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1� Einleitung 

1.1� Überblick 

Der Ischämie�Reperfusionsschaden (IR�Schaden) der Niere stellt eine 

wichtige Ursache renaler Dysfunktion nach Ereignissen wie einem 

hämorrhagischen Schock oder einer Organtransplantation dar und hat eine 

bedeutende Auswirkung auf die Patientenmorbidität und –mortalität. Der 

Zelltod durch Apoptose oder Nekrose sowie auch Entzündungsreaktionen 

sind hierbei wichtige pathogenetische Faktoren.  

Interleukin�1 (IL�1) gehört zu einer Gruppe von Zytokinen, die während 

der frühen Phase der Reperfusion nach renaler Ischämie freigesetzt werden 

[Bonventre, Zuk 2004]. Es kann sowohl Apoptose wie auch Entzündungs,

prozesse fördern. Letztere werden durch vermehrte Expression von 

weiteren proinflammatorischen Zytokinen und Adhäsionsmolekülen regu,

liert, welche die Leukozyteninfiltration in das geschädigte Gewebe ver,

mitteln [Allan et al. 2005].  

Die durch IL,1 ausgelösten Effekte werden durch den endogenen 

kompetitiven Antagonist Interleukin�1 Rezeptorantagonist (IL�1ra) 

blockiert. Dieser verhindert die Bindung von IL,1 an die IL,1 Rezeptoren I 

und II und blockiert so den intrazellulären Signalweg. Dadurch wird die 

Entzündungsantwort abgeschwächt und die Anzahl der apoptotischen Zellen 

reduziert [Dripps et al. 1991]. 

Der beträchtliche entzündungshemmende Effekt von rekombinantem IL,1ra 

wurde klinisch bei der Behandlung von rheumatoider Arthritis nach,

gewiesen, ebenso in experimentellen Modellen zum myokardialen [Suzuki et 

al. 2001] und zerebralen [Yang et al. 1999a] Ischämie,Reperfusionsscha,

den. Weiterhin zeigte die Behandlung mit IL,1ra auch eine Reduktion der 

Infiltration des Nierengewebes mit polymorphkernigen Leukozyten bei 

renaler Ischämie und Reperfusion [Haq et al. 1998]. 
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Auf welche Weise IL,1ra vor renalem IR,Schaden im Hinblick auf Apoptose 

und Expression von apoptose,regulierenden Faktoren und Adhäsions,

molekülen schützt, ist bisher noch unklar. 

Die Bindung von IL,1 an den IL,1 Rezeptor führt zu einer Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NF,κB (Nuklear Faktor Kappa B). Dieser bewirkt eine 

Gentranskription von proinflammatorischen Faktoren wie des MCP,1 

(monocyte chemoattractant protein�1) und des ICAM,1 (interzelluläres 

Adhäsionsmolekül 1) [Rabb et al. 1997]. Diese Faktoren spielen eine 

wesentliche Rolle bei der Leukozytenrekrutierung und –infiltration und sind 

damit maßgeblich am Auslösen einer Entzündungsreaktion und somit an 

der Entwicklung eines Gewebeschadens nach IR beteiligt [Dunn et al. 

2002]. 

NF,κB beeinflusst auch den Zelltod durch Apoptose, da es die Transkription 

von Faktoren der Bcl,2,Familie steuert. Zur Bcl,2,Familie gehören sowohl 

das vor Apoptose schützende Bcl,2 als auch das die Apoptose fördernde 

Bax. 

Das Ziel der vorliegenden Studie ist es, im Hinblick auf die proinflamma,

torischen und proapoptotischen Effekte von IL,1, Mechanismen zu be,

schreiben, die bei der Verminderung des renalen IR,Schadens durch IL,1ra 

eine Rolle spielen. 

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass IL,1ra den postischämischen 

Nierenschaden reduziert, da es Apoptose und Leukozyteninfiltration durch 

eine Beeinflussung der über NF,κB regulierten Expression von MCP,1, 

ICAM,1, Bcl,2 und Bax in der Niere vermindert. 
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1.2� Renaler Ischämie�Reperfusionsschaden 

Der Ischämie,Reperfusionsschaden der Niere ist das Resultat einer vermin,

derten Nierendurchblutung und einer anschließenden Reperfusion. Mit ihm 

ist eine hohe Morbidität und Mortalität verbunden. Ereignisse, die durch 

Verringerung der Nierendurchblutung zu dieser Art der Nierenschädigung 

führen können, sind beispielsweise ein schwerer Blutdruckabfall, die Unter,

brechung der Nierendurchblutung im Rahmen einer Nierenoperation, eine 

Nierenarterienstenose oder suprarenales Clamping der Aorta [Thadhani et 

al. 1996]. 

Der Ischämie,Reperfusionsschaden der Niere ist eine der Hauptursachen 

des akuten Nierenversagens und spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle in 

der Transplantationsmedizin. Hier ist er mit einer verzögerten Funktions,

aufnahme des Nierentransplantats (DGF, delayed graft function) assoziiert, 

welche ein erhöhtes Risiko akuter Abstoßung birgt und eine Beein,

trächtigung des Langzeitüberlebens des Transplantats nach sich zieht 

[Shoskes, Halloran 1996]. Für das Transplantatüberleben sind neben 

alloantigen,abhängigen Faktoren auch alloantigen,unabhängige Faktoren 

beteiligt. Der Ischämie,Reperfusionsschaden, der unweigerlich durch Ent,

nahme, Transport und nachfolgende Wiederperfusion des Transplantats auf,

tritt, gehört zu diesen alloantigen,unabhängigen Mechanismen [Tullius, 

Tilney 1995]. 

Die Wiederherstellung des Blutflusses nach Ischämie ist essentiell, um eine 

irreversible Parenchymzerstörung zu vermeiden. Paradoxerweise kann 

jedoch durch die folgende Reperfusion das Gewebe noch zusätzlich 

geschädigt werden [Grace 1994].  

1.2.1� Ischämie 

Durch Ischämie kommt es im Gewebe zu einem Mangel an Sauerstoff und 

Nährstoffen sowie zu einer Akkumulation von aus dem Zellmetabolismus 

anfallenden Abfallprodukten. 
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Auf zellulärer Ebene führt die Hypoxie über die Zunahme der anaeroben 

Glycolyse zu einem Laktatanstieg mit konsekutivem Absinken des pH,Werts, 

daneben auch zu einem Abfall des Energiemetaboliten des Zellstoffwechsels 

Adenosin,5´,Triphosphat (ATP). Der ATP�Abfall wirkt sich in einer 

verminderten Funktion der ATP,abhängigen Ionenpumpen aus. Dies führt 

durch den Einstrom von Ionen wie Na+ und Ca2+ gefolgt von Wasser zu 

einem Zusammenbruch der Zellhomöostase und somit zu einem Zellödem 

[Grace 1994; Weinberg 1991]. 

Der intrazelluläre Calciumanstieg löst eine Aktivierung von Proteasen und 

Phospholipasen aus, welche zum Abbau des Zytoskeletts beitragen 

[Devarajan 2005].  

Zudem erfolgt durch den Abbau von ADP und AMP eine Akkumulation der 

membrangängigen Purin,Nukleoside Adenosin und Inosin und durch deren 

Katabolismus auch eine Ansammlung von Hypoxanthin. Diese Vorläufer,

Nukleoside gehen bei längerer Ischämie,Zeit über die Zellmembran verloren 

und stehen der Zelle bei anschließender Reperfusion nur noch vermindert 

zur ATP,Synthese zur Verfügung [Padanilam 2003]. Hypoxanthin kann bei 

folgender Reperfusion der Xanthin,Oxidase als Substrat dienen und zu 

vermehrter Bildung von reaktiven Sauerstoffintermediaten (ROI) führen 

[Brömme et al. 2002]. 

1.2.2� Reperfusionsschaden 

Mit der Wiederzufuhr von Sauerstoff nach Wiederherstellung der Blut,

zirkulation bilden sich vermehrt toxisch�reaktive Sauerstoffinter�

mediate, wie z. B. Superoxidradikal,Anionen (O2
,●

), Wasserstoffperoxid 

(H2O2) oder Hydroxylradikale (●OH). Unter physiologischen Bedingungen 

werden reaktive Sauerstoffintermediate (ROI) durch verschiedene 

enzymatische Reaktionen (durch Superoxiddismutasen, Glutathionperoxi,

dase und Katalase) sowie auch nichtenzymatisch durch Radikalfänger wie 

Glutathion, Harnsäure oder Ascorbinsäure inaktiviert. Beim IR,Schaden 

übersteigt jedoch die Generierungsrate der ROI die Eliminationsrate der 
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Zellen, so dass das Gewebe oxidativem Stress ausgesetzt ist [Brömme et al. 

2002]. 

Durch Reaktion der ROI mit Nukleinsäuren, Proteinen und Fetten entstehen 

eingreifende strukturelle Veränderungen und Zellschäden. ROI be,

wirken eine direkte Schädigung der Lipid,Zellmembran durch Lipidperoxi,

dation. Weiterhin lösen sie eine Aktivierung der Plasmamembran,Phospho,

lipase A2 mit vermehrter Produktion von Arachidonsäure aus. Diese stellt 

eine wichtige Vorstufe der Eicosanoid,Synthese und damit von chemo,

taktischen Mediatoren wie Leukotrien B4 oder Thromboxan B2 dar. Auch 

steigern ROI mittels Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF,κB die 

Genexpression von Leukozytenadhäsionsmolekülen und proinflammato,

rischen Zytokinen. Die beiden letztgenannten Mechanismen führen zu 

vermehrter Leukozytenaktivierung und Chemotaxis [Toyokuni 1999]. 

Aktivierte Leukozyten bilden wiederum toxische freie Radikale, so dass ein 

Circulus vitiosus resultiert���

1.2.3� Mikrozirkulationsschaden 

Die verminderte postischämische kapillare Reperfusion (no�reflow) spielt 

ebenfalls eine Rolle beim IR,Schaden [Vollmar, Menger 2004; Menger et al. 

1997]. Die Verlagerung intravasalen Volumens nach intrazellulär führt zum 

Anschwellen der Endothelzellen mit einhergehender Verengung des 

Gefäßlumens und zu erhöhter Blutviskosität. Eine vermehrte Durchlässigkeit 

des kapillaren Endothels (���������� �	�
��	) ist mit interstitiellem Ödem 

und erhöhtem Gewebedruck verbunden. Daneben verursachen eine 

Stagnation der Leukozyten und Mikrothrombosierungen eine Obstruktion 

der Mikrogefäße [Menger et al. 1997]. Die erwähnten Pathomechanismen 

sind mit einer Verlängerung der Gewebehypoxie in der Phase der 

Reperfusion assoziiert und verstärken somit den ischämischen Schaden. 

Vasokonstriktorische Mediatoren wie Thromboxane und Endothelin 

verstärken die Einschränkung der Mikrozirkulation [Wilhelm et al. 1999]. 

Verschiedene Modelle des ischämischen akuten Nierenversagens konnten 

eine postischämische Stauung der Mikrozirkulation, besonders in der 
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medullären Region, nachweisen [Mason et al. 1987; Solez et al. 1974]. 

Diese persistiert auch in der Phase der Reperfusion. Ursache dafür ist eine 

Aggregation von Erythrozyten und Leukozyten. Dadurch kommt es zu einer 

Verlängerung der Gewebehypoxie und wiederum zur Verstärkung des 

ischämischen Schadens.  

 

1.3� Akute Tubulusnekrose und Apoptose 

1.3.1� Akute Tubulusnekrose: Hämodynamische und 

morphologische Veränderungen 

Unter der akuten Tubulusnekrose (ATN) versteht man eine chemische oder 

toxische Schädigung der Tubuluszellen, welche ein akutes Nierenversagen 

verursachen kann. Neben der Nekrose spielt auch die Apoptose (der 

sogenannte programmierte Zelltod) eine wichtige Rolle für den Verlust 

funktionsfähiger Tubuluszellen [Schumer et al. 1992; Daemen et al. 2002; 

Racusen et al. 1991]. 

Die Auswirkungen des IR,Schadens zeigen sich zuerst in den Regionen der 

Niere, die besonders anfällig für eine Hypoxie sind. Obwohl für die 

Durchblutung der Niere bis zu 25% des Herzzeitvolumens zur Verfügung 

stehen, erhält das Nierenmark über die Vasa recta nur einen geringen 

Anteil des Blutvolumens, so dass schon unter physiologischen Bedingungen 

hier eine relative Hypoxie besteht [Friedewald, Rabb 2004]. 

Am anfälligsten für hypoxische Schäden erwies sich die im äußeren Mark 

gelegene Pars recta des proximalen Tubulus (S3 Segment), welche 

aufgrund ihrer starken Transportaktivität einen hohen Sauerstoffbedarf hat 

[Venkatachalam et al. 1978]. 

In der Phase der Reperfusion nach Ischämie zeigt sich trotz der 

wiederhergestellten Blutzufuhr eine Reduktion der renalen Durchblutung um 

40–50% [Lieberthal 1997]. Mit dieser verminderten Perfusion hängt eine 

Stauung der Mikrogefäße besonders im Bereich der äußeren Medulla 

zusammen. Diese Stauung persistiert auch während der Reperfusion und 
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verlängert so die Hypoxie des Gewebes mit Verstärkung des ischämischen 

Zellschadens [Mason et al. 1987; Solez et al. 1974]. Durch die vermehrte 

Permeabilität des geschädigten Kapillarendothels (capillary leakage) ent,

steht ein interstitielles Ödem. Dieses kann durch den erhöhten Gewebe,

druck die peritubulären Kapillaren komprimieren und die Durchblutung 

drosseln.  

Eine durch die Volumenverschiebung erhöhte Blutviskosität wie auch 

Aggregationen von Erythrozyten und eine Stagnation der Leukozyten ver,

stärken die Obstruktion der Mikrogefäße. Aktivierte Leukozyten initiieren 

eine Entzündungskaskade, die die Endothelzellen zusätzlich schädigt 

[Molitoris, Sutton 2004; Sutton et al. 2003].  

Weiterhin liegt der renalen Minderperfusion ein Ungleichgewicht von 

vasodilatatorisch und vasokonstriktorisch wirkenden Faktoren zu 

Grunde. Für diese Effekte werden insbesondere eine verminderte Produktion 

des vasodilatatorischen NO durch die konstitutive endotheliale NO,Synthase 

und eine vermehrte Synthese des stark vasokonstriktorisch wirkenden 

Endothelin,1 verantwortlich gemacht [Lieberthal 1997; Wilhelm et al. 

1999]. 

Morphologisch erkennt man eine Vakuolisierung der Tubulusepithelzellen 

sowie den Verlust des apikalen Bürstensaums bei proximalen Tubulus,

epithelzellen.  

Für die Funktionsfähigkeit der Tubuluszellen (zielgerichteter Substanz,

transport) ist die Aufrechterhaltung ihrer Polarität entscheidend. Der 

IR,Schaden führt u. a. durch die Beschädigung des Zytoskeletts zum 

Zusammenbruch dieser Zellorientierung.  

Als Folge der Zytoskelettstörung zeigt sich neben dem Verlust des 

Bürstensaums eine Umverteilung der ursprünglich basolateral angeordneten 

Na+,K+,ATPasen. Diese tauchen nun auch an apikalen Bereichen der 

Tubuluszellen auf, woraufhin der zielgerichtete natriumgekoppelte Transport 

behindert wird (Abb. 1) [Molitoris et al. 1989].  

Ähnlich verhält es sich mit den Integrinen. Dies sind transmembrane 

Glykoproteine, welche für die Verankerung der Tubuluszellen in der Basal,
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membran verantwortlich sind. Physiologischerweise werden Integrine aus,

schließlich an der basolateralen Seite der Tubuluszellen exprimiert. Wird die 

Tubuluszelle geschädigt, kommt es zum Verlust dieser Anordnung und zur 

Umverteilung der Integrine auf der Zelloberfläche, wodurch die Verankerung 

der Tubuluszellen in der Basalmembran geschwächt wird (Abb. 1) 

[Goligorsky, DiBona 1993].  

Die Abschilferung sowohl von abgestorbenen Zellen und Zellfragmenten als 

auch von lebensfähigen Zellen in das Tubuluslumen führt zur Bildung von 

Epithelzell, und Zellfragmentzylindern, die das Tubuluslumen verlegen. Die 

Entstehung dieser Zellaggregate wird durch die Interaktion freier Integrin,

rezeptoren verstärkt [Noiri et al. 1994]. Durch die Verlegung des 

Tubuluslumens steigt der intraluminale Druck proximal der Obstruktion, 

so dass die proximalen Tubuli dilatieren. Die durch den Rückstau des Filtrats 

veränderten Druckverhältnisse im Glomerulus führen zu einer weiteren 

Reduktion der glomerulären Filtrationsrate [Arendshorst et al. 1975; 

Bonventre 1993]. 

Durch die nun teilweise bloßliegende geschädigte tubuläre Basalmembran 

kann es zur Rückdiffusion des glomerulären Filtrats in die peritubulären 

Kapillaren kommen (���
��	�
) [Schrier et al. 2004]. 
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Abb. 1 Morphologische Veränderungen der proximalen Tubuli. Nach 
Ischämie und Reperfusion kommt es, zum Verlust des Bürstensaums sowie u. a. 
durch eine Umverteilung der Integrine und Na+,K+,ATPasen auf die apikale 
Zelloberfläche zum Verlust der Zellpolarität. Sowohl abgestorbene als auch intakte 
Zellen gelangen in das Tubuluslumen und können durch Bildung von Epithelzell, 
und Zellfragmentzylindern das Tubuluslumen obstruieren und dadurch zur 
Reduktion der GFR beitragen [Modifiziert nach Schrier et al. 2004 und Thadhani et 
al. 1996]. 

