierten Studien ist die Annahme möglich, dass in der vorliegenden 

Arbeit in der  Clamp+RGZ Gruppe entsprechend der Reduktion von iNOS-

mRNA weniger Peroxynitrit gebildet wurde als in der Clamp+NaCl Gruppe.  

Eine geringere Konzentration von Peroxynitrit reduziert den Gewebsschaden.  

Die Besserung der tubulären Funktion könnte hierauf zurückgeführt werden. 

Diese Aussage wird gestützt durch die Tatsache, dass mit einem PPAR -

Liganden behandelte Tiere im ischämischen akuten Nierenversagen neben 

einer Reduktion von iNOS-mRNA auch immunhistologisch ca. 50 % weniger 

Zellschäden aufweisen als unbehandelte Tiere (Chatterjee2004a) 

 

Im nächsten Schritt war die Hypothese zu validieren,  dass die geringere 

Expression der iNOS-mRNA über eine verminderte Bildung von Peroxynitrit zu 

einem verminderten Gewebsschaden führt. Hierfür wurden die durch 

Peroxynitrit verursachte Inflammationsreaktion und Zellapoptose untersucht.   

 

4.5.  Rosiglitazon und ED-1 

 

Die inflammatorische Reaktion kann im Tiermodell durch verschiedene 

Parameter bestimmt werden: Etabliert ist die Messung der spezifischen 

Myeloperoxidase-Aktivität (Chatterjee2002, Rodriguez-Reynoso2004a), die 

zytologische Zählung gut differenzierbarer Subpopulationen der 

inflammatorischen Zellen wie der neutrophilen Granulozyten (Cuzzocrea2004a, 

Cuzzocrea2004, Paola2006) sowie die Darstellung von Markermolekülen der 

Macrophagen (Raff2005). 

Eine Minderung der Infiltration von Entzündungszellen ist mit einer Besserung 

des Ischämie-Reperfusionsschadens der Niere und einer Minderung der 

Expression von iNOS assoziiert (Chatterjee2002, Rodriguez-Reynoso2004a). 
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Die Gabe Rosiglitazon reduziert die Infiltration von Entzündungszellen im 

Tiermodell der Periodontitis (Paola2006) und der Pleuritis (Cuzzocrea2004a) 

parallel zu einer deutlichen Verringerung der iNOS-Expression. 

Die Vermutung, dass die Gabe von Rosiglitazon mit einer Minderung der iNOS-

mRNA Expression auch die Infiltration von ED-1 positiven Macrophagen 

reduziert, wird in der vorliegenden Arbeit immunhistochemisch bestätigt.  

Sivarajah et al. zeigen, dass die Applikation von Rosiglitazon im Tiermodell des 

ischämischen akuten Nierenversagen die Infiltration durch neutrophile 

Granulozyten reduziert (Sivarajah2003). Die iNOS-Expression wird von 

Sivarajah et al. in diesem Zusammenhang nicht bestimmt. 

 

Die Minderung der iNOS-mRNA Expression ist also nicht nur mit einer renalen 

Funktionsverbesserung im ischämischen akuten Nierenversagen sondern auch 

mit einer deutlich nachweisbaren Verringerung der Inflammationsreaktion 

assoziiert. Es ist naheliegend, dass die verringerte Inflammation den renalen 

Zellschaden mindert (Raff2005).  

 

4.6.  Rosiglitazon und CC3 

 

Zur weiteren Evaluation der Vermutung, dass die Expression von iNOS-mRNA 

mit dem Ausmaß des Zellschadens im akuten Nierenversagen korreliert, wurde 

mit der cleaved caspase 3 ein zentraler Marker der Apoptose untersucht. Die 

Cysteinprotease Caspase verursacht im hypoxischen Zellschaden eine 

Apoptoseinduktion. Bei renaler Ischämie wird die Caspase im proximalen 

Tubulus aktiviert und trägt über Proteolyse des Aktinzytoskeletts sowie 

Stimulierung inflammatorischer Zytokine (IL-18) zum tubulären Zelluntergang im 

renalen Ischämie-Reperfusionsschaden bei (Edelstein1999). Eine verstärkte 

Expression der CC3 im akuten Ischämie-Reperfusionsschaden der Niere 

konnte in früheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen werden 

(Raff2005).  
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Die Gabe von Rosiglitazon reduziert in isolierten Pankreaszellen die Expression 

von Cleaved Caspase 3 (Abaraviciene2008).  In vivo Studien am Rattenmodell 

des hypertensiven Schadens (Choi2007) und Ischämie-Reperfusionsschadens 

des Herzens (Liu2004) und der Niere (Doi2007) bestätigen einen 

antiapoptotischen Effekt von PPAR -Agonisten mittels Minderexpression von 

Apoptosemarkern wie CC3 in der Immunhistochemie.  

Analog zu diesen Arbeiten konnte in der vorliegenden Arbeit durch die Gabe 

von Rosiglitazon im ANV eine Verringerung der Expression des Apoptose-

Markers CC3 im Western-Blot gezeigt werden.  

Der Caspase-Signalweg wird auch durch Peroxynitrit aktiviert, dessen 

Konzentration mit der Expression von iNOS korreliert (Pacher2007, 

Shiojiri2002). Die Herabregulation von iNOS könnte somit den Zusammenhang 

zwischen der Applikation des PPAR -Agonisten und Reduktion der 

Apoptoserate erklären. In der Literatur zeigt sich, dass eine verminderte 

Expression von iNOS mit einer verminderten Expression (Volti2007, 

Abaraviciene2008) oder Aktivität von CC3 korreliert (Liu2004). 

 

Die Regulation von CC3 entspricht der Regulation von ED-1 im akuten 

Nierenversagen. Beides kann als Hinweis auf die Wirkung von iNOS im akuten 

Nierenversagen gelten: Durch einen verminderten Anstieg der iNOS-mRNA 

unter Rosiglitazon kommt es zu einer geringeren Bildung von Peroxynitrit. 

Dadurch werden Inflammations- und Apoptosereaktion vermindert und der 

Zellschaden verringert. 

Wie in Kapitel 4.2. dargelegt, wird eine Steigerung der PAH-Nettosekretion im 

akuten ischämischen Nierenversagen auf eine verbesserte tubuläre Zellfunktion 

bzw. einen geringeren tubulären Gewebsschaden zurückgeführt.  

