
 

 

 

 

 

 

 

 

Bedeutung des intrarenalen Renin-Angiotensin-Systems  

für die Entwicklung der chronischen Nierenkrankheit 
 

 

 

 

 

 

I N A U G U R A L D I S S E R T A T I O N 

 

 

 

 

 

zur 

 

Erlangung des akademischen Grades eines 

Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.) 

 

der 

 

Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät  

 

der  

 

Universität Greifswald  

 

 

 

 

 

 

 

 

vorgelegt von 

 

Annett Juretzko 

 

 

 

 

 

Greifswald, 09.11.2020  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:   Prof. Dr. Gerald Kerth 

 

 

1. Gutachter:  Prof. Dr. Rainer Rettig 

 

2. Gutachter:  Prof. Dr. Hayo Castrop 

 

 

Tag der Promotion:  22.03.2021 

 



 

 

 

 

 

Meiner Oma 

Luise Juretzko 

(*27.01.1935  †19.09.2020) 

 

  



 



I 

 

Inhaltsverzeichnis 

Zusammenfassung ....................................................................................... 1 

1 Einleitung ............................................................................................... 3 

1.1 Chronische Nierenkrankheit ............................................................................... 3 

1.2 Aristolochiasäure-Nephropathie ........................................................................ 4 

 Epidemiologie ............................................................................................. 4 

 Klinik .......................................................................................................... 5 

 Metabolismus und molekularer Mechanismus ........................................... 6 

1.3 Renales Renin-Angiotensin-System................................................................. 11 

 Klassisches Renin-Angiotensin-System ................................................... 12 

 Alternatives Renin-Angiotensin-System .................................................. 13 

1.4 Renale Ausscheidung von Angiotensinogen und Renin bei chronischer 

Nierenkrankheit ................................................................................................ 17 

1.5 Ziele der Arbeit ................................................................................................ 21 

2 Material und Methoden ...................................................................... 22 

2.1 Versuchstiere .................................................................................................... 22 

 Stammbeschreibung .................................................................................. 22 

 Haltung ...................................................................................................... 24 

2.2 Induktion eines chronischen Nierenschadens .................................................. 24 

 Modelletablierung ..................................................................................... 24 

 Nachweis eines chronischen Nierenschadens ........................................... 27 

2.3 Studiendesign ................................................................................................... 27 

 Versuchsreihe I – Schutz vor einem chronischen Nierenschaden ............ 27 

 Versuchsreihe II – renale Angiotensinogen- und Renin-Ausscheidung als 

Biomarker eines chronischen Nierenschadens ......................................... 28 

  



II 

 

2.4 Operative Eingriffe ........................................................................................... 29 

 Instrumentierung zur Bestimmung der Inulin-Clearance .......................... 29 

 Probengewinnung zur Bestimmung der Inulin-Clearance und für weitere 

Untersuchungen ......................................................................................... 33 

2.5 Molekularbiologische und biochemische Methoden ........................................ 34 

 DNA-Isolierung, Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle ..... 34 

 RNA-Isolierung, Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle ..... 34 

 Reverse Transkription (cDNA-Synthese) ................................................. 36 

 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion ................................... 37 

 Agarosegel-Elektrophorese ....................................................................... 41 

 Proteinaufarbeitung und Konzentrationsbestimmung ............................... 41 

 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis ................. 42 

 Western Blot .............................................................................................. 43 

 Serum- und Gewebe-ACE- bzw. -ACE2-Aktivität ................................... 46 

 solid-phase Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay .................. 48 

 Urin- und Serum- bzw. Plasma-Inulin-Konzentration .............................. 51 

2.6 Histologie.......................................................................................................... 52 

 Hämatoxylin-Eosin-Färbung ..................................................................... 52 

 Masson-Goldner-Trichrom-Färbung ......................................................... 53 

 Periodic acid-Schiff reaction .................................................................... 54 

2.7 Statistik ............................................................................................................. 55 

 Stammbeschreibung und Modelletablierung ............................................. 55 

 Versuchsreihe I .......................................................................................... 55 

 Versuchsreihe II ........................................................................................ 55 

  



III 

 

3 Ergebnisse ............................................................................................ 57 

3.1 Stammbeschreibung ......................................................................................... 57 

 Genotypisierung und Angiotensin-I-Konversionsenzym-Expression ...... 57 

 Nierenmorphologie bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen ............................. 60 

 Hepatische und renale Angiotensinogen-Gehalte ..................................... 62 

 Renale Renin-Gehalte ............................................................................... 63 

3.2 Induktion eines chronischen Nierenschadens .................................................. 64 

3.3 Versuchsreihe I ................................................................................................. 67 

 Nierenmorphologie ................................................................................... 67 

 Nierenfunktion bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen nach Aristolochiasäure-

I-Behandlung ............................................................................................ 70 