1.3.2� Apoptose 

1.3.2.1� Definition von Apoptose und Nekrose 

Der durch renale Ischämie und Reperfusion ausgelöste Zelltod kann je nach 

Ausmaß der Schädigung in Form von Nekrose oder Apoptose auftreten, 

wobei es fließende Übergänge zwischen diesen gibt [Schumer et al. 1992; 

Gobé et al. 2000].  

Nekrosen können durch diverse schädigende Stimuli wie Toxine, physi,

kalische Schäden und Ischämie ausgelöst werden und entstehen infolge 

eines schwerwiegenden Zusammenbruchs der Zellhomöostase. Typisch für 
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die Nekrose sind zytoplasmatische Veränderungen wie ein Anschwellen der 

Zellorganellen und der Zelle selbst sowie die Auflösung des Zellkerns 

(Karyolyse). Durch den Verlust der Plasmamembranintegrität können die 

Zellen platzen und Enzyme sowie chemotaktisch wirksame Zellkomponenten 

freisetzen. Diese können Makrophagen und Neutrophile anlocken und eine 

Entzündungsreaktion auslösen [Devarajan 2005]. Infolge einer renalen 

Ischämie und Reperfusion sterben in der Phase der Ischämie bereits einige 

Zellen überwiegend durch die nekrotische Form des Zelltods. Es sind v. a. 

die proximalen Tubuluszellen der Niere betroffen, deren Energieversorgung 

hauptsächlich sauerstoffabhängig durch die oxidative Phosphorylierung 

gewährleistet wird [Wirthensohn, Guder 1986]. Zellen, die fähig sind einen 

Teil der Energie durch anaerobe Glycolyse zu produzieren, werden durch 

den Sauerstoffmangel weniger geschädigt. 

Im Gegensatz zur Nekrose ist die 1972 erstmals von Kerr et al. be,

schriebene Apoptose, der sog. programmierte Zelltod, energieabhängig. 

Physiologischerweise reguliert die Apoptose das Gleichgewicht zwischen 

Zellproliferation und Zellelimination und spielt eine zentrale Rolle während 

der Embryonalentwicklung. Die apoptotische Zelle verliert die Verbindung zu 

Nachbarzellen und löst sich damit aus dem Zellverband. Zelle und 

Zellorganellen bleiben jedoch im Unterschied zur Nekrose lange Zeit intakt. 

Die Apoptose geht mit dem Schrumpfen der Zelle, einer Kondensation des 

Kernchromatins und einer anschließenden Kernfragmentation einher. Vesi,

kel aus von Zellmembran umhüllten Kernfragmenten und Zellorganellen, so 

genannte apoptotic bodies, werden abgeschnürt und durch benachbarte 

Zellen oder Makrophagen phagozytiert. Damit wird nach klassischem Ver,

ständnis der Apoptose eine Entzündungsreaktion umgangen [Lawen 2003]. 

Jedoch wurde u. a. im Rahmen des renalen IR,Schadens gezeigt, dass auch 

die Apoptose einen Beitrag zum Entstehen der schädigenden Entzündungs,

reaktion leisten kann [Daemen et al. 1999; Daemen et al. 2001a; Miwa et 

al. 1998].  
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1.3.2.2� Mechanismen der Apoptose 

Caspasenkaskade 

Ein zentrales Element des apoptotischen Zelltods stellt die Caspasen�

kaskade dar. Caspasen sind in ihrem aktiven Zentrum Cystein enthaltende, 

nach einem Aspartatrest spaltende Proteasen. Sie übernehmen die intra,

zelluläre Steuerung der Apoptose und werden als inaktive Vorläufer,

moleküle, als Procaspasen, synthetisiert. Bislang sind 14 Mitglieder der 

Caspasenfamilie charakterisiert. 

Caspase,1, ,4 und ,5 sind an der Zytokinreifung beteiligt und scheinen 

somit hauptsächlich in Entzündungsprozessen eine Rolle zu spielen. Die sog. 

Initiatorcaspasen (Caspase,2, ,8, ,9 und ,10) werden in Antwort auf 

apoptotische Stimuli aktiviert. Sie können ihrerseits durch proteolytische 

Spaltung Effektorcaspasen wie Caspase,3, ,6 und ,7 aktivieren [Rupinder 

et al. 2007]. Effektorcaspasen können zahlreiche zelluläre Substrate 

spalten, darunter andere Caspasen, Proteine des Zytoskeletts und nukleäre 

Lamine [Hengartner 2000]. Sie lösen auch die Aktivierung bestimmter 

Endonukleasen aus, welche die DNA apoptotischer Zellen fragmentieren 

[Sakahira et. al. 1998]. Typischerweise erfolgt die Fragmentierung der 

DNA zwischen den Nukleosomen, so dass für die Apoptose charakteristische 

Bruchstücke von ca. 180,200 bp und Vielfache davon entstehen. (In der 

DNA,Elektrophorese lässt sich deswegen eine charakteristische „Leiter,

struktur“ erkennen.) [Cohen et al. 1992].  
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Extrinsischer und intrinsischer Weg der Apoptose 

Die Aktivierung der Caspasen,Signalkaskade kann über verschiedene Wege 

erfolgen (Abb. 2): 

Beim extrinsischen Weg erfolgt die Signaltransduktion über sog. Todes,

rezeptoren wie Fas (Apo,1, CD95) oder TNF,R1 (Tumor,Nekrose,Faktor 

Rezeptor Typ 1), die der TNF,R,Familie angehören und durch eine intra,

zytoplasmatische Todesdomäne (death domaine, DD) gekennzeichnet sind 

[Krammer 2000; Leist, Jaattela 2001]. Nach Bindung ihrer spezifischen 

Liganden FasL bzw. TNF,α oligomerisieren die Rezeptoren. Die Todes,

domänen assoziieren mit spezifischen Adaptermolekülen und formieren sich 

mit mehreren Procaspase,8 Molekülen zum DISC (death inducing signaling 

complex) [Philchenkov 2004]. Procaspase,8 wird autolytisch zur Caspase,8 

umgewandelt und induziert die Apoptose durch Aktivierung der Effektor,

caspase Caspase,3 [Muzio et al. 1998].  

Daneben existiert der intrinsische, mitochondriale Weg der Apoptose. Er 

kann über verschiedenste intrazelluläre Trigger, u. a. durch Hypoxie und 

reaktive Sauerstoffintermediate aktiviert werden. Dabei kommt es zur 

Freisetzung proapoptotischer Faktoren, wie Cytochrom C, AIF (apoptosis 

inducing factor) und der Endonuklease Endo G aus dem mitochondrialen 

Intermembranraum in das Zytosol [Green, Kromer 2004]. Dort bindet 

Cytochrom C Moleküle des Adapterproteins Apaf,1 (apoptosis protease 

activation factor�1) und initiiert die Bildung von Apoptosomen. Dies sind 

Oligomere aus je sieben Molekülen Cytochrom C, Apaf,1, (d)ATP und 

Procaspase,9 [Waterhouse et al. 2002]. Die durch das Apoptosom 

gebundene Procaspase,9 wird zur Caspase,9 aktiviert und kann wiederum 

weitere Caspasen, wie die Effektorcaspase Caspase,3 aktivieren [Lawen 

2003]. 
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Abb. 2 Extrinsischer und intrinsischer Weg der Apoptose. Interagiert ein 
Todesrezeptor mit seinem Liganden (links im Bild), bildet er Oligomere mit weiteren 
Rezeptoren. Es werden Adapterproteine und Initiatorcaspasen wie Caspase 8 
rekrutiert. Aktive Initiatorcaspasen können ihrerseits Effektorcaspasen wie 
Caspase 3 aktivieren und die Apoptose induzieren. Der intrinsische, mitochondriale 
Weg (rechts) führt zur Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien. 
Cytochrom C bindet an das Adaptermolekül Apaf,1 und rekrutiert die Initiator,
caspase Caspase 9. Die aktive Caspase 9 induziert durch Aktivierung der 
Effektorcaspase Caspase 3 die Apoptose [Modifiziert nach Rupinder et al. 2007]. 

 

Bax und Bcl�2 

Intrazellulär wird die Apoptose unter anderem durch Mitglieder der Bcl�2�

Proteinfamilie kontrolliert, welche die Cytochrom C,Freisetzung aus den 

Mitochondrien regulieren [Zimmermann, Green 2001]. Zwei bedeutende 

Vertreter der Bcl,2,Familie sind das antiapoptotisch wirksame Bcl,2, das 

erstmals im follikulären B,Zell,Lymphom charakterisiert wurde und der 

Bcl,2,Protein,Familie seinen Namen gab, und das apoptosefördernde Bax 

(Bcl�2�associated X protein) [Tsujimoto et al. 1985].  
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Es wurde gezeigt, dass Bax und Bcl,2 Dimere bilden können, und das 

Verhältnis der beiden Proteine zueinander die Anfälligkeit einer Zelle 

gegenüber apoptoseinduzierenden Stimuli bestimmt [Chao, Korsmeyer 

1998]. Ein Überschuss an Bcl,2,Monomeren kann die Apoptose verhindern, 

wohingegen durch ein Überwiegen von Bax,Homodimeren die Apoptose 

eingeleitet wird. Die proapoptotische Wirkung des Bax kann durch die 

Bildung von Bcl,2,Bax,Heterodimeren neutralisiert werden [Oltvai et al. 

1993]. 

Wird Bax durch einen apoptotischen Stimulus aktiviert, wandert es aus dem 

Zytosol zu den Mitochondrien. Dort inseriert es mit Hilfe seiner Trans,

membrandomäne in die äußere Mitochondrienmembran und setzt sich zu 

Oligomeren zusammen, was eine Freisetzung von Cytochrom C in das 

Zytosol und damit die Aktivierung von Caspase,9 zur Folge hat (Abb. 2) 

[Desagher, Martinou 2000]. Dieser Prozess involviert vermutlich die Bildung 

von Kanälen. Es ist jedoch unklar, ob die Bax,Proteine selbst einen Kanal 

formieren und so die Freisetzung proapoptotischer Faktoren in das Zytosol 

ermöglichen, oder ob sie mit physiologisch präexistenten Kanälen wie der 

mitochondrialen Permeabilitätspore (permeability transition pore) inter,

agieren. Eine Hypothese geht davon aus, dass sich die Porenöffnung durch 

die Interaktion mit Bax erweitert, und so die Mitochondrienmembran auch 

für höhermolekulare Stoffe wie Cytochrom C durchlässig wird [Tichy 2006].  

Bcl�2, welches ausschließlich membrangebunden, insbesondere in den 

mitochondrialen Membranen vorkommt, inhibiert die Oligomerisierung von 

Bax und damit die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran. Die Bcl,2,

Proteine können dem Ablauf der Apoptose so lange entgegenwirken bis die 

Konzentration des membrangebundenen Bax die von Bcl,2 übersteigt 

(Abb. 3) [Mikhailov et al. 2001; Dlugosz et al. 2006]. 

Der Verlust der mitochondrialen Homöostase durch die Porenbildung führt 

zur Schwellung der Mitochondrien. Die Mitochondrienmembranen können 

reißen und Proteine wie Cytochrom C in das Zytosol freisetzten. Diese 

morphologischen und molekularen Veränderungen wurden auch nach 
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Ischämie und Reperfusion der Niere beobachtet [Benitez,Bribiesca et al. 

2000]. 

 

 
Abb. 3 Bcl�2 inhibiert aktiviertes, membrangebundenes Bax. Inaktives Bax 
ist als Monomer im Zytoplasma lokalisiert, wohingegen Bcl,2 nur membran,
gebunden vorkommt. BH3,only,Proteine, welche ebenfalls zur Bcl,2,Proteinfamilie 
gehören, werden durch Todessignale aktiviert. Sie bewirken eine Konformations,
änderung von Bax und Bcl,2 und dadurch deren Aktivierung. Fehlt aktiviertes Bcl,2, 
formieren sich membrangebundene Bax,Monomere zu Oligomeren, welche die 
Mitochondrienmembran permeabilisieren und die Freisetzung proapoptotischer 
Faktoren ermöglichen. Möglicherweise kann auch aktiviertes Bax eine Kon,
formationsänderung von Bcl,2 auslösen (gestrichelter Pfeil). Die Bindung von Bcl,2 
an Bax scheint irreversibel zu sein und verhindert die Blockierung anderer Bax,
Moleküle durch Bcl,2. Folglich ist für die Permeabilisierung der Mitochondrien,
membran ein Überschuss an Bax,Molekülen notwendig [Modifiziert nach Dlugosz et 
al. 2006]. 

 

Die Translokation von Bax in die äußere Mitochondrienmembran konnte 

auch in proximalen Tubuluszellen der Niere in Folge von Hypoxie und ATP,

Depletion nachgewiesen werden [Saikumar et al. 1998]. Es wurde ebenfalls 

gezeigt, dass eine Überexpression des antiapoptotischen Bcl,2 die mito,

chondriale Cytochrom C Freisetzung blockieren und den durch Hypoxie 

ausgelösten Zellschaden eindämmen kann [Saikumar et al. 1998]. 
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1.4� Entzündung 

Neben den direkten zytotoxischen Auswirkungen der Hypoxie, verursacht 

Ischämie und Reperfusion im Nierenparenchym eine Entzündungsreaktion, 

die mit einer Aktivierung des Endothels, verstärkter Leukozytenadhäsion 

und einer Beeinträchtigung des mikrovaskulären Blutflusses verbunden ist 

[Bonventre, Zuk 2004].  

Nach renaler Ischämie und Reperfusion wurde im Tierversuch ein deutlicher 

Anstieg der Serumkonzentration von IL,1β über mehrere Tage nach,

gewiesen [Furuichi et al. 2006]. Interleukin,1 übernimmt eine wesentliche 

Funktion in der Vermittlung entzündungsfördernder Prozesse. 

1.4.1� Interleukin�1 und Interleukin�1 Rezeptorantagonist 

1.4.1.1� Die Interleukin,1 Familie 

Interleukin�1 (IL,1) gehört als proinflammatorisches Schlüsselzytokin zu 

den wichtigsten entzündungsfördernden Signalstoffen des Immunsystems. 

Es spielt eine zentrale Rolle als Mediator der durch den Ischämie,

Reperfusionsschaden in der Niere ausgelösten Entzündungskaskade 

[Furuichi et al. 2006]. 

Zur Interleukin�1 Familie rechnet man mittlerweile 11 verschiedene 

Proteine: IL,1α (IL,1F1), IL,1β (IL,1F2), IL,1ra (IL,1F3), IL,18 (IL,1F4), 

IL,1F5 bis F10 und IL,33 (IL,1F11) (Tabelle 1) [Sims et al. 2001; Schmitz 

et al. 2005]. 
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��	��	��. Die Familie der IL�1 Zytokine und ihre Rezeptoren [Barksby et al. 2007; 

Sims et al. 2001] 

 

Zytokin 

 

Systematischer Name 

 

Rezeptor 

 

IL,1α 

IL,1β 

IL,1ra 

IL,18 

IL,1F5 

 

IL,1F6 

IL,1F7 

 

IL,1F8 

IL,1F9 

 

IL,1F10 

IL,33 

 

IL,1F1 

IL,1F2 

IL,1F3 

IL,1F4 

IL,1F5 

 

IL,1F6 

IL,1F7 

 

IL,1F8 

IL,1F9 

 

IL,1F10 

IL,1F11 

 

IL,1RI, IL,1RII 

IL,1RI, IL,1RII 

IL,1RI (Antagonist), IL,1RII 

IL,18 Rα, IL,18 Rβ  

IL,1Rrp2 Rezeptor*  

(möglicher Antagonist)  

IL,1Rrp2 Rezeptor* (Agonist) 

Interagiert mit dem IL,18  

binding protein 

IL,1Rrp2 Rezeptor* (Agonist) 

IL,1Rrp2 Rezeptor*  

(Agonist) 

Bindet den löslichen IL,1RI 

ST2 

* IL,1Rrp: IL�1 Receptor related protein  

Der klassische Begriff Interleukin,1 umfasst jedoch die beiden Moleküle 

IL�1α und IL�1β. Beide Formen binden an die gleichen Oberflächen,

rezeptoren IL�1RI und IL�1RII (IL�1 Rezeptor Typ I und II) und 

besitzen ein ähnliches biologisches Wirkspektrum [Dinarello 1991]. 

Ein weiteres Mitglied der IL,1 Familie ist der IL�1 Rezeptorantagonist 

(IL�1ra). Dieser bindet als kompetitiver Rezeptorantagonist an den 

IL,1,Rezeptor I, löst aber keine Signaltransduktion aus. Dadurch hemmt 

IL,1ra die durch IL,1 vermittelten Entzündungsprozesse [Dripps et al. 1991; 

Dinarello 2000]. 
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1.4.1.2� Synthese von Interleukin,1α und Interleukin,1ß 

IL,1 wird von zahlreichen Zellen wie Monozyten, Makrophagen, neutrophilen 

Granulozyten, Endothelzellen, dendritischen Zellen, B, und T,Lymphozyten 

synthetisiert [Dinarello 1991]. Auch die Tubulusepithelzellen der Niere sind 

in der Lage IL,1 zu produzieren [Brauner et al. 2001]. 

Die Synthese von IL,1 kann durch Stressfaktoren wie Ischämie und 

Reperfusion sowie durch verschiedenste proinflammatorische Mediatoren 

(darunter Lipopolysaccharide und Zytokine wie TNF,α, IL,2 und auch IL,1 

selbst) induziert werden [Barksby et al. 2007; Dinarello 1996]. 