Deshalb kann die Besserung der tubulären Komponente in Form der PAH-

Nettosekretion unter Rosiglitazon im akuten ischämischen Nierenversagen 

durch die Regulation von iNOS erklärt werden.  

 

Auffällig ist, dass die Expression der iNOS-mRNA in der Gruppe Clamp+RGZ 

im Vergleich zu den Shamtieren immer noch signifikant erhöht ist, während  
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ED-1 und CC3 komplett gehemmt werden. 

Für diese Diskrepanz bieten sich drei Erklärungsmöglichkeiten: 

1. ED-1 stellt nur einen Marker der Inflammationsreaktion dar. Durch 

Messung anderer Marker wie zum Beispiel der inflammatorischer 

Zytokine könnte man noch einen Restbestand an Inflammationsreaktion 

nachweisen.  

Allerdings besteht in Arbeiten des ischämischen Nierenschadens im 

Rattenmodell kein relevanter Unterschied in der Regulation 

verschiedener Entzündungsmarker (Rodriguez-Reynoso2004a, 

Chatterjee2002). Außerdem stellt die Infiltration durch 

Entzündungszellen den entscheidenden Schädigungsmechanismus in 

der Inflammationsreaktion dar (Sivarajah2003). 

2. Durch eine unvollständige Translation oder posttranslationale 

Modifikation des iNOS-Proteins könnte die effektive NO-Produktion 

geringer sein als von der Regulation der mRNA zu vermuten wäre.  

Allerdings zeigen Chen et al., dass sich die Regulation von iNOS-mRNA 

im Ischämie-Reperfusionsschaden gut auf die Proteinebene übertragen 

lässt (Chen2008). Bezüglich einer posttranslationalen Modifikation finden 

sich in der Literatur keine Hinweise. 

3. Schließlich könnte Rosiglitazon neben der Reduktion von iNOS über 

andere Mechanismen eine Minderung der Apoptose und 

Inflammationsreaktion bewirken. So wird in der Arbeit von Hwang et al. 

spekuliert, dass die Gabe von Rosiglitazon eine Steigerung des 

Radikalenfängers Superoxiddismutase (SOD) bzw. eine Minderung des 

Radikalenbildners NADPH oxidase bewirkt (Hwang2005, Abbildung 32). 

Die Folge wäre eine Minderung des gewebstoxischen und 

inflammationsverstärkenden oxidativen Stresses. 

  

Im Hinblick auf die geringe Besserung der Nierenfunktion scheint 

Inflammations- und der Apoptosereaktion im vorliegenden Ischämie-

Reperfusionsschaden nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.   
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Neben seiner direkten Wirkung auf Inflammation und Apoptose kann iNOS die 

Regulation von eNOS beeinflussen (Kapitel 1.2. und Kapitel 3.4.). 

 

Insgesamt stehen drei Erklärungsmöglichkeiten für die Regulation der eNOS-

mRNA durch Rosiglitazon zur Verfügung. 

1. Rosiglitazon bewirkt über die Aktivierung der PPARy-Rezeptoren eine 

vermehrte Transkription von eNOS.  In der Literatur zeigen sich wie in 

Kapitel 4.3. bereits dargelegt sehr unterschiedliche Ergebnisse bezüglich 

dieser Hypothese. 

2. Das Enzym iNOS reguliert eNOS über den inhibitorischen Einfluss von 

NO: Die Gruppe um Wessells et al. zeigt in vitro, dass eine 

Überexpression von iNOS ohne begleitende Entzündungsreaktion die 

Expression von eNOS direkt reduziert (Wessells2006). Vaziri et al. 

konnten in vivo an Ratten nachweisen, dass die exogene Applikation von 

NO zu einer Minderexpression von eNOS in aortalen Endothelzellen um 

50% führt (Vaziri1999). In der vorliegenden Arbeit bewirkt die Gabe von 

Rosiglitazon im akuten Nierenversagen eine Herabregulation der iNOS-

mRNA mit einer Minderproduktion von NO. Dadurch könnte die 

Heraufregulation der eNOS-mRNA durch Rosiglitazon erklärt werden. 

3. Die Inflammationsreaktion übt einen inhibitorischen Einfluss auf eNOS 

aus: Die Induktion einer Inflammationsreaktion im Gastrointestinaltrakt 

von Ratten führt zu einer Reduktion von eNOS im betroffenen Gewebe 

(Zhou1997, Chen1997).  Als Ursache vermutet man proinflammatorische 

Zytokine, die eine Herabregulation der Expression von eNOS bewirken 

(Valerio2006). 

 

Da sich für alle drei Möglichkeiten der eNOS-Regulation durch Rosiglitazon 

Hinweise in der Literatur finden, kann eine multifaktorielle Ursache im akuten 

Nierenversagen nicht ausgeschlossen werden. 

Die induzierbare NO-Synthase beeinflusst nicht nur die Expression von eNOS 

sondern auch deren Aktivität (Kapitel 1.2. und 3.4.). 
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Es ist bekannt, dass eine Überproduktion von NO eine endotheliale Dysfunktion 

im Ischämie-Reperfusionsschaden bewirkt (Guan2006). Diese Überproduktion 

kann aus einer gesteigerten Expression von iNOS resultieren (Ichihara2000). 

Bezüglich der Wirkung von NO wurde gezeigt, dass NO in vitro (Grider2008) 

und in vivo im Tiermodell des akuten ischämischen Nierenversagens zu einer 

Einschränkung der Aktivität von eNOS um bis zu 50% führt (Noiri1996, 

Schwartz1997).  

 

Aus diesem Grund steigert die Gabe von Rosiglitazon mittels einer Suppression 

der iNOS-Expression im akuten Nierenversagen nicht nur die Expression von 

eNOS sondern auch dessen Aktivität. Beides sollte zu einer deutlich 

vermehrten Produktion von nephroprotektivem NO führen. Trotzdem bleibt die 

renale Funktion um über 80 %  eingeschränkt. Anscheinend existieren 

Faktoren, die die Mehrproduktion von NO verhindern oder der protektiven 

Wirkung von NO entgegenwirken. 