 Renale Angiotensinogen-Gehalte nach Aristolochiasäure-I-Behandlung 71 

 Renale Renin-Gehalte nach Aristolochiasäure-I-Behandlung .................. 72 

 Renale Angiotensin-I-Konversionsenzym-Gehalte nach Aristolochiasäure-

I-Behandlung ............................................................................................ 73 

 Renale Angiotensin-I-Konversionsenzym-2-Gehalte nach 

Aristolochiasäure-I-Behandlung ............................................................... 75 

 Renale Angiotensin-(1-7)-Konzentration nach Aristolochiasäure-I-

Behandlung ............................................................................................... 77 

 Renale Mas-Rezeptor-Gehalte nach Aristolochiasäure-I-Behandlung ..... 78 

3.4 Versuchsreihe II ............................................................................................... 79 

 Nierenmorphologie ................................................................................... 79 

 Überprüfung der Nierenfunktion .............................................................. 81 

 Renale Albumin-Ausscheidung ................................................................ 81 

 Renale Angiotensinogen-Ausscheidung ................................................... 83 

 Renale Renin-Ausscheidung ..................................................................... 88 

  



IV 

 

4 Diskussion ............................................................................................ 91 

4.1 Stammbeschreibung.......................................................................................... 91 

4.2 Modelletablierung ............................................................................................. 93 

4.3 Versuchsreihe I ................................................................................................. 95 

4.4 Versuchsreihe II .............................................................................................. 101 

 Nierenmorphologie und Nierenfunktion ................................................. 101 

 Renale Albumin-Ausscheidung ............................................................... 102 

 Renale Angiotensinogen-Ausscheidung ................................................. 103 

 Renale Renin-Ausscheidung ................................................................... 108 

4.5 Schlussfolgerungen ......................................................................................... 111 

5 Literatur ............................................................................................. 113 

6 Anhang ............................................................................................... 127 

6.1 Abkürzungsverzeichnis .................................................................................. 127 

6.2 Geräte und Chemikalien ................................................................................. 130 

6.3 Western Blot – Gesamtprotein- und Chemilumineszenz-Aufnahmen ........... 139 

 Stammbeschreibung ................................................................................ 139 

 Versuchsreihe I ........................................................................................ 142 

 Versuchsreihe II ...................................................................................... 144 

PUBLIKATIONEN ........................................................................................ 145 

DANKSAGUNG ............................................................................................ 148 

 

 

 



1 

 

Zusammenfassung 

Die chronische Nierenkrankheit (CKD) gehört neben Diabetes mellitus und Hypertonie 

zu den Weltgesundheitsproblemen. Aufgrund der Vielzahl von Ursachen, die zu einer 

CKD führen können, gibt es nur wenige gezielte Therapiemaßnahmen, die vor allem auf 

Veränderungen des Lebensstils der Patienten oder die Behandlung von Vor- oder Folge-

erkrankungen abzielen. Um gezielter eine CKD behandeln zu können, ist es essentiell die 

genauen molekularen Mechanismen, die an der Entwicklung einer CKD beteiligt sind, zu 

identifizieren. Das intrarenale Renin-Angiotensin-System (RAS) ist eines der Systeme, 

die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer CKD spielen. Aus diesem Grund wurde 

in der vorliegenden Arbeit die Bedeutung des intrarenalen RAS für die Entwicklung der 

CKD in zwei, voneinander unabhängigen, Versuchsreihen untersucht.  

In der Versuchsreihe I wurden genetisch veränderte Mäuse (ACE-/--Mäuse) verwendet, 

die eine verminderte renale Angiotensin-I-Konversionsenzym (ACE)-Expression haben. 

Bei diesen Mäusen steht die Transkription des ACE-Gens unter der Kontrolle des 

Albumin-Promotors, so dass ACE bei ACE-/--Mäusen vor allem in der Leber exprimiert 

wird. Vor dem Hintergrund, dass das renale RAS bei einer CKD aktiviert ist und die 

genetische Veränderung der ACE-/--Mäuse einen Bestandteil des RAS betrifft, wurde in 

Versuchsreihe I untersucht, ob ACE-/--Mäuse vor einem experimentell-induzierten 

chronischen Nierenschaden geschützt sind. Weiterhin wurde untersucht, ob an einem 

möglichen Schutz die alternative renoprotektive ACE2/Angiotensin (1-7)/Mas-Rezeptor-

Achse beteiligt ist. 