Die Gene, welche für IL,1α und IL,1β kodieren sind auf Chromosom 2 

lokalisiert [Webb et al. 1986]. Beide Interleukin,1 Formen werden zunächst 

als größere Vorläufermoleküle mit einer molekularen Masse von 31 kDa 

synthetisiert [Dinarello, Wolff 1993]. 

Interleukin 1α 

Die IL,1α,Vorstufe Pro�IL�1α ist bereits biologisch aktiv. Es verbleibt 

großenteils im Zytosol der Zelle. Von dort wandert es nach Aktivierung 

durch inflammatorische Stimuli in den Zellkern und kann als Trans,

kriptionsfaktor agieren. Es spielt eine Rolle für Zellwachstum und 

,differenzierung [Werman et al. 2004]. Zu einem kleinen Teil wird Pro,IL,1α 

nach Myristylierung zur Zelloberfläche transportiert und in der Membran 

verankert. Es kann an IL,1,Rezeptoren benachbarter Zellen binden und so 

eine parakrine Wirkung ausüben (Abb. 4) [Stevenson et al. 1993; Kurt,

Jones et al. 1985; Brody, Durum 1989; Dinarello 1993]. 

Unter physiologischen Bedingungen ist IL,1α extrazellulär nicht nach,

weisbar. Bei massiver Zellschädigung kann Pro,IL,1α jedoch in den Extra,

zellulärraum gelangen und dort durch Proteasen in seine wirksame 17kDa 

Form IL�1α umgewandelt werden [Kobayashi et al. 1991]. Daneben kann 

IL,1α auch durch Calpain, einer Calcium,abhängigen membranassoziierten 

Cysteinprotease, von Pro,IL1,α abgespalten werden [Kobayashi et al. 

1990].   
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Abb. 4 Synthese von Il�1α. Der Großteil des zunächst synthetisierten Pro,IL,1α 
verbleibt im Zytosol. Nach Myristat,Anlagerung wird IL,1α zur Zelloberfläche trans,
portiert, wo es in der Zellmembran verankert werden kann. Daneben kann 
myristyliertes Pro,IL,1α durch die membranständige, calciumabhängige Cystein,
protease Calpain zu maturem IL,1α gespalten und in den Extrazellulärraum frei,
gesetzt werden. Eine Spaltung durch extrazelluläre Proteasen ist ebenfalls möglich. 
Intrazellulär können Pro,IL,1α oder das von ihm abgespaltene Teilstück in den 
Zellkern wandern und als Transkriptionsfaktoren agieren [Modifiziert nach Dinarello 
1996]. 

Interleukin�1β 

Im Gegensatz zu IL,1α wird IL,1β von den Zellen sezerniert. Nach der 

Synthese bleibt der größte Teil der inaktiven Vorstufe Pro�IL�1β zunächst 

im Zytosol [Singer et al. 1988]. Ein Teil wandert in spezielle sekretorische 

Lysosomen [Andrei et al. 1999] und wird durch Caspase,1 (früher IL�1β�

converting�enzyme, ICE genannt) in seine aktive Form IL�1β (17kDa) 

umgewandelt (Abb. 5) [Hazuda et al. 1990; Thornberry et al. 1992]. 
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Abb. 5 Synthese von IL�1β. mRNA, welche für Pro IL,1β kodiert, wird an den 
Ribosomen translatiert. Pro IL,1β verbleibt so lange im Zytosol, bis es durch ICE 
(IL�1β�converting�enzyme) gespalten wird. ICE wird ebenfalls als inaktives 
Vorläufermolekül Pro ICE synthetisiert. Pro ICE wird selbst auch durch ICE in seine 
aktive Form umgewandelt. Diese kann durch Formation eines Tetramers zwei 
Pro IL,1β Moleküle spalten. IL,1β wird daraufhin in den Extrazellulärraum sezerniert 
[Modifiziert nach Dinarello 1996]. 

Für die Reifung und Freisetzung des IL,1β spielt ein Plasmamembran,

Rezeptor für extrazelluläres ATP, der Nukleotid–Rezeptor P2X7, eine 

Schlüsselrolle [Solle et al. 2001; Ferrari et al. 2006]. Die Aktivierung von 

P2X7,R durch extrazelluläres ATP führt über Elektrolytverschiebungen und 

die Aktivierung von Phospholipasen zur Exozytose der Lysosomen und damit 

zur Sekretion von IL,1β [Andrei et al. 2004]. 

Im Folgenden wird nicht mehr zwischen IL,1α und IL,1β unterschieden. 

1.4.1.3� Interleukin,Rezeptor Typ I und Typ II 

IL,1 kann seine Wirkung durch Bindung an den für die IL,1,Signal,

übermittlung verantwortlichen IL�1�Rezeptor Typ I entfalten. Dieser 

gehört zur Toll,like,Rezeptor,IL,1,Rezeptor,Superfamilie, welche durch eine 

für die Signaltransduktion wichtige intrazelluläre TIR (Toll,/ IL,1,Rezeptor),

Domäne gekennzeichnet ist [Subramaniam et al. 2004]. 
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Nach Bindung seines Liganden IL,1 bildet der IL,1RI mit einem weiteren 

Mitglied der IL,1,Rezeptor,Familie, dem IL�1RAcP (IL�1 receptor accessory 

protein), ein Heterodimer. Die Assoziation des Ligand,Rezeptorkomplexes 

mit dem IL,1RAcP steigert die Bindungsaffinität von IL,1 um ein Vielfaches 

[Greenfeder et al. 1995]. Das Zusammentreffen der intrazellulären 

TIR,Domänen der beiden Rezeptor–Proteine ermöglicht in der Zelle den 

Ablauf einer komplexen Signalkaskade (Abb. 6) [Wesche et al. 1997; 

Übersicht in Subramaniam et al. 2004]. Am Ende dieser Kaskade steht die 

Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF,κB (Nuklear Faktor,κB) und AP,1 

(activator protein 1), die durch die Transkription ihrer Zielgene die 

inflammatorischen Eigenschaften von IL,1 vermitteln [Osborn et al. 1989; 

Bankers,Fulbright et al. 1996; Baldwin 1996]. 

 

 

Abb. 6. Der Interleukin�1�Rezeptorkomplex. Der Interleukin,1,Rezeptor Typ I 
bindet IL,1α oder IL,1β und interagiert dann mit dem IL,1RAcP, so dass ein 
heterodimerer Rezeptorkomplex entsteht. Durch das Zusammentreffen der beiden 
TIR,Domänen wird der Ablauf einer komplexen intrazellulären Signalkaskade 
ermöglicht, welche in der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF,κB und AP,1 
resultiert [Modifiziert nach Martin, Wesche 2002]. 
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Neben dem beschriebenen IL,1,Rezeptor Typ I existiert ein weiterer 

Rezeptor, der IL�1�Rezeptor Typ II. Ihm fehlt die intrazelluläre TIR,

Domäne und somit die Fähigkeit zur Signaltransduktion. IL,1RII bindet IL,1, 

ohne ein Signal weiterzuleiten und wird auch als „Decoy,Rezeptor“, also als 

„Köder,Rezeptor“, bezeichnet. Er kann als Puffer gegen exzessiv erhöhte 

IL,1 Konzentrationen dienen und hemmt somit die durch IL,1 vermittelten 

Wirkungen [Colotta et al. 1994; Subramaniam et al. 2004]. 

1.4.1.4� Biologische Wirkungen von IL,1 

IL,1 kann pleiotrop, also auf viele verschiedene Zelltypen im Organismus, 

wirken (Tabelle 2).  

��	��	����Biologische Wirkungen von IL�1 [Dinarello 1996; Dinarello 1993; 

Nashan, Luger 1999b] 

 

Metabolische und endokrine Wirkungen: 

�� Gesteigerte Synthese von Akute,Phase,Proteinen in der Leber 

�� Verminderte Synthese von Albumin 

�� Knorpel, und Knochenkatabolismus 

�� Gesteigerte Insulin, und Glukagonproduktion 

�� Erhöhte ACTH,Ausschüttung 
 

Gefäßsystem: 

�� Hypotension und Schock 

�� Capillary,leak,Syndrom 

�� Erhöhte Gefäßpermeabilität 

�� Verminderter Gefäßwiderstand 

�� Induktion von Adhäsionsmolekülen und gesteigerte 

Leukozytenadhäsion am Gefäßendothel 
 

Zentrales Nervensystem: 

�� Fieber 

�� Verminderter Appetit 
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Immunmodulation: 

�� Induktion von Chemotaxis und Zytotoxizität von Monozyten 

�� Aktivierung von Makrophagen 

�� Proliferation, Differenzierung, Chemotaxis von B,Zellen und folgende 

Antikörperproduktion 

�� Kostimulus für Wachstum und Aktivierung von T,Zellen 
 

Hämatopoetische Effekte: 

�� Neutrophilie 

�� Lymphopenie 

�� Induktion von Kolonie,stimulierenden Faktoren im Knochenmark 
 

Lokale Effekte: 

�� Synthese proinflammatorischer Zytokine 

�� Synthese von Arachidonsäuremetaboliten 

�� Induktion und Freisetzung von Kollagenasen, Proteasen und 

Hyaluronidasen 

 

Bei der Entzündungsreaktion im Nierenparenchym infolge eines Ischämie, 

und Reperfusionsschadens treten v. a. die lokalen Effekte von IL,1 in den 

Vordergrund. IL,1 fördert die lokale Entzündung durch Rekrutierung und 

Aktivierung immunkompetenter Zellen. Es induziert Chemokine wie IL,8 und 

MCP,1, die Monozyten und Neutrophile an den Ort des entzündlichen 

Geschehens locken [Sung et al. 2002; Neri et al. 2007].  

Auf Endothelzellen verstärkt IL,1 die Expression von Adhäsionsmolekülen 

wie E,Selektin, ICAM,1 (interzelluläres Adhäsionsmolekül,1) und VCAM,1 

(vaskuläres Zelladhäsionsmolekül,1), welche die Infiltration von Makro,

phagen, Lymphozyten und Granulozyten in das Gewebe ermöglichen. 

Überdies induziert IL,1 auf den Leukozyten auch die Expression von 

β2,Integrinen, die an ICAM,1 binden [Springer 1990; van de Stolpe, van der 

Saag 1996; Bevilacqua, Nelson 1993; Neish et al. 1992].  

Daneben steigert IL,1 die eigene Expression sowie die weiterer pro,

inflammatorischer Zytokine (u.a. IL,6 und TNF,α), welche die Entzündung 
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verstärken. Auch Arachidonsäurederivate wie Leukotriene und Prosta,

glandine sowie NO als potente Entzündungsmediatoren werden infolge der 

Induktion der Phospholipase A2 (PLA2), der Cyclooxygenase,2 (COX,2) und 

der NO,Synthase (iNOS) durch IL,1 verstärkt gebildet [Dinarello 1996; 

Bankers,Fulbright et al. 1996].  

IL,1 bewirkt über die Induktion hämatopoetischer Wachstumsfaktoren (G,

CSF und GM,CSF) die Reifung von Leukozytenvorläufern im Knochenmark, 

die als Nachschub für periphere Immun, und Entzündungsreaktionen zur 

Verfügung stehen können [Dinarello 1996; Bankers,Fulbright et al. 1996]. 

B,Zellen werden durch IL,1 zu vermehrter Antikörperbildung veranlasst. 

Über eine verstärkte Synthese von IL,2 und IL,2,Rezeptoren stimuliert IL,1 

ebenfalls die Proliferation und Aktivierung von T,Zellen [Dinarello 1996; 

Bankers,Fulbright et al. 1996]. 

1.4.1.5� Regulation des IL,1/ IL,1 Rezeptor Systems 

Da schon geringste Mengen IL,1 eine Zellreaktion auslösen, ist eine genaue 

Kontrolle des IL,1/ IL,1,Rezeptor,Systems erforderlich. Um einer über,

schießenden Zytokinreaktion entgegenzuwirken, bestehen mehrere Mecha,

nismen, die die Aktivität von IL,1 kontrollieren.  

Neben dem bereits oben beschriebenen IL�1 Rezeptor Typ II gibt es 

einen weiteren Inhibitor der IL,1,Wirkung, den sogenannten 

IL�1�Rezeptorantagonist. Er blockiert die Bindung von IL,1α und IL,1β 

an den IL,1RI und verhindert damit die Aktivierung des Rezeptors. 

IL,1 Rezeptorantagonist 

Ein dem IL,1 entgegengesetzt wirkender Mediator wurde erstmals in den 

80er Jahren in Überständen kultivierter Monozyten und im Urin von an 

Fieber leidenden Patienten entdeckt und zunächst als IL,1 Inhibitor be,

zeichnet [Arend et al. 1985, Seckinger et al. 1987a]. Seckinger et al. 

beschrieben die Eigenschaft des IL,1 Inhibitors, an IL,1,Rezeptoren zu 

binden, was zu der Bezeichnung IL�1 Rezeptorantagonist (IL�1ra) 
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führte [Seckinger et al. 1987b; Hannum et al. 1990]. IL,1ra konkurriert mit 

IL,1 um seinen Rezeptor und inhibiert somit durch kompetitive 

Rezeptorblockade die Zellstimulation durch IL,1 (Abb. 7). Damit unter,

drückt IL,1ra auch die durch IL,1 bedingte Synthese weiterer proinflamma,

torischer Mediatoren. 

 

 

Abb. 7 Der Interleukin�1�Rezeptorkomplex und IL1�Ra. Die Bindung von 
IL,1β an den IL,1R I führt zur Assoziation mit dem IL,1RAcP und damit zur 
Signaltransduktion. Die Bindung des kompetitiven Antagonisten IL,1ra hingegen 
verhindert die Weiterleitung eines Signals. Dem IL,1R Typ II fehlt die Fähigkeit zur 
Signaltransduktion, so dass es weder durch IL,1β, noch durch IL,1ra zu einer 
intrazellulären Signalweiterleitung kommen kann [Modifiziert nach Braddock, Quinn 
2004]. 
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IL�1ra�Gen und Formen von IL�1ra 

Das IL,1ra,Gen (IL,1RN) befindet sich auf dem langen Arm des 

Chromosom 2 in Nachbarschaft der IL,1,Gene [Patterson et al. 1993]. 

Bislang sind vier IL�1ra�Isoformen beschrieben:  

Die sekretorische Form sIL�1ra (17 kDa) wird nach Abspalten einer Leader,

sequenz von 25 Aminosäuren als glykosiliertes Protein von 152 Amino,

säuren (22,25 kDa) sezerniert.  

Des Weiteren wurden drei intrazellulär verbleibende Formen beschrieben: 

icIL�1ra1 (18 kDa), icIL�1ra2 (bisher nur als mRNA charakterisiert) und 

icIL�1ra3 (16 kDa). Diese entstehen durch alternatives Spleißen bzw. 

durch alternative Translationsinitiation [Arend, Guthridge 2000]. 

Die genaue Funktion der intrazellulären IL,1,Rezeptorantagonist,Isoformen 

ist noch unklar. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass sie ProIL,1α anta,

gonisieren können, und dass icIL,ra1 die IL,1,induzierte Zytokinproduktion 

reduzieren kann [Merhi,Soussi et al. 2005; Banda et al. 2005; Garat, Arend 

2003]. 

sIL,1ra wird von Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen, Fibroblasten und 

einer Reihe anderer Zellen produziert. Die Synthese kann aber in den 

meisten Zelltypen durch eine Vielzahl von Mediatoren wie Lipopoly,

sacchariden, Akute,Phase,Proteinen und Zytokinen (darunter IL,4, IL,10, 

IL,1, IL,6 und GM,CSF) induziert werden [Dinarello 1996; Arend et al. 

1998].  

Interaktion von IL�1ra mit dem IL�1 Rezeptor 

Um die Unterschiede der Interaktion von IL,1β bzw. IL,1ra mit dem IL,1 

Rezeptor genauer zu analysieren und die Ursache der antagonistischen 

Wirkung von IL,1ra zu klären, wurden Kristallstrukturanalysen der Ligand,

Rezeptor,Komplexe durchgeführt. Wie zu erwarten, besitzen IL,1β und 

IL,1ra Gemeinsamkeiten in Struktur und Faltungsmuster. IL,1ra weist dabei 

eine 26%ige Aminosäure,Homologie zu IL,1β auf [Eisenberg et al. 1990]. Er 
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bindet mit einer etwas höheren Affinität als IL,1β an den IL,1RI [Sims 

2002]. 

Der extrazelluläre Teil des IL,1RI setzt sich aus drei immunglobulin,

ähnlichen Domänen zusammen und verfügt über zwei Kontaktstellen für die 

Bindung der Liganden. Die eine liegt in der Furche zwischen Domäne 1 und 

2, die andere auf Domäne 3. Im Gegensatz zu IL,1ß, fehlt dem IL1,ra die 

Bindungsstelle für die Interaktion mit der dritten Domäne, welche für die 

Signalgenerierung notwendig wäre. Eine Blockade des IL,1RI mit IL,1ra 

verhindert die Komplexbildung des IL,1RI mit dem IL,1RAcP und damit die 

Auslösung der Signalübermittlung in der Zelle [Schreuder et al. 1997; 

Vigers et al. 1997]. 

Anwendungen von IL�1ra 

Die rekombinante Form des IL,1ra, ein im Gegensatz zum natürlich 

sezernierten IL,1ra nichtglykosyliertes 17kD Protein, wurde bereits zur 

Behandlung von Patienten mit mäßig bis schwerer rheumatoider Arthritis 

eingesetzt und wurde von den Patienten gut toleriert [!���"��� et al. 1990; 

Carter et al. 1990; Fleischmann et al. 2003; Hallegua, Weisman 2002].  