 

4.7.  Rosiglitazon und der ADMA-Metabolismus 

 

Im nächsten Schritt wurde die Regulation des potenten endogenen Inhibitors 

von eNOS, des L-Argininderivats ADMA, untersucht.    

ADMA wirkt sowohl durch Entkopplung von eNOS als auch durch deren 

kompetitive Inhibierung, wodurch eine erhöhte Serumkonzentration an ADMA 

eine verminderte NO Produktion trotz erhöhter eNOS Expression bedingen 

könnte.  

Die Konzentration von ADMA wird durch das vermehrte Auftreten von radikalen 

Sauerstoffmolekülen (ROS) gesteigert (Abbildung 34). Diese ROS sind im 

Ischämie-Reperfusionsschaden des akuten Nierenversagens deutlich erhöht 

(Chatterjee2004b, Chatterjee2002). 
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In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine um ca. 20 % erhöhte ADMA-

Serumkonzentration 24 Stunden nach ischämischen akuten Nierenversagen 

nachgewiesen werden. Die Gabe von Rosiglitazon zeigte keinen Effekt. 

Der Anstieg von ADMA im chronischen Nierenversagen ist im Tiermodell 

(Matsuguma2006, Matsumoto2007) und in Studien am Menschen 

(Vallance2004, Bode-Boeger2007) nachgewiesen. Im Rattenmodell des akuten 

Nierenversagens zeigte Volti et al., dass der Plasma-ADMA Spiegel innerhalb 

der ersten Stunde der Reperfusion im Vergleich zu den Kontrolltieren um 80% 

ansteigt. In der dritten Stunde sinkt der ADMA-Serumspiegel auf das Niveau 

der Kontrolltiere (Volti2008).  

Rosiglitazon scheint keinen Einfluss auf die Serumkonzentration von ADMA 

auszuüben. Auch in der Arbeit von Wang et al. übt die Gabe von Rosiglitazon 

im Tiermodell des Diabetes mellitus keinen Einfluss auf den erhöhten ADMA-

Serumspiegel aus (Wang2007).  

 

Zusammenfassend ist der ADMA-Serumspiegel im akuten Nierenversagen 

signifikant erhöht.  Rosiglitazon übt keinen direkten Einfluss auf den ADMA-

Serumspiegel aus. 

An dieser Stelle waren zwei Fragestellungen von Interesse: 1. Wie kann der 

Anstieg von ADMA erklärt werden. 2. Welche Wirkung hat dieser Anstieg auf 

den NO-Stoffwechsel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 34: circulus vitiosus zwischen 

ADMA und eNOS Entkopplung 

modifiziert nach Sydow 2003 
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zu 1.: 

Die Einschränkung der Nierenfunktion ist für den Anstieg von ADMA eine 

unzureichende Erklärung,  da auch bei deutlich eingeschränkter Nierenfunktion 

die Clearance für ADMA erhalten bleibt (Matsuguma2006). Außerdem zeigten 

Carello et al. im Tiermodell, dass der ADMA-Serumspiegel selbst nach 

beidseitiger Nephrektomie nicht wesentlich ansteigt (Carello2006).  

 

Deshalb wurde die Regulation der am ADMA-Metabolismus beteiligten Enzyme 

im akuten ischämischen Nierenversagen untersucht.  

 

In der vorliegenden Arbeit war die Expression von DDAH II im akuten 

ischämischen Nierenversagen nicht reguliert. Die Expression von DDAH I war 

unabhängig von der Applikation von Rosiglitazon im akuten Nierenversagen um 

ca. 30% reduziert.  

Diese Ergebnisse stimmen sehr gut mit den Daten von Li Volti et al. überein: Im 

Modell des ischämischen akuten Nierenversagens ist eine Stunde nach der 

Intervention DDAH II ebenfalls nicht reguliert, wohingegen DDAH I signifikant 

um 25 % herabreguliert ist (Volti2008). 

Im Tiermodell der bilateralen 5/6 Nephrektomie zeigt sich nach 24h eine noch 

deutlichere Herabregulation der Dimethylarginin-Diaminohydrolase I (DDAH I) 

um ca. 50%. Zusätzlich kommt es in diesem Modell auch zu einer 

Herabregulation von DDAH II um ca. 80% (Matsuguma2006).  

Interessanterweise entspricht in der vorliegenden Arbeit das Ausmaß der  

Herabregulation von DDAH I exakt dem Serumanstieg von ADMA. Die 

Herabregulation von DDAH I um 20% könnte den Serumanstieg von ADMA um 

20% bedingen. Unterstützt wird diese Hypothese durch die Arbeiten von 

Matsuguma und Matsumoto et al.: Im Tiermodell des chronischen 

Nierenversagens kann ein erhöhter ADMA-Serumspiegel durch eine gezielte 

Überexpression von DDAH signifikant gesenkt werden (Matsuguma2006, 

Matsumoto2007).  
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Bei Matsuguma et al. wird neben der Herabregulation von DDAH auch ein 

Anstieg der Protein-Methylarginin-Transferase 1 (PRMT 1) als Ursache für den 

Anstieg des Serum-ADMA bei einer bilateralen 5/6-Nephrektomie identifiziert.  

Im vorliegenden Tiermodell des ischämischen akuten Nierenversagens war 

PRMT 1 im Vergleich zur Sham-Gruppe nicht reguliert. Dies spricht gegen 

einen Einfluss von PRMT 1 auf den ADMA-Serumspiegel in der vorliegenden 

Arbeit.  

Die Gabe von Rosiglitazon zeigte unabhängig von der Nierenfunktion sowohl in 

der Sham als auch in der Clamp Gruppe eine signifikante Herabregulation im 

Vergleich zur entsprechenden NaCl-Gruppe. In einer in vitro Studie von Onanai 

et al. wird ebenfalls die Expression von PRMT 1 durch die Gabe eines PPAR -

Agonisten gesenkt. Dies geschieht indirekt mittels der inhibitorischen Wirkung 

des PPAR -Agonisten auf den transkriptionellen Regulator nuclear factor- B 

(Osanai2003). 

In der Literatur finden sich für das Tiermodell keine Untersuchungen bezüglich 

der Gabe von PPAR -Agonisten und der Regulation von PRMT. Deshalb wird in 

dieser Arbeit erstmals die in vitro Studie von Osanai et al. mit einem in vivo 

Modell bestätigt.  