Die Daten einer klinischen Studie unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass sowohl die renale 

Angiotensinogen- als auch die renale Renin-Ausscheidung als potenzielle Biomarker 

einer CKD in Frage kommen. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde in 

Versuchsreihe II untersucht, ob die renale Angiotensinogen- bzw. die renale Renin-

Ausscheidung auch als potenzielle Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines 

experimentell induzierten, chronischen Nierenschadens geeignet sind. In dieser 

Versuchsreihe wurden nur Wildtyp-Mäuse verwendet, die über einen Zeitraum von 

13 Wochen untersucht wurden. 
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Der chronische Nierenschaden wurde bei den Mäusen beider Versuchsreihen mittels 

Aristolochiasäure I (AAI), 3 mg/kg Körpergewicht, i.p. an jedem 3. Tag für sechs 

Wochen und einer sich anschließenden behandlungsfreien Phase von weiteren sechs bis 

sieben Wochen induziert. Am Ende des Beobachtungszeitraums wurden die Nieren 

makroskopisch sowie mikroskopisch begutachtet, die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) 

mittels Inulin-Clearance als Maß für die Nierenfunktion bestimmt und weitere 

molekularbiologische und biochemische Untersuchungen durchgeführt.  

In Versuchsreihe I führte AAI nur bei Wildtyp-Mäusen zu einer statistisch signifikanten 

Abnahme der GFR, jedoch nicht bei ACE-/--Mäusen. Die renalen ACE2- und Mas-

Rezeptor-Protein-Gehalte nahmen zwar bei beiden Mausstämmen unter AAI ab, 

allerdings waren beide Parameter unter basalen Bedingungen bei ACE-/--Mäusen 

statistisch signifikant höher als bei Wildtyp-Mäusen. Gleichzeitig führte AAI bei  

ACE-/--Mäusen zu einem Anstieg der renalen Angiotensin-(1-7)-Konzentration, nicht 

jedoch bei Wildtyp-Mäusen. Die Ergebnisse der Versuchsreihe I zeigen zum ersten Mal, 

dass genetisch veränderte ACE-/--Mäuse vor einem AAI-induzierten, chronischen 

Nierenschaden geschützt sind. Dieser Schutz könnte auf eine basal höhere renale ACE2- 

und Mas-Rezeptor-Expression sowie auf die Zunahme der renalen Angiotensin-(1-7)-

Konzentration unter AAI und somit eine Aktivierung der renoprotektiven 

ACE2/Angiotensin (1-7)/Mas-Rezeptor-Achse zurückzuführen sein. 

In Versuchsreihe II nahm die renale Angiotensinogen-Ausscheidung während der 

Behandlungsphase unter AAI zu und während der sich anschließenden behandlungsfreien 

Phase ab. Sie blieb jedoch während des gesamten Versuchszeitraums statistisch 

signifikant höher als in der Kontrollgruppe. Die renale Renin-Ausscheidung nahm 

ebenfalls unter AAI, allerdings auch in der Kontrollgruppe, während der 

Behandlungsphase zu und nahm während der behandlungsfreien Phase ab. Die Befunde 

der Versuchsreihe II lassen zwar keine abschließenden Aussagen zur Eignung der renalen 

Renin-Ausscheidung als Biomarker zu, allerdings sind die Ergebnisse zur renalen 

Angiotensinogen-Ausscheidung vielversprechend. Die Daten zeigen, dass die renale 

Angiotensinogen-Ausscheidung als Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines AAI-

induzierten, chronischen Nierenschadens bei Mäusen geeignet ist und dass das unter 

diesen Bedingungen mit dem Harn ausgeschiedene Angiotensinogen vermutlich 

überwiegend renalen Ursprungs ist. 
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1 Einleitung 

1.1 Chronische Nierenkrankheit 

Die chronische Nierenkrankheit (CKD = chronic kidney disease) gehört neben Herz-

Kreislauf-Erkrankungen und Diabetes mellitus zu den globalen Gesundheits- 

problemen1-3. Gemäß der Global Burden of Disease Studie4 stand die CKD 1990 noch 

auf Platz 17 und bereits 27 Jahre später auf Platz 12 der Liste der häufigsten 

Todesursachen. Inzidenz und Prävalenz der CKD variieren weltweit. Die mittlere globale 

Prävalenz wird jedoch auf 9,1 % (8–16 %) geschätzt2. Die amerikanische Nierenstiftung 

(NKF = National Kidney Foundation) legte 2002 in der Kidney Disease Outcomes 

Quality Initiative (K/DOQI)5
 erstmals einheitliche Kriterien zur Definition und 

Klassifikation der CKD fest und aktualisierte diese 20126. Eine CKD liegt demnach vor, 

wenn die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) unter 60 ml/min/1,73 m² abgesunken ist oder 

eine Albuminurie (Albumin, > 30 mg/g Kreatinin im Urin) nachgewiesen werden kann 

und die Funktionsstörung für mindestens drei Monate besteht. Die Klassifizierung der 

CKD erfolgt seit der Aktualisierung durch die K/DOQI in GFR- und Albuminurie-

Kategorien. Um die Therapie der Patienten individueller und effizienter zu gestalten 

wurde in der 2019 aktualisierten International Classification of Diseases (ICD)-11I die 

Grunderkrankung bei der Klassifizierung mit einbezogen. Mit dieser wurde die 

Klassifizierung basierend auf der Grunderkrankung, der GFR- und Albuminurie-

Kategorie (CGA = Cause, GFR, Albuminurie) vollständig von der NKF übernommen6,7. 