Es zeigte auch Erfolge in der Behandlung des steroidrefraktären Still,

Syndroms des Erwachsenenalters [Rudinskaya, Trock 2003; Fitzgerald et al. 

2005]. 

Nach Induktion einer Glomerulonephritis bei Ratten konnte durch die 

Behandlung mit IL,1ra der Krankheitsverlauf unterdrückt werden. Zudem 

waren bei verzögerter Behandlung die fortschreitenden Veränderungen der 

chronischen Erkrankung reversibel [Tang et al. 1994; Lan et al. 1995; 

Karkar et al. 1995; Tesch et al. 1997]. 

Auch bei obstruktiver Nephropathie konnte im Tierversuch die tubulo,

interstitielle Entzündungsreaktion durch eine Gentherapie mit IL,1ra signi,

fikant reduziert werden [Yamagishi et al. 2001].  

Für die Pathophysiologie des IR,Schadens ist die Entzündungsreaktion von 

großer Bedeutung [Bonventre, Zuk 2004]. Das Zytokin Interleukin,1 spielt 
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eine wichtige Rolle im inflammatorischen Geschehen und könnte Ansatz,

punkt einer neuen Therapie sein. IL,1ra könnte die Entzündung vermindern 

und so den IR,Schaden reduzieren. 

1.4.2� Adhäsionsmoleküle und Leukozytenmigration 

Die Entzündungsreaktion als Antwort auf den IR,Schaden zieht eine 

Aktivierung des Endothels mit verstärkter Leukozytenadhäsion und folgen,

der Gewebeinfiltration nach sich. Für die Interaktion zwischen zirkulierenden 

Leukozyten und dem Gefäßendothel spielen Adhäsionsmoleküle, trans,

membrane Proteine an der Oberfläche von Leukozyten und Endothelzellen, 

eine Schlüsselrolle.  

Es gibt drei Gruppen von Adhäsionsmolekülen: Selektine, Integrine und die 

Gruppe der Immunglobulin,Superfamilie, zu der auch das in der vorlie,

genden Studie untersuchte Adhäsionsmolekül ICAM,1 (Interzelluläres 

Adhäsionsmolekül 1, CD54) gehört. 

Die Migration der Leukozyten aus der Blutbahn ins Gewebe erfolgt in 

einer Kaskade aus bestimmten Schritten (Abb. 8): Zu Beginn nähern sich 

die zirkulierenden Leukozyten der Gefäßwand (margination). An dieser 

rollen sie langsam entlang (rolling). Es entsteht zunächst nur ein lockerer 

Kontakt mit dem Gefäßendothel (tethering). Dieser wird vornehmlich durch 

Zelladhäsionsmoleküle der Selektinfamilie vermittelt. 

Die Leukozyten können durch Triggersubstanzen wie IL,8, welches von 

Endothelzellen in Antwort auf IL,1 oder TNF,α (Tumor,Nekrose,Faktor,α) 

produziert wird, oder durch PAF (plättchenaktivierender Faktor) aktiviert 

werden (triggering). Daraus resultiert eine vermehrte Expression von 

Integrinen auf der Leukozytenoberfläche [Schürmann 1997]. Diese 

Membranproteine vermitteln zusammen mit Mitgliedern der Immunglobulin,

Superfamilie die eigentliche, stabile Zelladhäsion (arrest) [Bevilacqua et al. 

1994]. β2,Integrine wie LFA,1 (Leukozyten,Funktions,assoziiertes 

Antigen,1, CD11a/CD18) oder Mac,1 (CD11b/CD18) erkennen an der 

Oberfläche der Endothelzellen u. a. das Adhäsionsmolekül ICAM,1 und 

leiten durch ihre Bindung die Diapedese ein. Die transendotheliale Passage 
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der Leukozyten wird durch das Adhäsionsmolekül PECAM,1 (platelet 

endothelial cell adhesion molecule�1) vermittelt [Collard, Gelman 2001; van 

de Stolpe, van der Saag 1996]. Haben die Leukozyten das Gewebe 

infiltriert, werden reaktive Sauerstoffintermediate, Proteasen und Elastasen 

vermehrt ausgeschüttet und dadurch Endothelpermeabilität, Ödem und 

parenchymaler Zelltod verstärkt [Collard, Gelman 2001]. 

 

 

Abb. 8 Leukozyten�Endothel�Adhäsion und –Migration nach Ischämie und 
Reperfusion. Aktivierte Leukozyten interagieren mit dem Endothel in einer 
bestimmten Abfolge. Zunächst wird durch Ischämie und Reperfusion ein Anstieg der 
P,Selektin,Expression des Endothels induziert. Dieses interagiert mit dem Leuko,
zyten,Rezeptor P,Selektin Glykoprotein Ligand,1 (PGSL,1)(Schritt 1: Margination 
und Rolling).  
Es folgt die Interaktion zwischen den β2,Integrinen der Leukozyten, CD11a/18 und 
CD11b/18, mit dem interzellulären Adhäsionsmolekül 1 (ICAM,1) (Schritt 2: Stabile 
Zelladhäsion, Arrest). 
Die Migration der Leukozyten in den Interstitialraum wird durch das Adhäsions,
molekül PECAM,1 (platelet endothelial cell adhesion molecule�1) vermittelt 
(Schritt 3: Diapedese) [Modifiziert nach Collard, Gelman 2001]. 
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1.4.3� MCP�1 

Endotheliale Dysfunktion und die Aktivierung von Leukozyten und 

gewebeständigen Makrophagen tragen mit der Ausschüttung proinflamma,

torischer Zytokine und Chemokine, wie IL,1, IL,6, TNF,α, IL,8 und MCP,1 

zu einem aktiven Entzündungsprozess bei [Okusa 2002].  

MCP�1 (monocyte chemoattractant protein�1, CCL2) besitzt eine starke 

chemotaktische Wirkung auf Monozyten, NK,Zellen sowie T,Zellen. Es ist 

v. a. durch die Regulierung der Infiltration und Aktivierung der Makro,

phagen von Bedeutung für den tubulointerstitiellen Schaden der ischä,

mischen Niere [Furuichi et al. 2003a; Frangogiannis 2007].  



2� Fragestellung 

Ziel der vorliegenden Studie war es, zu untersuchen, ob durch Ver,

abreichung des Interleukin,1 Rezeptorantagonisten (IL,1ra) der Ischämie, 

und Reperfusionsschaden der Niere beeinflusst werden kann: 

1)� Kann durch Behandlung mit IL,1ra der Gewebeschaden nach einer 

Ischämie/Reperfusion der Niere vermindert werden? 

2)� Hat IL,1ra einen Einfluss auf die Leukozyteninfiltration und auf die 

m,RNA,Expression des Chemokins MCP,1 und des Adhäsionsmoleküls 

ICAM,1? 

3)� Welche Auswirkungen hat die Behandlung mit IL,1ra auf die Anzahl 

apoptotischer Zellen und auf die m,RNA,Expression apoptose,

assoziierter Proteine im Nierengewebe nach Ischämie/Reperfusion? 
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3.1� Versuchstiere, Operation und Behandlung 

In die Studie wurden 32 männliche Lewis,Ratten einbezogen. Zur Auslösung 

der Ischämie und Reperfusion der linken Niere wurden die Tiere mit 

Isofluran narkotisiert, und das Abdomen per Längslaparatomie in der 

abdominellen Mittellinie eröffnet. Es wurde ein freier Zugang zur linken 

Niere geschaffen, die Nierengefäße und der Ureter wurden frei präpariert. 

Daraufhin wurde die linke Nierenarterie mit einer atraumatischen Gefäß,

klemme für 45 Minuten abgeklemmt. Währendessen wurde eine rechts,

seitige Nephrektomie durchgeführt. Nach der Ischämiezeit von 45 Minuten 

wurde die Gefäßklemme entfernt und das Abdomen wieder geschlossen. Um 

die Körpertemperatur der Tiere während der Operationszeit bei 37 °C zu 

halten, wurden die Ratten auf einer Wärmeplatte gelagert.  

Die Tiere wurden zwei Behandlungsgruppen mit jeweils zwei von der Dauer 

der Reperfusion abhängigen Untergruppen zugeordnet: 

A) Gruppe IL,1ra 24h Behandlung mit IL,1ra (60 mg/kg   

     intraperitoneal zum Zeitpunkt 0),   

     Reperfusionszeit von 24 Stunden 

 Gruppe IL,1ra 5d  Behandlung mit IL,1ra (60 mg/kg   

     intraperitoneal zum Zeitpunkt 0 und am  

     Tag 3),       

     Reperfusionszeit von 5 Tagen 

B) Gruppe VEH 24h  Behandlung mit dem Vehikel (VEH),   

     Reperfusionszeit von 24 Stunden 

 Gruppe VEH 5d  Behandlung mit dem Vehikel (VEH),   

     Reperfusionszeit von 5 Tagen 

(Anzahl der Tiere pro Gruppe: N = 8) 
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Die Behandlung mit IL,1ra zum Zeitpunkt 0 erfolgte vor dem Abklemmen 

der Nierenarterie.  

Nach einer Reperfusionszeit von 24 Stunden bzw. 5 Tagen wurde das 

Experiment beendet und die verbleibende Niere für die folgenden 

Untersuchungen entnommen. 

Die Tiere wurden unter Standardbedingungen gehalten und erhielten eine 

Standarddiät sowie Wasser ad libitum. Die tierexperimentelle Studie wurde 

durch die entsprechende Behörde (Regierung von Oberbayern) genehmigt 

und die NIH Richtlinien für die Behandlung und die Verwendung von 

Labortieren eingehalten. 

3.2� Histologische Untersuchung 

Der durch Ischämie und Reperfusion hervorgerufene Gewebeschaden wurde 

mittels Lichtmikroskopie beurteilt. Dazu wurde das Nierengewebe zunächst 

in 4%igem Formaldehyd fixiert und dann in Paraffin eingebettet. Es wurden 

2 `m dicke Schnittpräparate angefertigt und diese mit Hämatoxylin und 

Eosin (HE) und mit Hilfe der PAS,Reaktion (Perjodsäure,Schiff,Reaktion) 

gefärbt. 

HE�Färbung 

Für die HE,Übersichtsfärbung wurden die Gewebeschnitte in Xylol ent,

paraffiniert, in absteigender Alkoholreihe (100%, 96% und 70% Ethanol 

jeweils 2 min) rehydriert und mit Aqua dest. gewaschen. Daraufhin wurden 

sie 5 Minuten in Mayers Hämalaun (Merck, Darmstadt) gefärbt und 

10 Minuten lang unter fließendem Leitungswasser gebläut. Nach erneutem 

Spülen in Aqua dest. erfolgte eine ca. 2,minütige Färbung mit 1%igem 

Eosin (CI 45380; Roth, Karlsruhe). Nach Auswaschen in destilliertem 

Wasser, wurden die Präparate in aufsteigender Alkoholreihe entwässert, in 

Xylol geklärt und anschließend mit Eukitt (Roth, Karlsruhe) eingedeckt. Die 

Zellkerne stellen sich durch Färbung mit dem basischen Hämalaun blau,

violett dar, das Zytoplasma erscheint durch den sauren Farbstoff Eosin rosa. 
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PAS�Reaktion 

Mit der histochemischen PAS,Reaktion lassen sich Kohlehydratanteile der 

Gewebestruktur darstellen. Die Reaktion beruht darauf, dass die Hydroxyl,

gruppen der Zucker durch die Perjodsäure (HIO4) zu Aldehydgruppen 

oxidiert werden. Diese lassen sich durch Schiff’sches Reagenz (fuchsin,

schweflige Säure) rot anfärben. 

Die Präparate wurden wie oben entparaffiniert, in Ethanol hydriert und in 

Aqua dest. gewaschen. Das Gewebe wurde für 10 Minuten in 0,5%iger 

Perjodsäure (Roth, Karlsruhe) oxidiert und danach 10 Minuten unter 

fließendem Leitungswasser gespült. Anschließend wurden die Schnitte 

30 Minuten mit Schiff’schem Reagenz (Merck, Darmstadt) inkubiert und 

erneut gespült. Es wurde 2 Minuten mit Mayers Hämalaun gegengefärbt und 

unter Leitungswasser gebläut. Nach Waschen mit Aqua dest. wurden die 

Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe entwässert, in Xylol geklärt und 

zuletzt mit Eukitt (Roth, Karlsruhe) eingedeckt. 

Auswertung 

Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte verblindet durch zwei unab,

hängige Untersucher. Der Schweregrad der Tubulusschädigung wurde auf 

einer Skala von 1 bis 3 beurteilt (Tabelle 3). Dabei wurde der prozentuelle 

Anteil der Tubuli der Rinde ermittelt, die histologische Veränderungen der 

akuten tubulären Nekrose wie Zellnekrosen, Verlust des Bürstensaums der 

proximalen Tubuluszellen oder Zylinderbildung zeigten.  

��	��	����Einstufungsskala zur Beurteilung des tubulären Schadens im Bereich der 

Rinde�

Grad 1 Milde tubuläre Nekrose 

< 25 % des histologischen Schnitts betroffen 

Grad 2 Mäßige tubuläre Nekrose 

25,50 % des histologischen Schnitts betroffen 

Grad 3 Schwere tubuläre Nekrose 

> 50 % des histologischen Schnitts betroffen 
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3.3� Immunhistologische Untersuchungen 

3.3.1� APAAP�Methode 

Prinzip 

Mit Hilfe der Immunhistologie lassen sich zelluläre Antigene selektiv nach,

weisen. In der hier vorliegenden Arbeit soll die Infiltration des Nieren,

gewebes durch Makrophagen und T,Lymphozyten mit der APAAP,Methode 

dargestellt werden. Die Alkalische,Phosphatase,Anti,Alkalische,Phospha,

tase,Methode ermöglicht einen indirekten Nachweis der Bindung eines 

Primärantikörpers. In dieser Färbemethode werden insgesamt drei Anti,

körper verwendet (Abb. 9).  

 

 
Abb. 9 Darstellung der Antikörperbindung in der APAAP�Methode 

 

Zunächst bindet der Primärantikörper an das im Gewebe vorliegende 

Antigen. Der Sekundär, bzw. Brückenantikörper ist gegen das Fc,Fragment 

des Primärantikörpers gerichtet und verbindet diesen mit dem Fc,Fragment 

des dritten Antikörpers. Der dritte Antikörper ist ein monoklonaler Maus,

Antikörper gegen alkalische Phosphatase und bildet zusammen mit diesem 

Enzym den APAAP,Komplex. 
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Das Ergebnis wird über eine chromogene Reaktion mit der alkalischen 

Phosphatase sichtbar gemacht: Durch die Entwicklung mit Naphtholsalz und 

Fast Red als Substrat der alkalischen Phosphatase entsteht ein leuchtend 

rotes Reaktionsprodukt [Cordell et al. 1984]. 

Durchführung 

Das Nierengewebe wurde nach Entnahme in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei ,80 °C gelagert. Mit dem Kryotom (Leica CM 3050 

Cryostat, Leica, Wetzlar) wurden bei ,20 °C 3 `m dicke Gefrierschnitte 

angefertigt und auf Objektträger platziert. 

Für die immunhistologische Färbung wurden die Schnitte nach dem Auf,

tauen 10 Minuten in 4 °C kaltem Aceton fixiert und anschließend 20 Minuten 

bei Raumtemperatur getrocknet.  

Nach Waschen mit TBS,Puffer (tris buffer saline) wurden die Schnitte mit 

primären monoklonalen Maus,Antikörpern (Serotec Labor,Service GmbH, 

Wiesbaden, Deutschland) gegen Monozyten/Makrophagen (CD 68, Klon 

ED1; Verdünnung 1:200) bzw. gegen T,Lymphozyten (CD5+, Klon OX19; 

Verdünnung 1:50) inkubiert. 

Nach erneutem Spülen mit TBS wurden die Präparate mit den Kaninchen,

anti,Maus,Sekundärantikörpern (DAKO A/S, Hamburg, Deutschland; Ver,

dünnung 1:100) inkubiert.  

Einem weiteren Waschschritt folgte die Inkubation mit dem APAAP,Komplex 

(DAKO A/S, Hamburg, Verdünnung 1:200).  

Jeder der drei Inkubationsschritte erfolgte 30 Minuten lang bei Raum,

temperatur. 

Schließlich wurde die Antikörperbindung durch Entwicklung des Farbsignals 

mittels Fast Red (DAKO A/S, Hamburg, Deutschland) sichtbar gemacht. Die 

Proben wurden mit Mayers Hämalaun gegengefärbt und unter fließendem 

Leitungswasser gebläut. Die fertig gefärbten Präparate wurden mit 

vorgewärmter Kaisers Glyceringelatine eingedeckt. 
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Negativkontrollen wurden statt mit dem Primärantikörper mit TBS be,

handelt. 

Positiv gefärbte Zellen wurden gezählt und das Ergebnis als Zellen pro 

Gesichtsfeld (cells/fv) dargestellt. Es wurden mindestens 20 Gesichtsfelder 

pro Schnittpräparat bei einer 400fachen Vergrößerung ausgezählt. 

3.3.2� TUNEL�Assay 

Prinzip 

Durch die 1992 erstmals durch Gavrieli et al. beschriebene TUNEL,Methode 

(erminal deoxynucleotidyl transferase�mediated d�TP �ick 	nd��abeling) 

ist es möglich apoptotische Zellen nachzuweisen. Das Enzym Terminale 

Deoxynukleotidyltransferase (TdT) knüpft das Nukleotid dUTP (Desoxy,

uridintriphosphat) an die freien 3’,OH,Enden der für die Apoptose charak,

teristischen DNA,Strangbrüche. Das dUTP ist mit einer Substanz, in diesem 

Falle mit Digoxigenin, markiert. Mit Hilfe von Anti,Digoxigenin,Antikörper,

Fab,Fragmenten, die mit alkalischer Phosphatase gekoppelt sind, kann die 

DNA,Fragmentierung somit in einer Farbreaktion sichtbar gemacht werden. 