 

Zusammenfassend scheinen weder PRMT 1 noch DDAH 2 einen Effekt auf die 

Regulation des ADMA-Serumspiegels im akuten Nierenversagen zu besitzen. 

Die Minderexpression von renalem DDAH I im akuten Nierenversagen um ca. 

30 % hingegen stellt eine sehr gute Erklärungsmöglichkeit für den 

Serumanstieg von  ADMA um 20 % dar. 

 

Zu 2.: 

Die nächste Frage ist, welche Wirkung der Anstieg von ADMA auf den NO-

Stoffwechsel ausübt. 

 

ADMA wirkt auf den NO-Stoffwechsel durch seine Funktion als kompetitiver 

Inhibitor der NOS. Um die Wirkung von ADMA zu bewerten genügt nicht die 

isolierte Analyse von ADMA. Auch die Konzentration des eigentlichen 
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Substrates von NOS, der Aminosäure L-Arginin, muss bei einem kompetitiven 

Inhibitionsprozess berücksichtigt werden.  Bode-Böger et al. zeigen in einer 

Meta-Analyse verschiedener Krankheitsbilder mit erhöhter ADMA-

Serumkonzentration, dass das Verhältnis zwischen Substrat und Inhibitor, L-

Arginin und ADMA, den entscheidenden Einfluss auf die Aktivität von NOS, in 

diesem Fall besonders eNOS, besitzt. Der Quotient aus L-Arginin und ADMA ist 

für  die Pathogenität von ADMA entscheidend (Bode-Boeger2007). Matsumoto 

et al. zeigen, dass im Tiermodell des chronischen Nierenversagens eine 

erhöhte Konzentration von ADMA mit einem erniedrigten L-Arginin-

Serumspiegel einhergeht (Matsumoto2007). Ein deutlich erniedrigter L-Arginin-

Serumspiegel und ein erhöhter L-Arginin / ADMA Quotient findet sich auch 

Patienten mit chronischem Nierenversagen (Bode-Boeger2007). 

In der vorliegenden Arbeit steigt der Serumspiegel von L-Arginin im 

ischämischen akuten Nierenversagen unabhängig von der Rosiglitazon-

Applikation um über 60 % an. Da sich der Serumspiegel von ADMA nur um 20 

% erhöht, steigt der Quotient aus L-Arginin und ADMA im akuten 

Nierenversagen an. 

 

Diese Ergebnisse legen nahe, dass ADMA im ischämischen akuten 

Nierenversagen keine Pathogenität für den NO-Stoffwechsel besitzt, da der 

Anstieg des Inhibitors ADMA durch den Anstieg des Substrates L-Arginin 

überkompensiert wird (Abbildung 35). 

 

 

 

 

 

Abb. 35: ADMA / L-Arginin / DDAH im 

akuten Nierenversagen.  

Der Anstieg von ADMA lässt sich durch 

einen Abfall von DDAH I erklären. Die 

kompetitiv inhibierende Wirkung von 

ADMA auf eNOS wird durch die 

Verdopplung der Serumkonzentration von 

L-Arginin kompensiert.  
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Wie in der Einleitung beschrieben, genügt bereits ein sehr geringer Anstieg von 

ADMA, um eine deutliche Blockade von eNOS zu bewirken. Diese hohe Affinität 

von ADMA zu eNOS drückt sich in der niedrigen Inhibitionskonstante Ki = 0,9 

µM aus. Aus diesem Grund war die nächste Frage, ob der Anstieg des Serum-

L-Arginins wirklich ausreichend war, um den Anstieg von ADMA zu 

kompensieren.  

 

Für jedes einzelne Tier wurde der Quotient aus den Serumspiegeln von L-

Arginin und ADMA gebildet. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des 

Quotienten in den Clamp-Gruppen im Vergleich zu den Gruppen Kontrolle und 

Sham+NaCl. Zwischen Sham+RGZ und Clamp+RGZ bestand kein signifikanter 

Unterschied. Dies bedeutet, dass Rosiglitazon einen Anstieg des Quotienten im 

akuten Nierenversagen zu verhindern scheint. 

Ein Anstieg des Quotienten bedeutet, dass eNOS mehr L-Arginin zur Verfügung 

steht oder die Blockade durch weniger ADMA reduziert ist. Beides führt zu einer 

vermehrten Produktion von NO. Folglich würde im akuten Nierenversagen die 

Gruppe Clamp+NaCl eine höhere eNOS-Aktivität und damit eine vermehrte 

Produktion von NO aufweisen als die Gruppe Clamp+RGZ.  

Diese Steigerung der Aktivität könnte die geringere Expression von eNOS in 

der Clamp+NaCl Grupp im Vergleich zur Clamp+RGZ Gruppe ausgleichen. 

Damit wäre die Diskrepanz zwischen deutlicher eNOS-Heraufregulation und nur 

geringem Clearance-Anstieg im akuten Nierenversagen durch Gabe von 

Rosiglitazon erklärt: Es würde im Vergleich zu unbehandelten Tieren der 

steigernde Effekt des heraufregulierten L-Arginin/ADMA Quotienten in der 

Gruppe Clamp+RGZ fehlen. 

Allerdings scheint diese Erklärungsmöglichkeit aus mehreren Gründen 

unwahrscheinlich: 

Zum einen besteht bezüglich des Quotienten kein signifikanter Unterschied 

zwischen den Gruppen Clamp+NaCl und Clamp+RGZ. Somit sollte der Effekt 

des Quotienten in beiden Gruppen gleich sein. Auf der anderen Seite besteht 

bezüglich der Expression von eNOS-mRNA ein signifikanter Unterschied 
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zwischen den Clamp-Gruppen. Somit sollte der Effekt hier deutlich 

unterschiedlich sein. 

Der Quotient der Clamp+NaCl Gruppe ist höher als der Quotient der Sham bzw. 

Kontrollgruppe. Es ist fraglich, ob ein Anstieg des Quotienten über das Niveau 

von Kontroll/Normaltieren überhaupt einen Effekt besitzt. Die meisten Studien 

zeigen, dass bei Normaltieren eine Erhöhung des Quotienten aus L-Arginin und 

ADMA über das physiologische Niveau hinaus keinen Effekt auf die Produktion 

von NO bewirkt (Bode-Boeger2007). Deshalb scheint auch bei Tieren im akuten 

Nierenversagen ein Effekt durch den Anstieg des Quotienten auf die Produktion 

von NO eher unwahrscheinlich. 