Es gibt nur wenige gezielte Therapiemaßnahmen für eine CKD, da es eine Vielzahl von 

Ursachen gibt, die zur Entwicklung der Erkrankung führen können. Darunter fallen 

Erkrankungen, die die Nieren primär schädigen, wie die Minimal Change Disease, 

membranöse Nephropathien, Infektionen des Urogenitaltraktes und renale Dysplasie. 

Aber auch systemische Erkrankungen können zu einer CKD führen, wie Auto-Immun-

Erkrankungen, systemische Infektionen, Atherosklerose und am häufigsten Diabetes 

mellitus und Hypertonie8,9.  

  

                                                 

I International Classification of Diseases for Mortality and Morbidity Statistics, ICD-11 MMS, World 

Health Organization 
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Die wenigen vorhandenen Therapiemaßnahmen zielen vor allem auf eine Veränderung 

des Lebensstils der Patienten oder die Behandlung von Vor- und oder 

Folgeerkrankungen9 ab. Patienten, deren GFR sehr stark eingeschränkt ist  

(5–10 ml/min/1,73 m²), sind in der Regel auf eine Nierenersatztherapie, wie Dialyse oder 

Nierentransplantation angewiesen9. Um eine Therapie gezielter entwickeln und 

anwenden zu können, müssen die Ursachen, die zu einer CKD führen auf molekularer 

Ebene besser bekannt sein.  

Eine relativ gut beschriebene Form der CKD ist die Aristolochiasäure-Nephropathie 

(AAN = Aristolochic Acid Nephropathy), die zu tubulointerstitiellen Schäden führt. 

Obwohl es bereits viele Ansätze für geeignete Therapiemaßnahmen gibt und einige 

Parameter identifiziert wurden, die eine AAN möglicherweise verbessern könnten10-16, 

sind die genauen molekularen Mechanismen, die zur Entwicklung einer AAN führen 

noch nicht vollständig geklärt. 

 

1.2 Aristolochiasäure-Nephropathie 

 Epidemiologie 

In den 1990er Jahren wurde in Belgien von einer schnell voranschreitenden 

tubulointerstitiellen Nephritis berichtet17. Sehr schnell konnte ein Zusammenhang zu 

Diät-Pillen hergestellt werden, die traditionelle pflanzliche Inhaltsstoffe aus China 

enthielten18. Aus diesem Grund wurde die Erkrankung zunächst als Chinese Herb 

Nephropathy (CHN) bezeichnet. Als man die Aristolochiasäure (AA) I (siehe 1.2.3) als 

den toxischen Inhaltsstoff identifizierte, änderte man den Namen der Krankheit in 

Aristolochiasäure-Nephropathie19. Bald konnten Parallelen zur sogenannten Balkan 

Endemic Nephropathy (BEN) gezogen werden, die in den 1950er Jahren unter anderem 

in Serbien, Kroatien und Rumänien auftrat. Hier war der Verzehr von mit AAI-

kontaminiertem Mehl die Ursache für eine Anhäufung von Fällen langsam 

voranschreitender Nierenerkrankungen. Im Gegensatz zur AAN, die eine akute Form der 

Nephropathie darstellt und durch höhere Dosen der AAI ausgelöst wird, wird die BEN 

durch geringere Dosen der AAI induziert und kann durch bestimmte Umweltfaktoren, 

z.B. kontaminierte Lebensmittel, ausgelöst werden. 
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Nachdem die Fälle in Belgien bekannt wurden, konnten weitere Fälle von 

Nierenerkrankungen unter anderem in Spanien, Japan, Frankreich, Deutschland, China, 

Korea und Australien mit der Aufnahme von AA in Zusammenhang gebracht werden. 

Diesmal war AA Bestandteil pflanzlicher Arzneimittel gegen Ekzeme und zur 

Schmerzlinderung20,21. Die Verwendung und der Verkauf von Arzneimitteln, die AA 

enthalten, wurden daraufhin überwiegend verboten. 

Bei der Entwicklung einer CKD spielt AA trotzdem weiterhin eine wichtige Rolle.  

AA-induzierte Nierenerkrankungen treten nicht nur in der Bevölkerung der Balkan-

halbinsel durch den Verzehr kontaminierter Lebensmittel auf, sondern auch in China, 

Taiwan und Südkorea, in denen die Verwendung traditioneller chinesischer Medizin tief 

verwurzelt ist22. In der vorliegenden Arbeit wurde daher der AAI-induzierte chronische 

Nierenschaden untersucht. 