Durchführung 

Die TUNEL Untersuchungen wurden an 3 `m dicken Gefrierschnitten 

durchgeführt, die bei Raumtemperatur in 4%igem Paraformaldehyd für 

20 Minuten fixiert worden waren. Die Schnitte wurden 30 Minuten mit PBS 

(phosphate buffered saline) gewaschen. Nach zwei weiteren Waschschritten 

wurden die Präparate bei 4 °C 2 Minuten mit 0,1%igem Triton und mit 

0,1%iger Natriumcitratlösung als Permeabilisierungslösung versetzt. Dies ist 

ein notwendiger Vorgang, um die Membranen für die im Folgenden 

angewendeten Reagenzien durchlässig zu machen. So können diese die 

gewünschten Moleküle im Zellkern erreichen, und die TUNEL,Reaktion kann 

stattfinden.  

Anschließend wurden die Schnitte wiederum mit PBS gespült und mit der 

TUNEL,Reaktionslösung, welche die terminale Deoxynukleotidyltransferase 
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(Boehringer Mannheim, Deutschland) enthält, für 90 Minuten bei 37 °C in 

der feuchten Kammer inkubiert. Die Präparate wurden mit sog. Stop/Wash 

Puffer (30 mM Na,citrat und 300 mM NaCl in destilliertem Wasser) ge,

waschen und 15 Minuten bei Raumtemperatur mit dem Stop/Wash Puffer 

inkubiert.  

Nach einem erneutem Spülvorgang mit PBS wurde für 90 Minuten mit 

einem Kaninchen,anti,Digoxigenin Antikörper (DAKO A/S, Hamburg, 

Deutschland; Verdünnung 1:50) bei 37 °C inkubiert.  

Die Antikörperbindung wurde durch 5,minütige Inkubation mit chromogener 

Fast Red Lösung sichtbar gemacht, wobei sich die Zellkerne der apopto,

tischen Zellen rot darstellten.  

Die Positivkontrollen wurden 10 Minuten in der feuchten Kammer mit 

DNAse I (Boehringer, Mannheim) behandelt und dann dem oben be,

schriebenen Prozess unterzogen. Bei den Negativkontrollen wurde statt der 

TUNEL,Lösung nur PBS verwendet. 

Zusätzlich wurden die Schnitte mit Hämatoxylin gegengefärbt. Nach Spülen 

mit warmem Wasser wurden die Proben mit Kaisers Glyceringelatine 

eingedeckt. 

Die positiven Tubulusepithelzellen wurden bei einer 400fachen Vergrös,

serung gezählt und auf die Zahl der Gesichtsfelder pro Schnitt bezogen. 

Diese Beurteilung erfolgte durch zwei unabhängige Untersucher in ver,

blindeter Weise.  

3.4� Reverse Transkriptase�Polymerase�
Kettenreaktion (RT�PCR) 

Mittels semiquantitativer RT,PCR (reverse transcription polymerase chain 

reaction) wurde die Expression der m,RNA von ICAM,1, MCP,1, Bax und 

Bcl,2 im renalen Gewebe bestimmt. Diese Methode koppelt reverse 

Transkription und PCR.  

Die Polymerase,Ketten,Reaktion (PCR) bietet die Möglichkeit, in vitro 

spezifische Nukleinsäure,Sequenzen in exponentieller Weise zu verviel,
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fältigen, so dass sie in ausreichender Menge für den Nachweis und für 

weitere analytische Methoden zur Verfügung stehen [Mullis et al. 1986]. Da 

mittels PCR nur DNA amplifiziert werden kann, wird bei der RT,PCR zuvor 

eine reverse Transkriptase eingesetzt, die RNA in cDNA (komplementäre 

DNA) umschreibt. Diese kann anschließend in der PCR als Matrize 

verwendet werden, um spezifische Sequenzen der cDNA zu amplifizieren. 

3.4.1� Isolierung und Analyse der RNA  

RNA�Isolierung aus dem Nierengewebe 

Die gesamte RNA wurde aus den Geweben mit Hilfe des RNeasy Mini Kits 

(QIAGEN, Hilden, Deutschland) entsprechend den Anweisungen des 

Herstellers (QIAGEN: RNeasy Mini Handbook) isoliert.  

Um Kontaminationen durch RNase zu vermeiden, wurde bei der Durch,

führung auf das Tragen von Handschuhen und ein Arbeiten mit RNase,freien 

Gebrauchsmaterialien geachtet. 

Das Nierengewebe wurde in 600 `l des Guanidinisothiocyanat,haltigen RLT,

Puffers lysiert und homogenisiert. Anschließend wurde das Lysat 3 Minuten 

bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Überstand wurde zur 

Optimierung der Bindungsbedingungen mit 600 `l 70%igem Ethanol ge,

mischt und die Lösung auf RNeasy spin Säulen aufgetragen.  

Die RNA,Isolierung erfolgt durch Adsorption der RNA an die Silicagel,

Membran der RNeasy Säule. Dabei können nur RNA,Moleküle mit einer 

Länge von mehr als 200 bp binden. Die Säulen wurden in 2 ml Sammel,

röhrchen gegeben und für 15 Sekunden bei ≥10.000 rpm zentrifugiert. Der 

Durchfluss wurde verworfen. 

Zur Reinigung wurden die Säulen mit 700 `l RW1,Puffer versetzt und wie 

oben zentrifugiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 500 `l RPE,Puffer bei 

einer Zentrifugation von 15 Sekunden bzw. 2 Minuten. Um die Membran der 

RNeasy Säule vollständig zu trocknen, wurde noch einmal 1 Minute bei 

maximaler Geschwindigkeit leer zentrifugiert.  
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Die Eluierung der RNA aus dem Silicagel erfolgte in einem neuen 1,5 ml 

Sammelgefäß mit 30,50 `l RNase,freiem Wasser durch einminütige Zentri,

fugation bei 10.000 rpm. 

Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA 

Nach einer Verdünnung von 1:50 in 10 mM Tris Puffer (pH 7,0) wurde die 

Konzentration der RNA spektralphotometrisch ermittelt. Dabei wurde der 

Absorptionswert (sog. optische Dichte, OD) anhand des Absorptions,

maximums von RNA bei 260 nm gemessen. Ein OD260,Wert von 1 ent,

spricht 44 `g/ml RNA. Für die Ermittlung der RNA,Konzentration ergibt sich 

folgende Formel: 

c (`g/ml) = OD260 × Verdünnungsfaktor × 44 `g/ml 

Für die folgende reverse Transkription wurde aus der Konzentration das 

Volumen der Lösung berechnet, welches 1 `g RNA enthält, und dieses mit 

DEPC,Wasser zu einem Volumen von 10 `l aufgefüllt.  

3.4.2� Reverse Transkription 

Mittels reverser Transkription wurde die RNA in cDNA umgeschrieben.  

Für die cDNA,Synthese mit Random Primern (Hexanukleotide) wurde je 

1 `g der präparierten RNA und das First Strand cDNA Synthesis Kit der 

Firma MIB Fermentas verwendet. 

Dazu wurde die RNA zur Denaturierung mit 1 `l Random Primer in einem 

Endvolumen von 11 `l 5 Minuten bei 70 °C inkubiert. Um die Bindung der 

Primer an die RNA zu ermöglichen, wurden die Reaktionsgefäße kurz auf Eis 

gelagert.  

Folgende Reagenzien wurden hinzu pipettiert: 

4 `l  5× Reaktionspuffer       

1 `l RiboLock™ Ribonuklease Inhibitor     

2 `l  10 mM dNTP,Mix (jeweils 10 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP) 
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Danach wurde der Ansatz 5 Minuten bei 25 °C inkubiert. Zur reversen 

Transkription wurden 2 `l M,MuLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus 

Reverse Transkriptase) hinzu gegeben und folgendes Inkubationsschema 

durchlaufen:  

 25 °C, 10 min 

 42 °C, 60 min 

Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70 °C gestoppt und die Proben auf 

Eis gekühlt. 

3.4.3� PCR und elektrophoretische Auswertung 

Prinzip 

Die PCR ist ein Verfahren zur Amplifikation beliebiger Nukleinsäureab,

schnitte. Neben der Ausgangs,DNA werden für die PCR zwei geeignete 

Primer, ein Forward� und ein Reverse�Primer, benötigt. Primer sind kurze, 

einzelsträngige DNA,Moleküle (Oligonukleotide von ca. 17 – 30 bp), welche 

zu den Enden der zu amplifizierenden DNA,Sequenz komplementär sind. Sie 

hybridisieren dort an je einem der beiden Stränge der in ihre zwei Einzel,

stränge aufgetrennten DNA und dienen als Starthilfe für die folgende DNA,

Synthese. Diese erfolgt durch eine DNA,Polymerase, die in Gegenwart von 

Desoxynukleotid,Triphosphaten (dNTPs) die Primer entlang der DNA,Matrize 

verlängert.  

Die PCR läuft in drei sich wiederholenden Grundschritten (Abb. 10) 

ab:  

1)� Durch Erhitzen auf 94 °C werden zunächst die DNA,Doppelstränge in 

zwei Einzelstränge gespalten (�	������	����).  

2)� Daraufhin lagern sich die im Überschuss dazu gegebenen 

Oligonukleotidprimer bei einer den Primern entsprechenden Hybridi,

sierungstemperatur an die DNA,Einzelstränge an (���	�����).  

3)� Anschließend folgt das Verlängern der Primer durch Einbau der im 

Ansatz enthaltenen dNTPs durch die DNA,Polymerase am 3’,OH,Ende 
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des Primers, so dass wieder doppelsträngige DNA vorliegt 

(���	�����).  

 

 

Abb. 10 Ablauf der PCR. [Modifiziert nach Meyer, Paulay 2005] 

Für den dritten Schritt wird die ursprünglich aus dem thermophilen 

Bakterium Thermus aquaticus isolierte Taq�Polymerase mit ihrem 

Aktivitätsoptimum bei 72 °C verwendet. Diese hitzestabile DNA,Polymerase 

übersteht die hohe Temperatur des Denaturierungsschritts, so dass sich die 

drei Grundschritte der PCR ohne erneute Zugabe von DNA,Polymerase 

zyklisch wiederholen lassen [Saiki et al. 1988]. Mehrfache Zyklen führen zu 

einer exponentiellen Anreicherung des PCR,Produkts im Reaktionsansatz. 

So ergibt z.B. eine PCR mit 20 Zyklen eine mehr als millionenfache (220) 

Amplifikation des relevanten DNA,Abschnitts [Erlich 1989]. 

Nach der PCR können die erhaltenen Produkte in der Agarosegel,

Elektrophorese ihrer Größe entsprechend charakterisiert werden. Aufgrund 

der negativen Ladung ihrer Phosphatgruppen wandern die DNA,Moleküle 

nach Anlegen eines elektrischen Feldes in Richtung Anode. Kleinere DNA,
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Fragmente durchlaufen die Poren der Gelmatrix mit größerer Geschwin,

digkeit, so dass eine Trennung der Nukleinsäuren der Größe nach erfolgt. 

Zur Visualisierung der DNA,Banden wird der Fluoreszenzfarbstoff Ethidium,

bromid eingesetzt, der in die DNA,Doppelhelix interkaliert und sie unter UV,

Licht sichtbar macht. Durch die Bestimmung der optischen Dichte der Ban,

den können die PCR,Produkte quantifiziert werden.  

Für die semiquantitative Auswertung wird das zu untersuchende amplifi,

zierte Gen in Relation zu einem aus derselben DNA,Probe heraus amplifi,

ziertem Housekeeping,Gen wie GAPDH (Glycerinaldehyd,3,Phosphat,

dehydrogenase) gesetzt. Als Housekeeping,Gene werden Gene bezeichnet, 

die für ubiquitäre Basisfunktionen in der Zelle kodieren und somit in allen 

Zellen und Geweben zu jeder Zeit im gleichen Ausmaß exprimiert werden. 

Durch die Relation werden Unterschiede der Expressionsergebnisse durch 

Gewebe, und Matrixeffekte, unterschiedliche RNA,Extraktionseffizienzen 

sowie Fehler bei der reversen Transkription, die gleichermaßen das Zielgen 

und das Housekeeping,Gen betreffen, reduziert und eine quantitative 

Vergleichbarkeit der einzelnen Proben zueinander gewährleistet [Pfaffl 

2004].  

3.4.4� Durchführung 

Ein PCR,Reaktionsansatz mit einem Endvolumen von 50 `l enthielt: 

 0,3 `l Taq DNA Polymerase (Fermentas MBI) 

 5 `l 10× Puffer 

 4 `l MgCl2 (25 mM) 

 1 `l dNTP (10 mM) 

 

 je 1 `l der beiden Primer  

 36,7 `l H2O 

Dazu wurde 1 `l der vorher umgeschriebenen cDNA hinzugefügt. 
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Die Sequenzen der verwendeten Primer und die entsprechenden Annealing,

Temperaturen für ICAM,1 [Jung et al. 2001], MCP,1 [Sung et al. 2002], Bax 

[Han et al. 1996], Bcl,2 [Sato et al. 1994] und GAPDH sind in Tabelle 4 

dargestellt.  

��	��	����Sequenzen der verwendeten Primer und Annealing�Temperaturen�

 

Primerpaare Annealing,

Temperatur 

(ºC) 

Produkt, 

länge (bp) 

MCP�1 Sense: 5',ATC ACC AGC AGC AGG TGT CCC AAA 

GAA GCT,3’ 

Antisense: 5’,AGA AGT GCT TGA GGT GGT TGT 

GGA AAA GAG,3’ 

60 258 

ICAM�1 Sense: 5',GGG TTG GAG ACT AAC TGG A,3’ 

Antisense: 5’,GCA CCG CAG GAT GAG GTT CTT,3’ 

60 228 

Bax Sense: 5’,AAG AAG CTG AGC CAG TGT CT ,3’ 

Antisense: 5’,CAA AGA TGG TCA CTG TCT GC ,3’ 

59 361 

Bcl�2 Sense: 5’,GTA TGA TAA CCG GGA GAT CG,3’ 

Antisense : 5’,AGC CAG GAG AAA TCA AAC AG ,3’ 

58 612 

GAPDH Sense: 5’,GGT GAA GGT CGG AGT CAA CG,3’ 

Antisense: 5’,CAA AGT TGT CAT GGA TGA CC,3’ 
56 498 

 

Für die verschiedenen zu untersuchende Gene wurden unterschiedliche 

Zyklenzahlen festgelegt. Dabei wurde die Zyklenzahl so gewählt, dass die 

Intensität der Bande in der Elektrophorese noch ansteigend war, also die 

maximale Intensität der Bande (die Plateauphase der PCR) noch nicht 

erreicht war. 
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Die einzelnen PCR,Ansätze wurden in Reaktionsgefäße pipettiert und im 

Thermocycler (Perkin Elmer) mit folgendermaßen eingestellten Temperatur,

stufen inkubiert: 

1. Initialer Denaturierungsschritt bei 94 °C für 5 min 

2.   A) ICAM,1 und MCP,1 (38 Zyklen):  

   • Denaturierung 1 min bei 94 °C 

   • Annealing 1 min bei 60 °C 

   • Elongation 1 min bei 72 °C 

  B) Bax (40 Zyklen) und Bcl,2 (35 Zyklen): 

   • Denaturierung 30 s bei 94 °C 

   • Annealing 45 s bei 59 °C (Bax) bzw. 58 °C (Bcl,2) 

   • Elongation 1 min bei 72 °C 

  C) GAPDH (27 Zyklen): 

   • Denaturierung 1 min bei 94 °C 

   • Annealing 1 min bei 56 °C 

   • Elongation 1 min bei 72 °C 

3. Zur Sicherstellung einer komplett verlaufenden Elongation wurde 

 ein zusätzlich einmalig auf 10 Minuten verlängerter Elongationsschritt 

 bei 72 °C durchgeführt. 

Die PCR Produkte wurden auf 2,5%igem Agarosegel elektrophoretisch 

aufgetrennt, durch die Färbung mit Ethidiumbromid unter UV,Licht sichtbar 

gemacht und fotografiert.  

Für die semiquantitative Analyse wurden die spezifischen Banden mittels 

computergestützter Densitometrie ausgewertet (Gel,Pro Analyser 3.1 

Software). Die ermittelte Dichte der spezifischen Bande IOD (Integrierte 

Optische Dichte) wurde durch die Dichte der Bande des Housekeeping,Gens 

(GAPDH) dividiert; die Ergebnisse wurden somit als Quotient angegeben. 
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3.5� Statistik 

Die Daten wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM; 

standard error of mean) dargestellt. Zur Errechnung der statistischen 

Signifikanz wurde der Chi,Quadrat, oder der Mann,Whitney,U,Test 

herangezogen. Dabei wurde ein p,Wert von < 0,05 als signifikant be,

trachtet. Die Analyse der Daten erfolgte mit dem SPSS Statistik Software 

Paket (v. 13.0, SPSS GmbH, München). Statistisch signifikante Unterschiede 

wurden in den Abbildungen durch ein Sternchen (*) gekennzeichnet. 