Schließlich unterscheiden sich die Quotienten aller Gruppen in ihrer Auswirkung 

auf die Produktion von NO nur unwesentlich voneinander: Berechnet man die 

NO-Produktion der jeweiligen Quotienten entsprechend der Formel von 

(Tsikas2000), so liegen alle Werte in einem Bereich von 8 % (103 %-111 %) zu 

einem Referenzwert (100 %). Zwischen den Gruppen Clamp+NaCl und 

Clamp+RGZ bestand ein Unterschied von 4% bezüglich der NO-Produktion. Es 

scheint sehr unwahrscheinlich, dass diese vier Prozent einen relevanten 

Unterschied darstellen.  

 

Somit scheint der fehlende Anstieg des L-Arginin/ADMA Quotienten im akuten 

Nierenversagen unter Rosiglitazon keine Auswirkungen auf den NO-

Signalstoffwechsel zu besitzen. 

 

Die aufgezeigten Überlegungen beziehen sich in erster Linie auf die 

endotheliale NO-Synthase. Die induzierbare NO-Synthase wird aus zwei 

Gründen von Veränderungen des extrazellulären L-Arginin/ADMA Quotienten 

deutlich weniger beeinflusst als eNOS: 

1. Die Inhibitionskonstante von ADMA für iNOS liegt im Vergleich zu eNOS 

deutlich höher, somit wirkt ADMA primär auf eNOS (Palm2007). Trotzdem 

könnte auch im akuten Nierenversagen ein hemmender Effekt des erhöhten 

ADMA auf iNOS vorliegen (Wells2007), der einen noch stärkeren Anstieg von 

ED-1 und CC3 verhindert. Unterstützt wird diese Hypothese durch die 



98 

 

Tatsache, dass der durch Rosiglitazon reduzierte Anstieg von iNOS auf 170 % 

im Vergleich zur Sham-Gruppe keinen Effekt auf ED-1 und CC3 zu besitzen 

scheint. Somit könnte der inhibitorische Effekt von ADMA auf iNOS bis zu 70 % 

betragen. 

2. Im Gegensatz zu eNOS unterliegt iNOS keiner intrazellulären 

Kompartimentierung (McDonald1997). Dem Enzym iNOS steht somit der 

komplette intrazelluläre L-Arginin Pool zur Verfügung. Die intrazelluläre 

Konzentration von L-Arginin ist immer höher als die Michaelis-Menten-

Konstante für iNOS (Leiper1999). Aus diesem Grund ist iNOS von 

extrazellulären Konzentrationsänderungen von L-Arginin unabhängig. 

 

Ein weiterer zu diskutierender Aspekt ist, ob sich das Verhältnis der 

Serumkonzentrationen von L-Arginin und ADMA auch intrazellulär 

widerspiegelt. 

 

In der Arbeit von Kohli et al. sind im Rattenmodell des Diabetes die 

intrazellulären Konzentrationen von ADMA und L-Arginin um das vier- bis 

sechsfache erhöht im Vergleich zum extrazellulären Serumspiegel (Kohli2004). 

Eine Änderung des Serumspiegels von ADMA zeigt intrazellulär proportional die 

gleiche Änderung. Das gleiche gilt für den Spiegel von L-Arginin. Folglich 

entspricht der intrazelluläre Quotient aus L-Arginin und ADMA dem 

extrazellulären. Überträgt man diese Tatsache auf die vorliegende Arbeit, so 

müsste der Quotient aus L-Arginin/ADMA im akuten Nierenversagen 

intrazellulär ansteigen. 

In der Arbeit von Cardounel et al. wird in vitro gezeigt, dass ein intrazellulärer 

Anstieg des L-Arginin/ADMA Quotienten mit einem Anstieg der NO-Produktion 

assoziiert ist (Cardounel2007). Folglich weist auch der erhöhte L-Arginin/ADMA 

Quotient in der vorliegenden Arbeit auf eine vermehrte intrazelluläre Produktion 

von NO hin.  
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Zusammenfassend scheint der deutliche Anstieg von [L-Arginin] sowohl 

extrazellulär als auch intrazellulär ausreichend, um den Anstieg von ADMA im 

akuten Nierenversagen zu kompensieren. 

Folglich musste im nächsten Schritt untersucht werden, ob ein Faktor den 

intrazellulären Anstieg von L-Arginin trotz extrazellulärem Anstieg verhindern 

könnte 

.  

4.8.  Rosiglitazon und SDMA 

 

Symmetrisches Dimethylarginin (SDMA) ist ein Isomer zu ADMA, das einen 

indirekten Einfluss auf den L-Arginin/NO-Metabolismus ausübt: SDMA blockiert 

kompetitiv den transzellulären L-Arginin-Transporter y+-CAT (Kapitel 1.4.). 

SDMA wird fast vollständig renal ausgeschieden. Ein deutlicher Anstieg der 

SDMA-Serumkonzentration im chronischen Nierenversagen beim Menschen 

(Kielstein2006) aber auch im Tiermodell ist belegt (Matsuguma2006, 

Matsumoto2007). Es finden sich in der Literatur wenige Hinweise auf die 

Regulation von SDMA im akuten Nierenversagen: Bei intensivpflichtigen 

Patienten im akuten und chronischen Nierenversagen korreliert das erhöhte 

Serum-Kreatinin direkt positiv mit SDMA (Nijveldt2003a). Im Tiermodell der 

Sepsis ist ein Serum-Kreatininanstieg mit einem Anstieg des SDMA-

Serumspiegels assoziiert (Nijveldt2003). Schließlich zeigen Ratten 24 Stunden 

nach einer beidseitigen Nephrektomie einen signifikanten SDMA-Anstieg von 

0,2 µM auf fast 3 µM (Carello2006). 

Mit dieser Arbeit wird erstmals gezeigt, dass SDMA im Tiermodell des 

ischämischen akuten Nierenversagens im Vergleich zu den entsprechenden 

Shamtieren um fast 400% ansteigt. Die Gabe von Rosiglitazon hatte keinen 

Einfluss auf SDMA. Dies stimmt mit der Studie von Richir et al. überein, die 

keinen Einfluss von Rosiglitazon auf den SDMA-Spiegel bei intensivpflichtigen 

Patienten mit verschiedenen Krankheitsbildern nachweisen kann (Richir2009). 