 

 Klinik 

Die Nieren von AAN-Patienten sind häufig verkleinert, asymmetrisch und haben einen 

unregelmäßigen kortikalen Umriss. Bei einer AAN zeigen die Betroffenen progressive 

interstitielle renale Fibrosen mit Verlust der Tubuli vor allem im Bereich des äußeren 

Cortex. Die Glomeruli sind allerdings nicht betroffen. Faltenbildung der Basalmembran 

und eine milde Erweiterung der Kapillaren können dagegen auftreten17,18. Klinisch äußert 

sich eine AAN durch moderate Hypertonie, erhöhte Serum-Kreatinin-Konzentrationen, 

schwere Anämie, milde Proteinurie und Glykosurie. In einer klinischen Studie zeigten 

Nortier et al.23, dass eine verminderte renale Neprilysin (NEP)-Ausscheidung bei 

Patienten mit einer CHN auftrat, nicht jedoch bei Patienten mit einer glomerulären 

Erkrankung. NEP ist ein Enzym, welches im Bürstensaumepithel des proximalen Tubulus 

exprimiert wird. Bei tubulointerstitiellen Schäden, wie sie bei einer CHN auftreten, 

könnte, nach Nortier et al.23, die Abnahme der renalen NEP-Ausscheidung den Verlauf 

der Erkrankung widerspiegeln. 
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Die klinischen Zeichen und Symptome der BEN sind eher unspezifisch und können 

Jahrzehnte bestehen, ehe es zu einer Abnahme der Nierenfunktion kommt16,24-26. Die 

Nieren von BEN-Patienten sind, wie auch bei AAN-Patienten, verkleinert. Histologisch 

äußert sich die BEN durch tubuläre Atrophie mit starker hypozellulärer Fibrose. Die BEN 

ist außerdem mit urothelialen Karzinomen im oberen Urogenitaltrakt (Upper Urothelial 

Cancer) assoziiert, welche die häufigste Todesursache bei BEN-Patienten ist27. 

 

 Metabolismus und molekularer Mechanismus 

Welche genauen molekularen Mechanismen hinter der Wirkung der AA stecken ist noch 

nicht vollständig geklärt. Sowohl die Nephrotoxizität als auch die Karzinogenität der AA 

scheinen jedoch induzierbare Prozesse zu sein. Bei der Aufnahme von AA-haltigen 

Lebensmitteln oder Diät-Pillen wird immer ein Gemisch aus AAI und AAII, die sich nur 

durch eine Methoxygruppe unterscheiden, aufgenommen (Abbildung 1). Allerdings 

scheint nur die AAI nephrotoxisch zu wirken, nicht jedoch die AAII28. Nach oraler 

Aufnahme wird AAI im Gastrointestinaltrakt absorbiert und über den Blutkreislauf zu 

den unterschiedlichen Organen und Geweben, z.B. der Blase, dem Darm, der Leber, der 

Lunge, der Milz und der Niere gebracht. AAI wird an Albumin (AAI-Alb) gebunden im 

Plasma transportiert29. 

 

Aristolochiasäure I Aristolochiasäure II 

  

Abbildung 1: Strukturformeln von Aristolochiasäure I und Aristolochiasäure II16. 
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Aufgrund der hohen molekularen Masse von Albumin (66 kDa) kann AAI-Alb in der 

Niere nur in geringen Mengen glomerulär filtriert werden29-31. Über das peritubuläre 

Kapillarnetz gelangt AAI-Alb an die basolaterale Membran der proximalen Tubulus-

epithelzellen (PTEC = proximal tubular epithelial cell). AAI wird in die PTECs 

aufgenommen, dort metabolisiert und apikal aus den Zellen in die Tubulusflüssigkeit 

ausgeschleust. An der basolateralen Membran der PTECs werden organische Anionen-

Transporter (OAT) exprimiert, die kleine, wasserlösliche Substrate (< 400–500 Da) 

binden und über die Membran in die Zelle transportieren32-34. AAI löst sich vom Albumin 

und kann als Ligand an OATs binden und so in die PTECs transportiert werden 

(Abbildung 2). 

 

 

Abbildung 2: Aristolochiasäure-I-Transport in die proximale Tubulusepithelzelle und 

in das Tubuluslumen. (modifziert nach Jadot et al., Int. J. Mol. Sci. 201716) AAI = Aristolochiasäure I, 

PTEC = proximal tubular epithelial cell, OAT = organischer Anionen-Transporter 

 

Intrazellulär wird AAI durch Nitroreduktion zu N-Hydroxyaristolactam I umge-

wandelt35-37. N-Hydroxyaristolactam I wird in ein Aristolactam-Nitrenium-Ion um-

gewandelt38-40. Das Aristolactam-Nitrenium-Ion kann an Desoxyribonukleinsäure (DNA) 

und Ribonukleinsäure (RNA) binden und DNA- bzw. RNA-Addukte (AA-DNA bzw. 