4�Ergebnisse 

4.1� Morphologische Beurteilung des Gewebe�
schadens 

Um den Einfluss von IL,1ra auf die Gewebeschädigung durch Ischämie und 

Reperfusion zu ermitteln, wurden die Schnittpräparate der verschiedenen 

Gruppen lichtmikroskopisch beurteilt: 

Das 24 Stunden nach der Induktion der Ischämie entnommene Gewebe 

wies bei den mit IL,1ra behandelten Tieren im Vergleich zu den Kontroll,

tieren eine signifikant verminderte tubuläre Nekrose auf (p<0,05; Abb. 11a 

und 11b). Nach 5 Tagen Reperfusion war der Gewebeschaden wiederum 

bei den mit IL,1ra behandelten Tieren signifikant niedriger als in der 

Vergleichsgruppe (p<0,05; Abb. 11a und 11b).  
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Abb. 11a Darstellung des renalen Gewebeschadens der mit IL,1ra behandelten 
Tiere im Vergleich zu den nur mit Vehikel behandelten Tieren 24 Stunden bzw. 5 
Tage nach Auslösen der Ischämie. Es erfolgte eine Einstufung der histologischen 
Schnitte (n = 8 pro Gruppe) nach dem Grad der tubulären Nekrose (vgl. Tabelle 3, 
S.34). Sowohl 24 Stunden wie auch 5 Tage nach Ischämie zeigte sich bei den 
IL,1ra,Gruppen eine im Vergleich deutlich geringere Tubulusnekrose. (*p<0,05 für 
Behandlung mit IL,1ra versus VEH)  

  * 

  * 
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Abb. 11b Gegenüberstellung repräsentativer histologischer Schnittbilder, die den 
morphologischen Gewebeschaden nach einer Reperfusionsdauer von 24 Stunden 
bzw. 5 Tagen verdeutlichen (PAS,Färbung, Vergrößerung 100×). Typische histo,
logische Kennzeichen des Gewebeschadens (Verlust des Bürstensaums, ein 
Abflachen des Tubulusepithels, die Ansammlung nekrotischen Debris in den 
Tubuluslumina, Tubulusdilatationen) waren bei den mit Vehikel behandelten 
Kontrollgruppen ausgeprägter.  
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4.2� Leukozyteninfiltration 

Die Gewebeschnitte der unterschiedlichen Gruppen wurden immun,

histochemisch mit der APAAP,Methode gefärbt, um das Ausmaß der 

Infiltration durch Monozyten/Makrophagen (ED1) und T�Zellen (OX19) 

zu ermitteln. 

24 Stunden nach Ischämie zeigten sich im renalen Gewebe nur sehr wenige 

infiltrierende CD5+ Lymphozyten und CD68+ Makrophagen.  

5 Tage nach Reperfusion ließ sich eine ausgeprägte Infiltration durch die 

Entzündungszellen feststellen. Dabei ergab sich bei den mit IL,1ra be,

handelten Ratten eine signifikant niedrigere Anzahl infiltrierender Lympho,

zyten als bei den mit dem Vehikel behandelten Kontrolltieren (Abb. 12; 

IL,1ra 5d: 3,87 ± 1,19 versus VEH 5d: 5,14 ± 1,29; p<0,05). Ebenso war 

eine signifikante Verminderung der Anzahl der Makrophagen bei den mit IL,

1ra behandelten Tieren zu beobachten (Abb. 12; IL,1ra 5d: 2,63 ± 0,44 

versus VEH 5d: 4,79 ± 1,16; p<0,05). 
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Abb. 12 Anzahl infiltrierender CD5,positiver Lymphozyten und CD68,positiver 
Makrophagen pro Gesichtsfeld 5 Tage nach Auslösen der Ischämie. Durch die 
Behandlung mit IL,1ra kam es zu einer deutlichen Reduktion der Zellzahl. (*p<0,05 
versus VEH 5d) 

4.3� Apoptose der Tubuluszellen 

Auswirkungen des IL,1ra auf apoptotische Vorgänge im durch Ischämie und 

Reperfusion geschädigten Nierengewebe wurden durch die TUNEL,Methode 

(erminal deoxynucleotidyl transferase�mediated d�TP �ick 	nd��abeling) 

untersucht. Dabei wurden die für die Apoptose charakteristischen DNA,

Strangbrüche in den Zellkernen markiert. 

Die Rate der apoptotischen tubulären Zellen im Nierengewebe der 

Kontrolltiere erwies sich 24 Stunden nach Ischämie im Vergleich zu den mit 

IL,1ra behandelten Tieren mehr als doppelt so hoch (IL,1ra 24h: 

2,47 ± 0,33 versus VEH 24h: 5,82 ± 1,42; p<0,05). 

Jedoch nach 5 Tagen Reperfusion war zwischen den beiden Gruppen der 

Unterschied in der Anzahl der apoptotischen tubulären Zellen nicht mehr 

signifikant (IL,1ra 5d: 1,75 ± 0,17 versus VEH 5d: 2,02 ± 0,61; p=0,753). 

(Abb. 13a und 13b) 
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Abb. 13a Nachweis apoptotischer Zellen durch den TUNEL,Assay. Dargestellt ist 
die Anzahl TUNEL,positiver apoptotischer Tubuluszellen pro Gesichtsfeld nach einer 
Reperfusionszeit von 24 Stunden bzw. 5 Tagen. Ein signifikanter Unterschied 
zwischen IL,1ra,behandelten und VEH,behandelten Tieren ist 24 Stunden nach 
Auslösen der Ischämie zu erkennen. (*p<0,05 versus VEH 24h) Nach 5 Tagen 
haben sich die Werte beinahe angeglichen. 
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Abb. 13b Repräsentative histologische Schnittbilder des Nierengewebes nach 
TUNEL,Färbung 24 Stunden bzw. 5 Tage nach Induktion einer 45,minütigen 
Ischämie. Deutliche Unterschiede zwischen den IL1,ra,behandelten und den VEH,
behandelten Ratten zeigten sich nur nach 24 Stunden. 
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4.4� mRNA�Expression von MCP�1, ICAM�1, Bcl�2 und 
Bax 

Der Einfluss der Behandlung mit IL,1ra auf die mRNA,Expression von 

MCP,1, ICAM,1, Bcl,2 und Bax wurde durch semiquantitative RT,PCR unter,

sucht. 

Die Amplifikationsprodukte der vier unterschiedlichen Gruppen (IL,1ra 24h, 

VEH 24h, IL,1ra 5d, VEH 5d) wurden für die Elektrophorese auf Agarosegel 

aufgetragen. Die Banden zeigten eine ihrer Moleküllänge entsprechende 

Laufstrecke, was anhand eines DNA,Längenstandards kontrolliert wurde 

(MCP,1: 258 bp; ICAM,1: 228 bp; Bax: 361 bp; Bcl,2: 612 bp; GAPDH: 

498 bp). 

Die Intensität der Banden wurde densitometrisch bestimmt. Um eine 

relative Quantifizierung der Proben zu erreichen, wurden die ermittelten 

Dichte,Werte in Verhältnis zur Dichte der jeweiligen GAPDH,Banden ge,

setzt. 

4.4.1� MCP�1 

Da MCP,1 eine starke chemotaktische Wirkung auf Monozyten und T,Zellen 

besitzt, wurde die mRNA,Expression dieses Chemokins untersucht. 

Die Transkription der mRNA von MCP,1 war nach einer Reperfusionszeit von 

24 Stunden in der mit IL,1ra behandelten Gruppe signifikant niedriger als in 

der Vehikel,Gruppe (IL,1ra 24h: 0,47 ± 0,18 versus VEH 24h: 2,22 ± 0,34; 

p<0,05). Ebenso zeigte sich ein deutlicher Unterschied nach 5,tägiger 

Reperfusion (IL,1ra 5d: 0,61 ± 0,20 versus VEH 5d: 1,29 ± 0,67; p<0,05). 

Das Ergebnis ist in Abbildung 14 dargestellt. 
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Abb. 14  
a) Repräsentatives Bild der MCP,1 RT,PCR,Analyse der IL1,ra, bzw. VEH,
behandelten Tiere 24 Stunden bzw. 5 Tage nach Ischämie. 
b) Diagramm: mRNA,Expression von MCP,1. Dargestellt sind die GAPDH,korri,
gierten Mittelwerte (Quotient aus optischer Dichte der Targetbanden und der 
GAPDH,Banden) ± SEM der vier Gruppen (IL,1ra 24h, VEH 24h, IL,1ra 5d, VEH 5d). 
Nach Behandlung mit IL,1ra zeigt sich sowohl 24 Stunden als auch 5 Tage nach 
Ischämie eine reduzierte mRNA,Expression. (*p<0,05 versus VEH) 
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4.4.2� ICAM�1 

ICAM,1 gehört zu den Oberflächenadhäsionsmolekülen, die der Rekru,

tierung und Extravasation von Leukozyten dienen.  

Die Behandlung mit IL,1ra ist bei einer Reperfusionszeit von 24 Stunden mit 

einer verringerten mRNA,Expression der ICAM,1 mRNA assoziiert 

(IL,1ra 24h: 1,2 ± 0,03 versus VEH 24h: 1,96 ± 0,08; p<0,05).  

Jedoch ließ sich in den Gruppen mit einer 5,tägigen Reperfusionszeit nur ein 

minimaler Unterschied beobachten (IL,1ra 5d: 1,02 ± 0,04 versus VEH 5d: 

1,15 ± 0,06; p=0,564). Abbildung 15 veranschaulicht die Resultate. 
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Abb. 15  
a) Repräsentatives Bild der ICAM,1 RT,PCR,Analyse der IL1,ra, bzw. VEH,behan,
delten Tiere 24 Stunden bzw. 5 Tage nach Ischämie.  
b) Diagramm: mRNA,Expression von ICAM,1. Dargestellt sind die GAPDH,korrigier,
ten Mittelwerte (Quotient aus optischer Dichte der Targetbanden und der GAPDH,
Banden) ± SEM der vier Gruppen (IL,1ra 24h, VEH 24h, IL,1ra 5d, VEH 5d). Nach 
Behandlung mit IL,1ra zeigt sich 24 Stunden nach Induktion der 45,minütigen 
Ischämie eine reduzierte mRNA,Expression. (*p<0,05 versus VEH 24h) 
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4.4.3� Bcl�2 und Bax 

Durch die Bestimmung der Expression der die Apoptose regulierenden 

Proteine Bcl,2 und Bax wurde untersucht, ob die Behandlung mit IL,1ra die 

Anfälligkeit der Nierenzellen für Apoptose vermindern kann. 

Die Ergebnisse der mRNA,Expression von Bcl,2 bzw. Bax sind in Abb. 16 

bzw. Abb. 17 dargestellt. 
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Abb. 16  
a) Repräsentatives Bild der Bcl,2 RT,PCR,Analyse der IL1,ra, bzw. VEH,behandel,
ten Tiere 24 Stunden bzw. 5 Tage nach Ischämie. 
b) Diagramm: mRNA,Expression von Bcl,2. Dargestellt sind die GAPDH,korrigierten 
Mittelwerte (Quotient aus optischer Dichte der Targetbanden und der GAPDH,
Banden) ± SEM der vier Gruppen (IL,1ra 24h, VEH 24h, IL,1ra 5d, VEH 5d). Bei 
Verabreichung von IL,1ra zeigt sich 24 Stunden nach Ischämie eine im Vergleich zu 
der Vehikel,Gruppe gesteigerte mRNA,Expression des die Apoptose hemmenden 
Bcl,2. (IL,1ra 24h: 0,64 ± 0,26 versus VEH 24h: 0,37 ± 0,07; *p<0,05) 
(IL,1ra 5d: 1,37 ± 0,15 versus VEH 5d: 1,47 ± 0,16) 
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Abb. 17  
a) Repräsentatives Bild der Bax RT,PCR,Analyse der IL1,ra, bzw. VEH,behandelten 
Tiere 24 Stunden bzw. 5 Tage nach Ischämie. 
b) Diagramm: mRNA,Expression von Bax. Dargestellt sind die GAPDH,korrigierten 
Mittelwerte (Quotient aus optischer Dichte der Targetbanden und der GAPDH,
Banden) ± SEM der vier Gruppen (IL,1ra 24h, VEH 24h, IL,1ra 5d, VEH 5d). Durch 
die Behandlung mit IL,1ra wurde 24 Stunden nach Ischämie eine signifikante 
Reduktion der mRNA,Expression von Bax erreicht. (IL,1ra 24h: 0,24 ± 0,11 versus 
VEH 24h: 0,48 ± 0,07; *p<0,05) 
(IL,1ra 5d: 0,83 ± 0,18 versus VEH 5d: 1,01 ± 0,16) 
 

Um das Gleichgewicht zwischen proapoptotischem Bax und antiapopto,

tischen Bcl,2 beurteilen zu können, wurden die Quotienten aus den 

Ergebnissen der mRNA,Expression der beiden Gene berechnet. Das Ver,

hältnis zwischen Bax und Bcl,2 war in der IL,1ra 24h,Gruppe im Vergleich 
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zu der Kontrollgruppe VEH 24h vermindert (IL,1ra 24h: 0,39 ± 0,09 versus 

VEH 24h: 1,34 ± 0,16; p<0,05).  

Im Gegensatz dazu wiesen die entsprechenden Quotienten nach 5,tägiger 

Reperfusion keinen merklichen Unterschied mehr auf (IL,1ra 5d: 0,62 ± 

0,13 versus VEH 5d: 0,67 ± 0,04; p=0,564; Abb. 18).  
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 Abb. 18 Einfluss der IL,1ra Behandlung auf das Verhältnis von Bax zu 
Bcl,2. Nach einer Reperfusionszeit von 24 Stunden ließ sich durch IL,1ra 
eine signifikante Verminderung des Quotienten Bax/Bcl,2 erzielen. 
(*p<0,05 versus VEH 24h) 

 

Ingesamt wiesen die Daten bei den mit IL,1ra behandelten Tieren auf eine 

Verschiebung in Richtung Apoptose,verhindernder Faktoren hin. 

* 



5�Diskussion 

In der vorgestellten Arbeit wurde die Frage untersucht, ob eine Behandlung 

mit dem Interleukin,1 Rezeptorantagonisten (IL,1ra) den Ischämie, und 

Reperfusionsschaden der Niere durch Reduktion der IL,1,vermittelten 

schädigenden Mechanismen beeinflussen kann. 

Anstoß dazu gaben mehrere Studien, die einen Einfluss von IL,1 bei 

Ischämie und Reperfusion deutlich machten. 

Mehrere Studien beschrieben einen tagelang anhaltenden Anstieg der 

mRNA,Expression von IL,1 im Nierengewebe bzw. des IL,1,Serumspiegels 

infolge Ischämie und Reperfusion der Niere [Kelly et al. 1996; Takada et al. 

1997b; Lemay et al. 2000; Furuichi et al. 2006]. 

Ferner konnten diverse Untersuchungen zur Ischämie und Reperfusion 

anderer Organsysteme einen Anstieg des IL,1,Serumspiegels bzw. der 

mRNA,Expression von IL,1 infolge des IR,Schadens des Gehirns [Minami et 

al. 1992], der Leber [Suzuki et al. 1994] und des Herzens [Herskowitz et al. 

1995] ermitteln.  

5.1� Histologischer Gewebeschaden 

Zur Beurteilung des histologischen Gewebeschadens wurden in der aktu,

ellen Studie HE, und PAS,gefärbte Schnitte untersucht. Hierbei wiesen die 

IL,1ra,behandelten Tiere sowohl 24 Stunden als auch 5 Tage nach Auslösen 

der Ischämie deutlich weniger Zeichen der akuten Tubulusnekrose als die 

vehikel,behandelten Tiere auf. 

Dieses Ergebnis steht in Einklang mit den Resultaten einer Studie, die den 

renalen IR,Schaden von Knockout,Mäusen untersuchte: IL,1α/β,defiziente 

Tiere, bei denen die Gene für IL,1α und IL,1β ausgeschaltet waren, zeigten 

sowohl 24 als auch 48 Stunden nach Ischämie einen im Vergleich zum 

Wildtyp signifikant geringeren Gewebeschaden [Furuichi et al. 2006]. 

Darüber hinaus wurde bei IL,1ra,defizienten Mäusen unter gleichen 
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Bedingungen ein wesentlich größerer tubulärer Schaden beobachtet 

[Furuichi et al. 2006]. 

Im Gegensatz zu den beschriebenen Beobachtungen konnten Haq et al. und 

Daemen et al. durch eine Behandlung mit IL,1ra bei Mäusen gegenüber 

Kontrolltieren keine Veränderung des tubulären Schadens 24 Stunden nach 

IR feststellen. Dieser Diskrepanz der Ergebnisse liegen möglicherweise 

rassenspezifische Unterschiede und/ oder verschiedene Dosierungsmoda,

litäten zu Grunde. Vermutlich zeigt die einmalige Verabreichung der 

höheren Dosis von 60 mg/kg IL,1ra wie in unserem Modell eine effizientere 

Wirkung als die Behandlung mit vergleichsweise niedrigeren Dosen der 

vorhergehenden Studien. In diesen sah die Versuchsanordnung eine Dosis 

von 35 mg/kg IL,1ra [Daemen et al. 2001b] bzw. mehrere Einzeldosen von 

je 10 mg/kg IL,1ra im Intervall von vier Stunden (jedoch mit der 

Gesamtdosis von ebenfalls 60 mg/kg in den ersten 24 Stunden) vor [Haq et 

al. 1998].  