In der Literatur untersucht einzig die Arbeit von Bode-Böger et al. den 

Zusammenhang zwischen SDMA und NO-Stoffwechsel: In vitro vermindert eine 
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erhöhte SDMA-Konzentration die Produktion von NO durch eine Blockade des 

transzellulären L-Arginin-Transportes signifikant (Bode-Boeger2006). 

 

Das akute Nierenversagen bewirkt eine Akkumulation von SDMA unabhängig 

von Rosiglitazon.  

Aufgrund dieser Ergebnisse kann die fehlende funktionelle Verbesserung der 

Nierenfunktion unter der Gabe von Rosiglitazon trotz deutlich gesteigerter 

Expression von eNOS erklärt werden: Der im Nierenversagen erhöhte SDMA-

Spiegel blockiert den transzellulären L-Arginin-Transport, was zu einem 

Serumanstieg von L-Arginin führt. Intrazellulär kommt es dadurch zu einem 

Mangel an L-Arginin für die endotheliale NO-Synthase. Die durch Rosiglitazon 

bewirkte Steigerung der Expression von NOS bleibt daher ohne Auswirkung auf 

die Nierenfunktion (Abbildung 36). 

 

 

 

Der Anstieg von SDMA im ANV stellt nicht nur eine Erklärung für die 

eingeschränkte Wirkung von Rosiglitazon dar. Dieser Anstieg bietet zudem eine 

neue Hypothese zur Erklärung des L-Arginin-Paradoxes im ischämischen 

akuten Nierenversagen an. 

 

 

 

Abb. 36: SDMA und Rosiglitazon 

im akuten Nierenversagen. Der 

Anstieg von SDMA blockiert den 

transzellulären y+-Transporter. 

Dies führt zu einem Anstieg von 

Serum-L-Arginin und – aufgrund 

der Kompartimentierung zu einem 

intrazellulären Mangel an L-Arginin 

mit einer verminderten Produktion 

von NO - unabhängig von NOS-

Expression, die durch Rosiglitzaon 

gesteigert wird. 
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4.9. Das L-Arginin-Paradox 

 

Die exogene Gabe von L-Arginin bewirkt in vielen Krankheitsbildern eine 

funktionelle Verbesserung (Bode-Boeger2007). Wie in der Einleitung 

beschrieben, sinkt die intrazelluläre Konzentration von L-Arginin selten unter 

200µM (Leiper1999). Dies ist deutlich höher als die Michaelis-Menten-

Konstante (Km) von eNOS für L-Arginin. Die Tatsache, dass die Applikation von 

L-Arginin trotzdem eine erhöhte Produktion von NO bewirkt, wird als L-Arginin-

Paradox bezeichnet (Kapitel 1.5.). Böger et al. erklät dieses Paradox mit einem 

erniedrigtem L-Arginin / ADMA Quotienten, der - wie in den Kapitel 1.5. und 4.7. 

dargelegt – zu einer Blockade von eNOS führt (Boeger2004). Der Anstieg des 

Quotienten mittels der Gabe von L-Arginin löst die Blockade auf. Unterstützt 

wird die Hypothese durch die Tatsache, dass sich in fast allen 

Krankheitsbildern, in denen sich das L-Arginin-Paradox zeigte, ein meist 

deutlich erniedrigter L-Arginin/ADMA Quotient vorlag. 

In dieser Arbeitsgruppe konnte bereits nachgewiesen werden, dass die Gabe 

von L-Arginin auch im ischämischen akuten Nierenversagen sowohl im 

Tiermodell (Schramm1994, Schneider2003) als auch bei Patienten mit 

Transplantatnieren (Schramm1994) eine funktionelle Verbesserung bewirkt.  

Nun schien es naheliegend, das L-Arginin-Paradox im ischämischen akuten 

Nierenversagen ebenfalls mit einem erniedrigten L-Arginin / ADMA Quotienten 

zu erklären. Die vorliegenden Ergebnisse widerlegen diese Vermutung. Der 

Quotient steigt im Nierenversagen an und bietet keine Erklärung für das 

Paradox. 

 

SDMA hingegen wäre eine neue, hinreichende Erklärung für das L-Arginin-

Paradox im akuten Nierenversagen: Das akute Nierenversagen bewirkt eine 

Akkumulation von SDMA. Dieses blockiert den transzellulären L-Arginin-

Transport, was zu einem Serumanstieg von L-Arginin führt. Intrazellulär kommt 

zu einem relativen Mangel an L-Arginin in der Umgebung der L-Arginin-

Transporter. Wie im vorangegangen Kapitel dargelegt ist iNOS von 

extrazellulären Konzentrationsänderungen von L-Arginin unabhängig. Aus 
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diesem Grund dürfte der inhibitorische Effekt von SDMA auf iNOS minimal sein. 

Von der Blockade des transzellulären L-Arginin-Transports ist die endotheliale 

NO-Synthase in besonderem Maße betroffen, da sie durch ihre intrazelluläre 

Kompartimentierung und Co-Lokalisation zu den y+-Transportern von dem 

extrazellulären L-Arginin abhängig ist (McDonald1997, Abbildung 34).  

Die exogene Gabe von L-Arginin kann die kompetitive Blockade des 

Transporters durch SDMA aufheben. Hierdurch steht der endothelialen NO-

Synthase mehr Substrat zur Verfügung, es kommt zu einem Anstieg der NO-

Produktion. 

 

4.10.  Ausblick  

 

Die Frage, ob die beobachteten Veränderungen des L-Arginin/DDAH-

Komplexes aus dem ischämischen Nierenversagen resultieren oder ob sie 

kausal zu dessen Verlauf beitragen,  wird Gegenstand weiterer 

Untersuchungen sein. Eine Möglichkeit dieses zu erreichen, wäre der Vergleich 

zwischen Wildtyp- und DDAH-Knockout-Mäusen. Die Beteiligung von DDAH am 

Pathomechanismus der pulmonalen Hypertonie wurde mittels DDAH-Knockout-

Mäusen gezeigt (Wojciak-Stothard2009). 