AA-RNA) bilden (Abbildung 3). Das stabilste Addukt ist das 7-(Deoxyadenosin-N6-yl)-

Aristolactam I, das am häufigsten in der Niere und Blase vorkommt41-43. 
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Abbildung 3: Metabolische Aktivierung von Aristolochiasäure I und DNA-Addukt-

Bildung. (modifiziert nach Jadot et al., Int. J. Mol. Sci. 201716) 

 

Apikal verlassen die Addukte die PTECs wiederum über OATs, gelangen so in das 

Tubuluslumen und können über den Urin ausgeschieden werden44-51. Basolateral konnte 

man OAT1 und OAT3 als Transportproteine identifizieren und apikal OAT4. AAI 

akkumuliert in den PTECs, da die OAT-Isoformen, die basolateral exprimiert werden 

(OAT1/3) eine höhere Affinität zu AAI haben, als die Isoform, die apikal exprimiert wird 

(OAT4) (Abbildung 2). Daher wird mehr AAI in die Zelle hinein als zur selben Zeit 

heraustransportiert52. 

Wie genau die zytotoxischen Effekte der AAI vermittelt werden und zum Zelluntergang 

bzw. zur Fibrose führen, ist noch nicht vollständig geklärt. Experimentelle in vitro53-55 

und in vivo Studien56,57 zeigen, dass AAI zu einer vermehrten Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS = reacitve oxygen species) und zu oxidativem Stress führt.  

Yu et al.54 untersuchten die Wirkung von AAI auf humane Nierenzellen und zeigten, dass 

AAI-induzierter, oxidativer Stress in diesen Zellen zu DNA-Schäden führte. Nach  

Yu et al.54 spielten dabei die Aktivierung des mitogen-activated protein kinase 

kinase/extracellular signal-regulated kinases 1/2 (MAPKK/ERK1/2)-Signalwegs und 

eine niedrigere intrazelluläre Konzentration einiger Antioxidantien, wie Glutathion und 

N-Acetyl-L-Cystein, eine wichtige Rolle.  
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In einer experimentellen Studie von Romanov et al.56 wurden renale Epithelzellen mit 

AAI behandelt. AAI führte bei diesen Zellen zu einem Zellzyklus-Arrest in der Phase 

G2/M und zu einer Aktivierung der p38-mitogen-activated protein kinase (MAPK), die 

an der Regulation der Apoptose beteiligt ist56.  

In humanen Nierenzellen und Podozyten, die mit AAI behandelt wurden, konnte 

zusätzlich eine Schädigung der Mitochondrien gezeigt werden. AAI führte zu einer 

niedrigeren intrazellulären ATP-Konzentration, einer Depolarisation der Mitochondrien-

membran und einer erhöhten Caspase-3-Aktivität53,55. In einer experimentellen Studie 

von Pozdzick et al.57 wurden diese Befunde bestätigt. Bei Ratten, die mit AAI behandelt 

wurden, zeigten Pozdzick et al.57 eine fehlerhafte Aktivierung antioxidativer Enzyme und 

eine Schädigung der Mitochondrien, was beides zu tubulären Schäden führte  

(Abbildung 4). 

Weitere in vitro Studien58,59 zeigten, dass AAI nicht nur mit einer vermehrten Bildung 

von ROS assoziiert ist, sondern auch Apoptose induziert. Sowohl in Endothelzellen aus 

menschlichen Nabelschnurvenen (human umbilical vein endothelial cells) als auch in 

murinen PTECs führte AAI zur Hemmung des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/Akt-

Signalwegs, der an der Regulation des Zellzyklus beteiligt ist. Gleichzeitig konnte eine 

Hemmung anti-apoptotischer Proteine bzw. eine Aktivierung pro-apoptotischer Proteine 

gezeigt werden11,58,59. Zhou et al.11 fanden, dass AAI in Tubulusepithelzellen zur 

Dephosphorylierung von signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) 

führte und eine erhöhte Expression von p53, einem Protein, das an der Regulation des 

Zellzyklus beteiligt ist (Abbildung 4), induzierte. 