Die starke Dosisabhängigkeit der Wirkung von IL,1ra ist bekannt und wurde 

auch in einem Modell des kardialen IR,Schadens gezeigt [Arend et al. 1990; 

Li et al. 2004]. Um 50% der IL,1,vermittelten Wirkungen zu hemmen, 

benötigt man eine im Vergleich zu IL,1 100, bis 300,fach höhere molare 

Konzentration von IL,1ra [Arend et al. 1990; Dripps et al. 1991]. Für die 

Blockierung systemischer Wirkungen von IL,1 ist ein 100, bis 1000,facher 

molarer Überschuss von IL,1ra erforderlich [Ohlsson et al. 1990; Fischer et 

al. 1991]. Und erst ein 10.000,facher molarer Überschuss konnte die durch 

IL,1 induzierte Neutrophilie hemmen [McIntyre et al. 1991]. Diese hohen 

Konzentrationen werden trotz der etwas stärkeren Affinität von IL,1ra zum 

IL,1,Rezeptor Typ I benötigt, da schon die Aktivierung von weniger als 5% 

der vorhandenen IL,1,Rezeptoren durch IL,1 eine maximale biologische 

Wirkung hervorrufen kann [Arend et al. 1990]. 

Weitere Untersuchungen an anderen Organen demonstrierten, dass durch 

IL,1ra auch das Infarktvolumen nach zerebraler [Garcia et al. 1995; 

Loddick, Rothwell 1996; Yang et al. 1997; Yang et al. 1999a; Martin et al. 

1994] und myokardialer [Suzuki et al. 2001; Li et al. 2004] Ischämie und 
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Reperfusion signifikant vermindert wird. Weiterhin konnte die Ver,

abreichung von IL,1ra nach hepatischer Ischämie und Reperfusion den 

nekrotischen Gewebeschaden sowie auch die Produktion reaktiver 

Sauerstoffintermediate vermindern [Shito et al. 1997; Shirasugi et al. 1997; 

Harada et al. 2002]. 

Die Ergebnisse unserer Studie weisen darauf hin, dass IL1,ra in ausreichend 

hoher Dosierung die durch IR verursachte akute Tubulusnekrose deutlich 

vermindern kann. 

5.2� Leukozyteninfiltration und Bedeutung von 
ICAM�1 und MCP�1 

Die Minderung der Gewebeschädigung durch die Rezeptorblockade mit 

IL,1ra kann u. a. auf den Einfluss von IL,1 auf die Leukozyten,Endothel,

Interaktion zurückgeführt werden. IL,1 induziert die Synthese von für die 

Leukozyteninfiltration notwendigen Adhäsionsmolekülen und die Produktion 

von Chemokinen, die eine gerichtete Leukozytenwanderung in das ge,

schädigte Gebiet ermöglichen und so Entzündungsprozesse auslösen bzw. 

verstärken können [Sung et al. 2002; Neri et al. 2007; Springer 1990; van 

de Stolpe, van der Saag 1996]. 

5.2.1� Makrophagen und T�Zellen 

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von IL,1ra auf die nach 

Ischämie auftretende Infiltration durch Makrophagen und T,Zellen unter,

sucht.  
 

Die bedeutende Funktion der Makrophagen für das Entzündungsgeschehen 

beim renalen IR,Schaden ist in der Literatur gut dokumentiert. 

Makrophagen können durch die Sekretion von proteolytischen Enzymen, 

reaktiven Sauerstoffintermediaten, NO, Komplementfaktoren und proinflam,

matorischen Zytokinen zur Schädigung des Nierengewebes beitragen 

[Nathan 1987]. 
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Sie können vermutlich aber auch durch Produktion von Zytokininhibitoren 

oder anti,inflammatorischen Zytokinen wie IL,10 und durch das Abräumen 

apoptotischer Zellen eine Rolle im Regenerierungsprozess nach IR spielen 

[Vinuesa et al. 2008]. 

Es wurde beobachtet, dass eine systemische Depletion von 

Monozyten/ Makrophagen den IR,Schaden der Niere abschwächen kann. 

Makrophagen,depletierte Ratten wiesen dabei eine geringere tubuläre 

Nekrose, weniger apoptotische Zellen, eine verminderte Zahl infiltrierender 

neutrophiler Granulozyten und eine verringerte m,RNA,Expression pro,

inflammatorischer Zytokine und Chemokine auf [Jo et al. 2006]. 

Wochen bis Monate nach renaler Ischämie ließ sich im Tierversuch ein 

persistierendes Entzündungsgeschehen mit einer vermutlich TGF,β1,ver,

mittelten Entwicklung einer tubulointerstitiellen Fibrose beobachten. Diese 

Ereignisse, die eine langfristige Beeinträchtigung der Nierenfunktion zur 

Folge haben können, konnten ebenfalls durch die Depletion von 

Makrophagen deutlich vermindert werden [Ko et al. 2008]. 

 

Neben den Makrophagen wird auch den T�Lymphozyten, eine bedeutende 

Rolle in der Vermittlung der Entzündungsreaktion nach Ischämie und 

Reperfusion zugeschrieben. 

CD4/CD8,Knockout,Mäuse, bei denen die Gene für T,Helferzellen (CD4) und 

für zytotoxische T,Zellen (CD8) deaktiviert worden waren, zeichneten sich 

nach renaler IR durch eine im Vergleich zu Kontrolltieren verminderte 

tubuläre Nekrose, ein niedrigeres Kreatinin und eine verringerte Anzahl 

infiltrierender Neutrophiler aus [Rabb et al. 2000]. 

Des Weiteren konnte durch die Blockierung von für die T,Zell,Aktivierung 

notwendiger kostimulierender Signalwege die Relevanz der T,Zellen für den 

renalen IR,Schaden indirekt nachgewiesen werden. In einem Modell der 

kalten Ischämie wurde die Auswirkung der Blockade der Interaktion der 

Oberflächenmoleküle B7 und CD28 untersucht. Die Bindung des Zell,

oberflächenmoleküls B7 an den sich auf der T,Zelle befindenden Rezeptor 

CD28 ist für die T,Zell,Aktivierung erforderlich. Im beschriebenen Modell 
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führte die Blockade dieser Moleküle zur Anergie der T,Lymphozyten und 

darüber zu einer verbesserten Nierenfunktion und einer verminderten 

monozytären Infiltration [Takada et al. 1997a; Chandraker et al. 1997]. 

In einer anderen Studie ließ sich bei T,Zell,defizienten (nu/nu) Mäusen eine 

funktionelle und strukturelle Minderung des renalen IR,Schadens be,

obachten. Man nimmt an, dass im Wesentlichen CD4,positive T,Lympho,

zyten die für den Schaden verantwortliche Lymphozytensubpopulation 

darstellen. Daneben wird dem Zytokin IFN,γ eine zentrale Rolle in der 

Vermittlung der durch Lymphozyten verursachten Schädigung zugeschrie,

ben [Burne et al. 2001]. 

Sowohl Makrophagen als auch T,Zellen können durch IL,1 aktiviert werden 

[Williams et al. 1985; Dinarello 2000]. Die Bedeutung von IL,1 für die 

Leukozytenmigration konnte auch für andere Gewebe nachgewiesen 

werden. So zeigte sich beispielsweise nach intrazerebraler Injektion von 

IL,1β bei Ratten ein deutlicher Anstieg der Zahl neutrophiler Granulozyten, 

Monozyten und T,Lymphozyten im Interstitium [Holmin, Mathiesen 2000].  

In der vorliegenden Studie zeigte sich nur in den Gruppen mit einer 

Reperfusionszeit von 5 Tagen eine ausgeprägte Infiltration durch Lympho,

zyten und Makrophagen, die eine vergleichende Beurteilung zuließ. Dies 

entspricht den Ergebnissen eines vergleichbaren Experiments an Lewis,

Ratten, in dem erst nach 2,3 Tagen eine deutliche Infiltration durch T,

Zellen und Makrophagen in das postischämische Gewebe beobachtet wurde 

und sich ein Maximum bei 5 Tagen nach Ischämie zeigte [Takada et al. 

1997b].  

Im Vergleich zur Behandlung mit dem Vehikel bewirkte IL,1ra bei einer 

Reperfusionszeit von 5 Tagen eine deutliche Verminderung der Anzahl 

infiltrierender Makrophagen und T,Lymphozyten. 

In vergleichbaren Studien wurde u. a. die Infiltration durch Granulozyten 

nach renaler IR untersucht. So verabreichten Guidot et al. Ratten IL,1 und 

stellten eine in Folge dessen vermehrte Infiltration der Niere durch 

neutrophile Granulozyten fest [Guidot et al. 1994]. 
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Unseren Ergebnissen entsprechend fanden Haq et al. nach Behandlung von 

Mäusen mit IL,1ra eine signifikante Reduktion der Neutrophileninfiltration 

bei renalem IR,Schaden [Haq et al. 1998]. 

IL,1,Rezeptor,Knockout Mäuse, bei denen das Gen für den IL,1,Rezeptor 

Typ I deaktiviert und somit die Wirkung von IL,1 unterbunden worden war, 

zeigten nach renaler IR im Vergleich zu Kontrolltieren bessere Nieren,

funktionsparameter, eine geringere Infiltration durch Leukozyten und auch 

eine raschere Erholung der Nierenfunktion [Haq et al. 1998]. 

Unsere Ergebnisse entsprechen denen bei IL,1α/β,defizienten Mäusen, 

deren Nierenparenchym im Vergleich zu dem von IL,1ra,Knockout Mäusen 

nach renaler Ischämie durch eine signifikant verminderte Anzahl 

infiltrierender Neutrophilen und Makrophagen gekennzeichnet ist [Furuichi 

et al. 2006]. 

Daneben zeigte sich ebenfalls in einem Modell der obstruktiven Nephro,

pathie nach Gentransfer von IL,1ra kodierender DNA durch modifizierte 

Knochenmarkzellen eine verminderte Makrophagenmigration in das 

Niereninterstitium [Yamagishi et al. 2001].  

Bei myokardialer [Suzuki et al. 2001] und zerebraler [Garcia et al. 1995] 

Ischämie und Reperfusion konnte eine Behandlung mit IL,1ra gleichfalls das 

Einwandern von Leukozyten in das postischämische Gewebe vermindern.  

Überdies ließ sich in einem Modell des hepatischen IR,Schadens die direkte 

Adhäsion von Leukozyten an das Endothel durch Behandlung mit IL,1ra 

reduzieren [Shirasugi et al. 1997]. 

Insgesamt kann man also im Einklang mit vorhergehenden Untersuchungen 

feststellen, dass die Behandlung mit IL,1ra eine deutliche Verminderung der 

Infiltration durch Entzündungszellen bewirken kann und dadurch den IR,

Schaden begrenzt. 

5.2.2� ICAM�1 und MCP�1 

Die Adhäsion und Infiltration von Leukozyten wird durch Adhäsionsmoleküle 

und chemotaktische Faktoren erleichtert. Deshalb wurde in der vorliegenden 
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Studie die mRNA,Expression von ICAM,1 und MCP,1, die durch IL,1 

beeinflusst wird, untersucht. 

IL,1 induziert die Expression von ICAM�1, dessen Transkription über NF,κB 

reguliert wird, u. a. auf Endothelzellen und Tubuluszellen der Niere 

[Ledebur, Parks 1995; Ishikura et al. 1991; Beekhuizen et al. 1992]. Aus 

diesem Grund untersuchten wir, ob die Behandlung mit IL,1ra die ICAM,1 

Expression reduzieren und darüber den IR,Schaden mindern kann. 

Das Zelladhäsionsmolekül ICAM,1 reguliert durch die Bindung an β2,Inte,

grine auf Monozyten, Lymphozyten und Neutrophilen deren Adhäsion an 

Endothelzellen und fördert dadurch die Leukozyteninfiltration in das 

Entzündungsgebiet [Springer 1990]. 

Ferner kann eine gesteigerte Leukozytenadhäsion in der Reperfusionsphase 

zusammen mit einer vermehrten Plättchen, und Erythrozytenaggregation 

eine gestörte Perfusion nach sich ziehen und dadurch zum Mikrozirku,

lationsschaden führen [Hellberg et al. 1991; Molitoris, Sutton 2004; Schmitz 

et al. 2008]. 

ICAM,1 hat man in der Niere sowohl auf dem Endothel der Glomeruli, der 

peritubulären Kapillaren und Arteriolen als auch auf interstitiellen Zellen und 

auf dem Bürstensaum proximaler Tubuluszellen nachgewiesen [Hill et al. 

1995]. Jung et al. zeigten, dass infolge kalter Ischämie eine um bis zu 

3,7,fache Steigerung der Expression von ICAM,1 im Cortex der Niere zu 

beobachten ist [Jung et al. 2001]. 

Die Hochregulation der ICAM,1,Expression auf Fibroblasten und Tubulus,

zellen kann nach dem Eintritt der Leukozyten in das Interstitium eine Rolle 

für die fokale Anhäufung und die Aktivierung der Leukozyten spielen [Hill et 

al. 1994]. 

Daneben ist ICAM,1 auch für weitere Leukozytenfunktionen wie z.B. für die 

T,Zell,vermittelte Zytolyse von Bedeutung [Springer 1990]. 

Bei ICAM,1,defizienten Mäusen wurde eine deutliche Abschwächung des IR,

Schadens nach Abklemmen der Nierenarterien dokumentiert [Kelly et al. 

1996]. Auch ICAM,1,Antikörper oder Antikörper gegen den ICAM,1 Rezep,
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tor, CD11/CD18, konnten sowohl die funktionelle Verschlechterung der 

Niere als auch die mit dem postischämischen renalen Schaden assoziierten 

histologischen Veränderungen reduzieren [Kelly et al. 1994; Rabb et al. 

1994; Rabb et al. 1995]. Ferner ließ sich der renale IR,Schaden durch die 

Behandlung mit Antisense,Oligonukleotiden abwenden, welche an die 

ICAM,1,mRNA hybridisieren und deren Translation verhindern [Dragun et 

al. 1998; Haller et al. 1996; Kiew et al. 2004]. Die Unterbrechung des 

ICAM,1,Pathways schützt die Niere vor dem IR,Schaden, vermutlich durch 

die Blockierung der Leukozytenmigration und Minderung der mikro,

vaskulären Obstruktion. 

 

MCP�1 (CCL2, Chemokine (C�C motif) ligand 2) ist ein potentes Chemokin, 

welches die Migration von Monozyten durch die Gefäßwand in das Nieren,

parenchym in Gang setzt. Neben seiner chemotaktischen Funktion stimuliert 

es Monozyten auch zur Synthese von Adhäsionsmolekülen und proinflam,

matorischen Zytokinen [Jiang et al. 1992]. MCP,1 nimmt ebenfalls Einfluss 

auf die T,Zell,Migration, ,Differenzierung, und ,Zytokinproduktion [Carr et 

al. 1994; Karpus et al. 1997; Boring et al. 1997].  

Ferner wurde MCP,1 auch eine bedeutende Rolle für die Pathogenese der 

tubulointerstitiellen Fibrose zugeschrieben [Chow et al. 2007]. 

Infolge von Ischämie und Reperfusion der Niere ließ sich ein signifikanter 

Anstieg des MCP,1,Serumspiegels sowie der MCP,1,mRNA,Expression und 

des MCP,1,Proteins in der Niere beobachten [Sung et al. 2002; Furuichi et 

al. 2006; Lemay et al. 2000]. Auch infiltrierende Zellen tragen nach IR zur 

Synthese von MCP,1 bei [Furuichi et al. 2006]. 

Die Beteiligung von MCP,1 an der postischämischen Nierenschädigung wird 

durch Studien verdeutlicht, in denen durch die Blockade des MCP,1,

Rezeptors (CCR2, CC chemokine receptor 2) sowohl Zellinfiltration und 

Tubulusnekrose vermindert als auch die Nierenfunktion verbessert werden 

konnte [Furuichi et al. 2003b; Furuichi et al. 2003a]. 

Neben der Produktion von ICAM,1 beeinflusst IL,1 auch die Synthese von 

MCP,1, dessen Expression ebenfalls über den Transkriptionsfaktor NF,κB 
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vermittelt wird [Rollins et al. 1990; Gawaz et al. 1998; Sung et al. 2002]. 

Die Stimulation kultivierter muriner proximaler Tubuluszellen mit IL,1α bzw. 

IL,1β konnte sowohl die mRNA,Expression als auch die Sekretion von 

MCP,1 steigern [Prodjosudjadi et al. 1995; Furuichi et al. 2006]. Die 

Induktion der MCP,1,Synthese durch IL,1 wurde u. a. an Nierentubulus,, 

Mesangium,, und Endothelzellen demonstriert [Prodjosudjadi et al. 1995; 

Zoja et al. 1991; Kakizaki et al. 1995; Rollins et al. 1990]. 

 

Das vorliegende Experiment wies eine durch IL,1ra verminderte mRNA,

Expression des Chemokins MCP,1 24 Stunden bzw. 5 Tage nach Auslösen 

der Ischämie nach. Die m,RNA,Expression des Adhäsionsmoleküls ICAM,1 

stellte sich nach einer Reperfusionszeit von 24 Stunden in der 

IL,1ra,Gruppe deutlich reduziert dar. Nach 5 Tagen war die ICAM,1,

mRNA,Expression der Vehikel,Gruppe auf ein der IL,1ra,Gruppe ähnliches 

Niveau abgesunken. 

Der Verlauf der ICAM,1,mRNA,Expression in der Kontrollgruppe stimmt mit 

den Ergebnissen von Takada et al. überein, die das Maximum der ICAM,1,

mRNA,Expression 24 Stunden nach renaler Ischämie und einen an,

schließenden Abfall beobachteten [Takada et al. 1997b]. Ebenso zeigten die 

vehikel,behandelten Tiere einen typischen Verlauf der MCP,1,mRNA,

Expression mit einem Maximum nach dem ersten Tag und einem 

anschließenden Abfall [Rice et al. 2002]. 