Ein weiterer Ansatz ist die Kombination von Rosigliatzon mit Medikamenten, die 

auf eine andere Art als Rosiglitazon auf den NO-Stoffwechsel einwirken. 

Atorvastatin zum Beispiel steigert die Produktion von NO durch Beeinflussung 

des Phosphorylierungsstatus von eNOS (Ye2006). Im ischämischen 

Myokardgewebe von Ratten konnte gezeigt werden, dass Pioglitazon und 

Atorvastatin einen addiditv protektiven Effekt besitzen (Ye2006).  

Auch könnte die Kombination von L-Arginin und Rosiglitazon im akuten 

Nierenversagen deutliche Funktionsverbesserung ermöglichen, da die Gabe 

von L-Arginin die SDMA-Blockade überwindet.  

Beim Menschen liegen aktuell keine Daten bezüglich der Regulation von SDMA 

im akuten Nierenversagen vor. Eine erhöhte Serumkonzentration ist beim 

Menschen mit chronischer Niereninsuffizienz beschrieben (Kielstein2006).  Hier 

gilt SDMA auch als kombinierter Prognosefaktor für die Nierenfunktion (Bode-
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Boeger2006) und den Schweregrad einer koronaren Herzerkrankung. Letzteres 

könnte darauf hinweisen, dass erhöhtes SDMA im Serum eine systemische 

Wirkung besitzt: Durch erhöhtes SDMA könnte die Aufnahme von L-Arginin in 

Zellen anderer Organsysteme, wie zum Beispiel der Endothelzellen der 

Coronararterien, blockiert werden.  

Mittels einer observationellen Studie an Patienten im akuten Nierenversagen 

könnten die Konzentrationen von SDMA im Verlauf analysiert werden. Durch 

Kombination dieser Daten mit dem Patienten-Outcome bzgl. Morbidität und 

Mortalität könnte man ermitteln, welcher Konzentrationsanstieg von SDMA eine 

klinische Relevanz besitzt.  

Da SDMA dialysabel ist, könnte langfristig ein neuer Marker für die Initiierung 

des Nierenersatzverfahrens zur Vermeidung systemischer Komplikationen 

beschrieben werden. 
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5. Zusammenfassung 

 

Diese Arbeit befasst sich mit dem NO-Stoffwechsel und der Wirkung von 

Rosiglitazon (RGZ) im ischämischen akuten Nierenversagen (iANV).  

Im Rattenmodell wurde mittels 60-minütigem Clamping beider Aa. renales ein 

iANV induziert. Die Unterteilung erfolgte in die Gruppen mit Gefäßclamping 

jeweils ohne bzw. mit Gabe von RGZ (Clamp+NaCl bzw. Clamp+RGZ) sowie in 

die entsprechenden Gruppen mit Scheinoperation (Sham+NaCl bzw. 

Sham+RGZ). Die Messungen der Clearance wurden photometrisch 

durchgeführt. Die Expression der Enzyme, Proteine und Metabolite des NO-

Stoffwechsels wurde mittels Western-Blot, real time-PCR aus 

Nierenhomogenisaten oder Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie-

Kopplung (LC-MS/MS) aus Serumproben quantitativ bestimmt. Der 

postinterventionelle Versuchszeitraum erstreckte sich über 24 Stunden. 

In der unbehandelten Clamp-Gruppe zeigte sich ein deutlicher Abfall (90%) der 

Inulin- und PAH-Clearance und PAH-Nettosekretion. Die Gabe von RGZ 

besserte die Inulin- und PAH-Clearance sowie die PAH-Nettosekretion.  

Die Applikation von RGZ im iANV bewirkte keine aktivitätssteigernde 

Phosphorylierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) an Serine 1177. An 

eNOS Serine 633 nahm durch RGZ die Phosphorylierung ab. Auch das, an 

vielen Signalkaskaden beteiligte, Akt zeigte keine vermehrte Aktivierung. Die 

Gesamtexpression der eNOS-mRNA wurde durch RGZ im iANV signifikant 

geringer (auf 60% des Ausgangswertes) vermindert als in unbehandelten 

Tieren (20% des Ausgangswertes). Dies stellte einen Kontrast zur funktionellen 

Verbesserung dar, die durch RGZ nur auf 30 % des Ausgangswertes anstieg. 

Im iANV stieg die Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) - mRNA 

um das vierfache an. Die Gabe von RGZ halbierte diesen Anstieg. Dieser 

verminderte Anstieg von iNOS kann als Erklärung für den Anstieg von eNOS 

dienen. Der Anstieg von ED-1 als Marker der Inflammationsreaktion sowie der 

Anstieg der Cleaved caspase 3 als Marker der Apoptosereaktion im iANV 

konnte nach der Applikation von RGZ nicht mehr nachgewiesen werden. 
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Insgesamt schienen Inflammationsreaktion und Apoptose keinen signifikanten 

Einfluss auf die funktionellen Parameter im iANV zu besitzen.  

Das L-Argininderivat „Asymmetrisches Dimethylarginin“ (ADMA), das eNOS 

kompetitiv hemmt, stieg im iANV in der Clamp+NaCl und in der Clamp+RGZ 

Gruppe um ungefähr 20% an. Das an der Synthese von ADMA beteiligte 

Enzym PRMT 1 (Proteinargininmethyltransferase) und das ADMA-abbauende 

Enzym DDAH II (Dimethylarginindiaminohydrolase) wurden im iANV nicht 

reguliert. DDAH I, ein funktionsgleiches Isomer von DDAH II, zeigte im iANV 

eine Herabregulation um 20%.  Diese Herabregulation könnte den Anstieg von 

Serum-ADMA im iANV erklären. Die Applikation von RGZ hatte weder auf 

ADMA noch auf DDAH einen regulatorischen Effekt. Die Halbierung der 

Expression von PRMT 1 durch RGZ hatte keinen Einfluss auf den ADMA-

Serumspiegel.  

L-Arginin (L-Arg) stieg mit 60% im iANV deutlich stärker an als ADMA und 

könnte den Anstieg von ADMA kompensieren. Der Anstieg von L-Arg war von 

RGZ unabhängig. Der Quotient aus L-Arg und ADMA stieg in unbehandelten 

Tieren im iANV signifikant an, unter der Gabe von RGZ jedoch nicht. Dieser 

fehlende Anstieg wirkte sich nicht wesentlich auf die Produktion von NO aus. 