 



10 

 

 

Abbildung 4: Aristolochiasäure-I-vermittelte Signaltransduktion in proximalen 

Tubulusepithelzellen. (modifziert nach Anger et al., Int. J. Mol. Sci. 202015) AAI = Aristolochiasäure I, 

MAPK = mitogen-activated protein kinase, MAPKK/ERK1/2 = mitogen-activated protein kinase 

kinase/extracellular signal-regulated kinases 1/2, OAT = organischer Anionen-Transporter, PI3K = 

Phosphoinositid-3-Kinase, ROS = reactive oxygen species, STAT3 = signal transducer and activator of 

transcription 3 

 

Experimentelle Studien10,60, die sich mit den an der Entwicklung der AAN beteiligten 

Mechanismen beschäftigten, konnten zeigen, dass es nach einer akuten Phase der 

Erkrankung zur Fibrose kommt. Zouh et al.10 fanden, dass bei Mäusen, die mit AAI 

behandelt wurden, sowohl der transforming growth factor (TGF)-β/mothers against 

decapentaplegic homolog (Smad) 3-Signalweg als auch der c-Jun N-terminal kinase 

(JNK)/MAPK-Signalweg aktiviert waren. Beide Signalkaskaden sind in die Regulation 

von Zellwachstum, Zelldifferenzierung und Apoptose involviert. Li et al.60 zeigten bei 

Mäusen, dass AAI-Behandlung zu interstitieller Fibrose führte und dass diese mit einer 

erhöhten TGF-β-Expression assoziiert war (Abbildung 5).  

In einer weiteren Studie61 an Ratten, konnte außerdem gezeigt werden, dass die 

Hemmung des TGF-β-Signalwegs zu einer weniger stark ausgeprägten Nierenschädigung 

führte. 
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Abbildung 5: Signaltransduktion bei Aristolochiasäure-I-induzierter Fibrose.  
AAI = Aristolochiasäure I, Smad = mothers against decapentaplegic homolog, TGF = transforming  

growth factor 
 

Einige der Signalkaskaden, die durch AAI aktiviert bzw. gehemmt werden, werden 

ebenfalls durch das renale Renin-Angiotensin-System (RAS) moduliert (siehe 1.3.2). 

Eine Reihe von klinischen62-66
 und tierexperimentellen Studien67-69 weist darauf hin, dass 

neben dem systemischen vor allem das renale RAS eine wichtige Rolle bei der Entwicklung 

einer CKD spielt. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der Fokus auf das 

renale RAS (siehe 1.3) bei einem AAI-induzierten chronischen Nierenschaden gelegt. 

 

1.3 Renales Renin-Angiotensin-System 

Das systemische RAS ist maßgeblich an der Regulation der Nierenfunktion, des 

arteriellen Blutdrucks und des Salz-Wasser-Haushalts beteiligt70,71. Neben dem 

systemischen RAS wurden in mehreren Organen lokale RAS identifiziert72. Darunter das 

renale RAS66,69,73-82, welches durch proinflammatorische, profibrotische und 

atherosklerotische Effekte die Entwicklung einer CKD fördert63,65,68,83-85. Diese Effekte 

werden vor allem durch die Angiotensin-I-Konversionsenzym (ACE = Angiotensin I-

Converting Enzyme)/Angiotensin (Ang) II/Ang-II-Typ-1-Rezeptor (AT1R)-Achse, die 

auch als klassische RAS-Achse bezeichnet wird, vermittelt. 
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 Klassisches Renin-Angiotensin-System 

Wie zahlreiche Studien66,69,73-82 belegen, sind in der Niere alle Bestandteile der 

klassischen RAS-Achse vorhanden. Angiotensinogen (AGT) wird in den PTECs gebildet 

und von dort in die Tubulusflüssigkeit sezerniert. Sowohl intrazellulär als auch 

intratubulär wird durch Renin, welches von den Hauptzellen des Sammelrohrs sezerniert 

wird, Ang I von AGT abgespalten. Durch enzymatische Hydrolyse mit Hilfe von ACE, 

welches in der Membran des Bürstensaumepithels des proximalen Tubulus nachgewiesen 

wurde, wird Ang II von Ang I abgespalten (Abbildung 6 und Abbildung 7). ACE ist eine 

Zinkmetallopeptidase, die sowohl als Peptidyl-Dipeptidase als auch als Endopeptidase 

wirken kann86-88. 

 

 

Abbildung 6: Renales Renin-Angiotensin-System. ACE = Angiotensin-I-Konversionsenzym, 

AGT = Angiotensinogen, Ang = Angiotensin, CD = Sammelrohr, DT = distaler Tubulus,  

PC = Hauptzelle, PT = proximaler Tubulus, PTEC = proximal tubular epthelial cell, VA = Vas afferenz, 

VE = Vas efferenz 

 

ACE ist ein wichtiges Schlüsselenzym des RAS. Die Bedeutung als lokales, renales ACE 

für die Entwicklung einer CKD wurde in dieser Arbeit untersucht. Dazu wurden genetisch 

veränderte Mäuse (C57BL/6J-tm(ACE3/3)-Mäuse = ACE-/--Mäuse)89-91, die eine 

verminderte renale ACE-Expression aufweisen, verwendet. Gemäß der Literatur89-91 

zeigen diese Tiere in der Leber eine ACE-Überexpression, in anderen Organen wie der 