Unsere Daten lassen darauf schließen, dass IL,1 über die frühe Hoch,

regulation von ICAM,1 und MCP,1 zur Rekrutierung der Leukozyten bei,

trägt.  

Mit unseren Ergebnissen übereinstimmend konnte durch Überexpression 

von IL,1ra auch die endotheliale ICAM,1,Expression nach zerebraler IR 

signifikant gesenkt werden [Yang et al. 1999a; Yang et al. 1999b]. 

Mehrere Studien über die MCP,1 Expression in Nierenzellen zeigten, dass 

eine durch Stimulation mit IL,1α gesteigerte MCP,1,Produktion in 

kultivierten Mesangiumzellen und proximalen Tubuluszellen durch die 
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Behandlung mit IL,1ra inhibiert werden kann [Brown et al. 1992; Rovin et 

al. 1992; Prodjosudjadi et al. 1995]. 

Ebenso konnte die MCP,1,Synthese in zerebralen Endothelzellen, welche 

durch hypoxische Astrozyten aktiviert worden waren, durch Inkubation mit 

IL,1ra unterbunden werden [Zhang et al. 2000].  

5.3� Apoptose 

Verschiedenste Nierenerkrankungen sowie die frühe Entwicklung der Niere 

sind durch Apoptose gekennzeichnet [Jaffe et al. 1997; Truong et al. 1996; 

Chandler et al. 1994; Lau 1999]. Die Apoptose renaler Tubuluszellen wird 

auch bei ischämischen oder toxischen Schädigungen der Niere beobachtet 

[Jaffe et al. 1997; Gobé et al. 1999]. Dieser Verlust funktionsfähiger 

Tubuluszellen ist in hohem Maße für die Entwicklung und das Fortschreiten 

des akuten Nierenversagens verantwortlich. 

Es wurde gezeigt, dass die Apoptose der Nierenzellen mit einer vermehrten 

Synthese des proapoptotischen Bax verbunden ist [Wolfs et al. 2005; 

Schumer et al. 1992].  

Zahlreiche Studien zeigten, dass IL,1β die Apoptose unterschiedlicher Zellen 

verursachen kann [Wang et al. 2009; Shakibaei et al. 2008; Friedlander et 

al. 1996; Ing et al. 1999; Holmin, Mathiesen 2000].  

Ob IL,1 einen direkten Einfluss auf apoptotische Prozesse der Nierenzellen 

hat, wurde in mehreren Studien an kultivierten proximalen Tubuluszellen 

untersucht.  

Glynne et al. behandelten kultivierte Tubuluszellen mit einer Kombination 

proinflammatorischer Zytokine (IL,1α und Interferon,γ; zum Teil zusätzlich 

auch TNF,α). Sie verzeichneten eine deutlich verstärkte Ablösung nekro,

tischer und apoptotischer Zellen von der Monolayer,Zellkultur sowie eine 

vermehrte Produktion von iNOS (induzierbare NO,Synthase) und dadurch 

auch von NO, was einen u. a. durch NO vermittelten Mechanismus der 

Apoptose nahe legt [Glynne, Evans 1999; Glynne et al. 2001]. Mehrere in 

vitro und in vivo Studien demonstrierten, dass das durch die iNOS produ,
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zierte NO zur ischämischen Tubulusschädigung beiträgt [Yaqoob et al. 

1996; Ling et al. 1998; Peresleni et al. 1996; Noiri et al. 1996]. 

Jo et al. stimulierten kultivierte proximale Tubuluszellen nur mit IL,1β. Sie 

beobachteten eine signifikante Vermehrung apoptotischer Zellen sowie eine 

für die Apoptose typische Spaltung von DNA,Reparatur,Enzymen. Aufgrund 

der ebenfalls erhöhten Synthese des Fas,Liganden und Fas,assoziierter 

Adapterproteine wurde dem Fas,mediierten Mechanismus eine wichtige 

Rolle in der Apoptoseinduktion durch IL,1 zugeschrieben [Jo et al. 2002]. 

Auch Schelling et al. berichteten, dass IL,1β eine Steigerung der Fas,

Expression und darüber eine vermehrte Apoptose von Nierentubuluszellen 

induziert [Schelling et al. 1998].  

Des Weiteren konnte durch kombinierte Stimulation von kultivierten 

proximalen Tubuluszellen mit IL,1β und H2O2 im Vergleich zu aus,

schließlicher Stimulation mit H2O2 eine ausgeprägte Vermehrung apop,

totischer und nekrotischer Zellen festgestellt werden [Furuichi et al. 2006]. 

Andererseits können wohl auch apoptotische Stimuli selbst die Freisetzung 

von IL,1 anregen und dadurch einen Beitrag zum inflammatorischen 

Geschehen leisten [Miwa et al. 1998].  

In einer Untersuchung, bei welcher IL,1β intrazerebral injiziert wurde, 

stellte sich heraus, dass das daraufhin vermehrte Auftreten apoptotischer 

Zellen mit einer verstärkten Expression des proapoptotisch wirksamen Bax 

vergesellschaftet war [Holmin, Mathiesen 2000].  

Auch bei isolierten enterochromaffinen Zellen der Magenschleimhaut ließ 

sich durch Behandlung mit IL,1β eine erhöhte Rate apoptotischer Zellen 

sowie eine verstärkte Expression von Bax und der iNOS feststellen. Durch 

die Applikation eines NO,Inhibitors bzw. eines NF,κB,Inhibitors konnte die 

durch IL,1β gesteigerte Apoptoserate signifikant gesenkt werden. Die 

Aktivierung von NF,κB sowie NO scheinen somit für das Auslösen des 

apoptotischen Zelltods wesentlich zu sein [Mahr et al. 2000]. 

 

Die aktuelle Studie hat gezeigt, dass die mit IL,1ra behandelten Tiere nach 

einer Reperfusionszeit von 24 Stunden im Gegensatz zu den mit dem 
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Vehikel behandelten Tieren eine wesentlich niedrigere Rate apoptotischer 

Tubuluszellen und eine geringere mRNA,Expression von Bax aufwiesen. 

Dementsprechend zeigte sich eine höhere mRNA,Expression des anti,

apoptotisch wirksamen Bcl,2. Das Verhältnis der Bax, zur Bcl,2,mRNA,

Expression wurde durch Behandlung mit IL,1ra in Richtung des anti,

apoptotisch wirksamen Bcl,2 verschoben. Nach einer Reperfusionszeit von 5 

Tagen waren die Unterschiede zwischen beiden Gruppen nicht mehr 

signifikant.  

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten einer Studie von 

Furuichi et al.: Dabei zeigten IL,1α/β,defiziente Mäuse im Gegensatz zu 

IL,1ra,defizienten Mäusen 4 Tage nach Induktion einer renalen Ischämie 

eine signifikant verminderte Zahl TUNEL,positiver Tubuluszellen [Furuichi et 

al. 2006]. 

IL,1ra konnte auch im Modell myokardialer IR die Apoptose der Kardio,

myozyten verringern und die Hochregulierung von Bax und Caspase 3 redu,

zieren. Es zeigte jedoch keinen Einfluss auf die Expression von Bcl,2 (bei 

einer Reperfusionszeit von 24 Stunden) [Suzuki et al. 2001; Li et al. 2004; 

Abbate et al. 2008]. 

Zudem konnte eine Studie an kultivierten Pankreasinselzellen, in welche die 

für IL,1ra kodierende cDNA per adenoviralem Gentransfer eingebracht 

wurde, mögliche Mechanismen der Wirkung von IL,1ra verdeutlichen. 

Nachdem die Zellen mit IL1,β behandelt wurden, wiesen die Zellen, die 

vermehrt IL,1ra produzierten, eine Verminderung von IL,1β,induzierter NO,

Bildung sowie eine Verringerung der Fas,getriggerten Apoptose auf 

[Giannoukakis et al. 1999]. 

Auch bei einer tierexperimentellen Studie zur zerebralen Ischämie zeigte 

sich nach intrazerebraler Injektion von IL,1ra im Vergleich zu Kontrolltieren 

eine Reduktion von Zelltod und Caspase,3,Aktivität [Hu et al. 2005]. 

Daneben trugen IL,1ra,Knockout Mäuse nach zerebraler Ischämie einen 

weitaus größeren neuronalen Schaden davon als der Wildtyp [Pinteaux et 

al. 2006]. 
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Bei einer randomisierten, placebokontrollierten Doppelblindstudie über die 

Behandlung von Schlaganfallpatienten mit rekombinantem IL,1ra besserten 

sich klinische Ergebnisse und Laborparameter der Patienten deutlich durch 

die Verabreichung von IL,1ra, was auch auf die Möglichkeit einer thera,

peutischen Anwendung von IL,1ra nach Apoplex hindeutet [Emsley et al. 

2005]. 

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass IL,1 eine bedeutende Rolle für 

die Apoptose der Nierenzellen nach IR spielt, welche mit einer Aktivierung 

des proapoptotischen Bax verknüpft ist, und dass IL,1ra diese durch IL,1 

vermittelten nachteiligen Ereignisse hemmen kann. Es beeinflusst die 

Apoptose der Nierenzellen durch Modifizierung der mRNA,Expression von 

Mitgliedern der Bcl,2,Familie. Jedoch konnte durch die vorliegende Studie 

nicht ermittelt werden, ob es sich dabei um einen direkten oder indirekten 

Effekt von IL,1ra handelt. 

5.4� Schlussfolgerung 

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass die Verabreichung von rekom,

binantem IL,1ra den renalen IR,Schaden abschwächen kann. 

IL,1ra inhibiert die Auswirkung des während der IR erhöhten IL,1 Spiegels, 

da es mit IL,1 um seine Rezeptoren konkurriert und hierdurch die Entzün,

dungsantwort sowie den folgenden Parenchymschaden vermindert. Da die 

IL,1 vermittelte Entzündung auch die Expression von IL,1 selbst verstärkt, 

kann IL,1ra wiederum den Anstieg von IL,1 indirekt reduzieren und so den 

durch IL,1 vermittelten Nierenschaden eindämmen.  

Die Behandlung mit IL,1ra begrenzt den renalen IR,Schaden sowohl durch 

die Verminderung der Infiltration mit Entzündungszellen als auch durch die 

Reduktion apoptotischer Zellen. Wir konnten zeigen, dass IL,1ra zu diesen 

Effekten durch die Verringerung der Expression von MCP,1 und ICAM,1 

sowie durch Beeinflussung der Expression apoptose,regulierender Faktoren 

der Bcl,2 Familie beiträgt.  
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Der Ischämie,Reperfusionsschaden der Niere stellt nach Ereignissen wie 

Organtransplantationen, Operationen mit Beeinträchtigung der Nieren,

durchblutung oder dem hämorrhagischem Schock eine wichtige Ursache 

renaler Dysfunktion dar. Interleukin,1 (IL,1) gehört zu einer Gruppe von 

Entzündungsfaktoren, welche in der Phase der Reperfusion nach renaler 

Ischämie freigesetzt werden. Es fördert dabei sowohl entzündliche als auch 

apoptotische Prozesse. Die durch IL,1 ausgelösten Effekte können durch 

seinen kompetitiven Antagonisten Interleukin,1 Rezeptorantagonist (IL,1ra) 

gehemmt werden. Dieser verhindert die Bindung von IL,1 an die 

IL,1 Rezeptoren und blockiert auf diese Weise den intrazellulären Signal,

weg, welcher die durch IL,1 ausgelösten Effekte vermittelt. In der vor,

liegenden Studie sollte die Frage geklärt werden, ob durch Verabreichung 

des IL,1 Rezeptorantagonisten der Ischämie, und Reperfusionsschaden der 

Niere begrenzt oder verhindert werden kann.  

Als Versuchstiere kamen 32 männliche Lewis,Ratten zur Anwendung. Bei 

ihnen wurde eine 45,minütige renale Ischämie durch Abklemmen der linken 

A. renalis induziert. Nach 24 Stunden bzw. 5 Tagen wurden die Nieren für 

die histologische und molekularbiologische Untersuchung entnommen.  

Zur Beurteilung des durch Ischämie und Reperfusion hervorgerufenen 

Gewebeschadens wurden HE, bzw. PAS,gefärbte histologische Präparate 

angefertigt. Durch die Behandlung mit IL,1ra zeigte sich hier eine deutliche 

Verminderung des renalen Gewebeschadens.  

Infiltrierende Makrophagen und T,Lymphozyten wurden immunhistologisch 

mittels der APAAP,Methode dargestellt. Bei den mit IL,1ra behandelten 

Tieren zeigte sich nach einer 5,tägigen Reperfusionszeit eine signifikante 

Verminderung der Infiltration durch die genannten Entzündungszellen. 

Daneben wurde mit Hilfe der semiquantitativen RT,PCR festgestellt, dass 

IL,1ra nach einer Reperfusionszeit von 24 Stunden auch die Expression des 

Adhäsionsmoleküls ICAM,1 reduziert. Ferner ließ sich sowohl 24 Stunden als 
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auch 5 Tage nach Auslösen der Ischämie eine Verminderung der Expression 

des Chemokins MCP,1 nachweisen. 

Apoptotische Tubuluszellen wurden durch einen TUNEL,Assay sichtbar ge,

macht. Durch die Verabreichung von IL,1ra ließ sich die Zahl apoptotischer 

Tubuluszellen bei einer Reperfusionszeit von 24 Stunden halbieren. Dies 

ging mit einer Verminderung des Verhältnisses der mRNA,Expression von 

Bax/ Bcl,2 in Richtung des antiapoptotisch wirksamen Bcl,2 einher. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten zeigen, dass die Behand,

lung mit rekombinantem IL,1ra den renalen Ischämie,Reperfusionsschaden 

abschwächen kann. Die Infiltration durch Entzündungszellen sowie die Zahl 

apoptotischer Tubuluszellen wird durch Verabreichung von IL,1ra reduziert. 

Vermutlich wird die positive Wirkung von IL,1ra durch eine Verminderung 

der durch NF,κB regulierten Expression von MCP,1 und ICAM,1 sowie durch 

eine Abnahme des Verhältnisses der mRNA,Expression von Bax zu Bcl,2 

vermittelt. 

Eine Empfehlung für die klinische Anwendung von IL,1ra zur Prävention 

oder Therapie des renalen IR,Schadens kann jedoch erst nach Ergebnissen 

weiterführender Studien ausgesprochen werden. 
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ADP  Adenosindiphosphat 

AIF  apoptosis inducing factor 

AMP  Adenosinmonophosphat 

AP,1   activator protein 1 

APAAP  Alkalische Phosphatase Anti,Alkalische Phosphatase 

Apaf,1  apoptosis protease activation factor�1 

ATN  Akute Tubulusnekrose 

ATP   Adenosin,5´,Triphosphat  

Bax  Bcl�2�associated X protein 

bp  Basenpaar 

CCL2  Chemokine (C�C motif) ligand 2; entspricht MCP,1 

CCR2  CC chemokine receptor 2 

CD  Cluster of Differentiation 

COX,2 Cyclooxygenase,2 

dATP  Desoxyadenosin,Triphosphat 

dCTP  Desoxycytosin,Triphosphat 

DEPC  Diethylpyrocarbonat 

DGF  delayed graft function 

dGTP  Desoxyguanosin,Triphosphat 

DISC   death inducing signaling complex 

dNTPs  Desoxynukleotid,Triphosphate 

dTTP  Desoxythymidin,Triphosphat 

dUTP  Desoxyuridintriphosphat 
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Fas  FS7�associated cell surface antigen 

fv  field of view 

GAPDH Glycerinaldehyd,3,Phosphatdehydrogenase 

G,CSF  Granulocyte colony stimulating factor 

GM,CSF Granulocyte macrophage colony stimulating factor 

ICAM,1 Interzelluläres Adhäsionsmolekül 1 

IFN,γ  Interferon, γ 

IL  Interleukin 

IL,1ra  Interleukin,1 Rezeptorantagonist  

IL,1RAcP  IL�1 receptor accessory protein 

IL,1Rrp IL�1 receptor related protein 

ICE   IL�1β�converting�enzyme 

icIL,1Ra Intrazellulärer Interleukin,1 Rezeptor Antagonist 

iNOS  Induzierbare NO,Synthase 

IOD   Integrierte Optische Dichte 

IR  Ischämie/ Reperfusion 

LFA,1  Leukozyten,Funktions,assoziiertes Antigen,1 

MCP,1 monocyte chemoattractant protein�1 

NF,κB  Nuklear Faktor Kappa B 

NO  Stickstoffmonoxid 

OD  Optische Dichte  

PAF  Plättchenaktivierender Faktor 

PBS  Phosphate buffered saline (phosphatgepufferte    

  Kochsalzlösung) 

PECAM,1  platelet endothelial cell adhesion molecule�1 

PGSL,1 P,Selektin Glykoprotein Ligand,1  
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PLA2  Phospholipase A2 

ROI   Reaktive Sauerstoffintermediate 

RT  Reverse Transkription 

SEM  Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean) 

sIL,1Ra Löslicher IL,1 Rezeptorantagonist 

TBS  Tris buffer saline (Tris,Puffer) 

TdT  Terminale Deoxynukleotidyltransferase 

TIR   Toll,/ IL,1,Rezeptor 

TGF,β1 Transforming Growth Factor�β1 

TNF,α  Tumor,Nekrose,Faktor,α 

TNF,R1 Tumor,Nekrose,Faktor Rezeptor Typ 1 

TUNEL erminal deoxynucleotidyl transferase�mediated d�TP   

  �ick 	nd��abeling 

VCAM,1  vascular cell adhesion molecule�1 

VEH/ Veh Vehikel 
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