Folglich stellen sowohl ADMA als auch der L-Arg/ADMA Quotient keine 

Erklärung für die unzureichende funktionelle Wirkung einer 

Expressionssteigerung von eNOS unter RGZ im iANV dar.  

„Symmetrisches Dimethylarginin“ (SDMA) inhibiert als Isomer von ADMA die 

Aufnahme von L-Arg in die Zelle kompetitiv. SDMA zeigte im iANV einen 

Anstieg um fast 400 % im Vergleich zu den Shamtieren. SDMA wurde durch die 

Gabe von RGZ nicht reguliert. Hieraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass 

der erhöhte SDMA-Spiegel den transzellulären L-Arg-Transport blockiert. Dies 

kann den Serumanstieg von L-Arg im iANV erklären und würde zu einem 

intrazellulären Mangel an L-Arg führen. Die durch RGZ bewirkte Steigerung der 

Expression von eNOS bliebe ineffektiv, da durch den Substratmangel die 

Produktion von NO nicht adäquat ansteigen könnte. 

Das L-Arg-Paradox im iANV beschreibt die Tatsache, dass die Applikation von 

L-Arg im iANV zu einer Mehrproduktion von NO durch eNOS führt, obwohl der 
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Serumspiegel von L-Arg bereits vor Applikation klar über dem 

Sättigungsbereich von eNOS liegt. Da der Anstieg von ADMA im iANV durch 

den deutlich höheren Anstieg von L-Arg überkompensiert wird, scheint ADMA 

als Erklärung des Paradoxes nicht hinreichend. Der deutliche Anstieg von 

SDMA im iANV hingegen könnte über eine Blockade des L-Arg-Transporters zu 

einem intrazellulären Mangel an L-Arg führen. Diese kompetitive Blockade 

könnte durch die Applikation von L-Arg aufgehoben werden. Somit wäre SDMA 

eine Erklärung für das L-Arg Paradox. 

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass der starke Anstieg von 

SDMA möglicherweise dem protektiven Effekt von RGZ im iANV entgegenwirkt. 

Außerdem konnte mit dem Anstieg von SDMA ein neuer Erklärungsansatz des 

L-Arg-Paradoxes im iANV aufgezeigt werden.  

 

5. Summary 

 

The protective effect of PPAR-gamma agonists in renal I/R-injury has already 

been shown. Here the influence of the PPAR-gamma agonist Rosiglitazone 

(RGZ) on the NO-pathway which plays an important role in the pathogenesis of 

and recovery from renal ischemia/reperfusion (I/R)-injury is investigated. 

Asymmetric and symmetric dimethylarginine (ADMA/SDMA) are structurally 

similar to L-arginine (L-Arg). ADMA is released from PRMT1 

(Proteinargininmethyltransferase) and competitively inhibits eNOS activity. 

SDMA impairs cellular L-Arg transport. Both, SDMA and ADMA are eliminated 

by renal excretion while ADMA is additionally metabolized by DDAH 1 / 2 

(Dimethylarginindiaminohydrolase). 

CD rats, subjected to bilateral I/R injury (60min) were administered RGZ. Sham 

served as control. 24 hours after reperfusion clearances were determined 

photometrically. The kidneys were removed. Measurements in the 

homogenisate of the renal cortex were made by qPRC, Western-Blot and 

immunohistochemistry. Serum was analyzed by LC-MS/MS. 

I/R-injury caused a significant decrease in inulin-/PAH-clearance (5%/3% vs. 

sham). RGZ resulted in an improvement of renal function (12% vs. sham). RGZ 
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did not induce a phosphorylation of eNOS at Serine 1179. RGZ reduced 

phosphorylation of eNOS at Serine 633 (50% vs. sham). The phosphorylation of 

akt, which is involved in multiple signalling pathways, remained unchanged. 

RGZ significantly attenuated the decrease of eNOS-mRNA in I/R-injury (from 

20% to 60% vs. sham). It remains unsolved why distinct effect of RGZ on eNOS 

evoked only an unexpected small functional amelioration after renal I/R-injury. 

I/R-injury enhanced the expression of iNOS-mRNA. Moreover CC3 and ED-1 

were significantly increased. RGZ attenuated the increase of iNOS expression 

significantly (from 400% to 170% vs. sham). The enhanced expression of CC3 

and ED1 was almost completely reversed by RGZ. 

Serum-levels of ADMA (+19%), SDMA (+145%) and L-Arg (+97%) were 

significantly elevated in clamping group compared to sham. RGZ had no effect 

on ADMA, SDMA and L-Arg levels. The L-Arg/ADMA ratio increased (+83%) in 

I/R-injury. This effect was abolished by RGZ. PRMT1 remained unchanged in 

the clamping group. However, the application of RGZ caused a significant 

down-regulation of PRMT1  

(-50%) in sham and clamping group without an influence on ADMA level. 

Expression of DDAH 2 remained unchanged, DDAH 1 expression showed a 

down-regulation in the clamping-group. This down-regulation could explain the 

rise of ADMA serum-levels. RGZ had no effect on DDAH 1/2 regulations. 

Both, the clear increase of L-Arg and the small rise in ADMA levels suggest that 

ADMA has no major role in the inhibition of eNOS activity. However, the distinct 

rise of SDMA after I/R-injury which is not influenced by RGZ could cause an 

intracellular lack of the NO-substrate L-Arg. Thus, one hypothizes that despite 

increased eNOS expression by RGZ the NO-production remains heavily 

impaired due to the intracellular lack of L-Arg which results from the SDMA-

dependent regulation. This additionally might explain the only small effect of 

RGZ on renal function after I/R-injury. 

The L-Arginin-paradox describes the improvement of renal function during I/R-

injury by adding L-Arg although the endothelial NO-synthase´s (eNOS) KM for 

the L-Arg substrate is already sufficient. SDMA could cause the rise of L-Arg 

serum-level and the intracellular lack of the substrate by blocking the L-Arg-
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transporters. This blockade could be overcome by the additional application of 

L-Arg. So the changes in serum SDMA level might moreover be a new 

explanation of the L-Arg-paradox. 
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