Lunge, dem Herzen oder der Niere jedoch eine verminderte bzw. gar keine ACE-

Expression.  
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Gonzalez-Villalobos et al.92,93 zeigten in zwei Studien an ACE-/--Mäusen, dass diese Tiere 

vor einer experimentell induzierten Hypertonie geschützt sind. In einer 2013 

durchgeführten Studie92 wurde ACE-/--Mäusen Ang II über eine osmotische Minipumpe 

infundiert. In einer zweiten 2014 durchgeführten Studie93 wurden ACE-/--Mäuse mit dem  

NO-Synthasehemmer Nω-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid (L-NAME) 

behandelt. Der systolische Blutdruck wurde in beiden Studien92,93 mittels tail-cuff-

Plethysmografie gemessen und war sowohl unter Ang-II- als auch unter L-NAME-

Behandlung bei ACE-/--Mäusen statistisch signifikant niedriger als bei den jeweiligen 

Wildtyp-Kontrollen. Nach Meinung von Gonzalez-Villalobos et al.92 ist eine verminderte 

renale Ang-II-Bildung Ursache für den Schutz vor diesen experimentell induzierten 

Hypertonieformen. ACE wandelt das Dekapeptid Ang I durch Abspaltung zweier 

Aminosäuren in das Oktapeptid Ang II um, welches das klassische Effektorpeptid des 

RAS ist und seine Wirkungen über die Stimulation spezifischer Rezeptoren vermittelt, 

vor allem über AT1R. Aktivierung des AT1R führt zu einer vermehrten renalen Wasser- 

und Natrium-Rückresorption und zu einem erhöhten Blutdruck. Wenn bei ACE-/--Mäusen 

weniger renales Ang II aufgrund einer verminderten renalen ACE-Expression gebildet 

wird, wird gemäß Gonzalez-Villalobos et al.92 der AT1R-Signalweg weniger stimuliert, 

die Wasser- und Natrium-Rückresorption gehemmt und der Blutdruck stabilisiert. 

Vor dem Hintergrund, dass eine verstärkte Aktivierung des renalen RAS eine wichtige 

Rolle bei der Entwicklung einer CKD spielt, könnte die verminderte, renale ACE-

Expression und die damit einhergehende verminderte Aktivierung des AT1R bei  

ACE-/--Mäusen, diese Tiere vor der Entwicklung eines AAI-induzierten chronischen 

Nierenschadens schützen. 

 

 Alternatives Renin-Angiotensin-System 

Als funktioneller Gegenspieler zur oben beschriebenen ACE/Ang II/AT1R-Achse wird 

häufig die ACE2/Ang(1-7)/Mas-Rezeptor (MasR)-Achse angesehen, die möglicherweise 

renoprotektive Effekte vermittelt94-101 (Abbildung 7). Dabei handelt es sich um einen 

alternativen Signalweg, über den eher gegenteilige Effekte im Vergleich zur klassischen 

RAS-Achse vermittelt werden. Unter dem Einfluss von ACE2 wird das Heptapeptid 

Ang(1-7) gebildet, welches als Ligand des MasR, diesen Rezeptor aktiviert102-104. 
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Abbildung 7: Klassisches und alternatives Renin-Angiotensin-System. 
ACE = Angiotensin-I-Konversionsenzym 

 

Tipnis et al.86 und Donoghue et al.87 fanden 2000, dass es neben ACE die 

Metallopeptidase ACE2 gibt. ACE2 wird überwiegend in der Niere in PTECs exprimiert 

und ist wie ACE apikal in der Bürstensaummembran des proximalen Tubulus lokalisiert. 

ACE2 ist ein integrales Typ 1 Membranprotein, das aus 805 Aminosäuren besteht. Es hat 

einen zytoplasmatischen C-Terminus, eine Transmembrandomäne, die das ACE2 in der 

Membran verankert und eine extrazelluläre N-Domäne mit einem katalytischen zink-

binding-Motiv (HEXXH)86,87. ACE2 wirkt im Gegensatz zu ACE als Carboxypeptidase. 

Daher unterscheiden sich die beiden Enzyme in ihrer Substratspezifität105. Das 

Hauptsubstrat von ACE2 ist Ang II87,106 von dem ACE2 Phenylalanin vom C-terminalen 

Ende abspalten kann, wodurch Ang(1-7) entsteht103,107-109. ACE2 hat außerdem eine ca. 

12x höhere katalytische Effizienz Ang II zu Ang(1-7) umzuwandeln, als ACE von Ang I 

das Ang II abzuspalten. Allerdings kann ACE2 auch von Ang I eine Aminosäure vom  

C-Terminus abspalten. Bei dieser Reaktion entsteht Ang(1-9), welches wiederum von 

anderen Enzymen, aber auch von ACE, zu Ang(1-7) umgewandelt werden kann87,106. 

ACE2 soll vor allem eine regulatorische Funktion für das RAS haben und ein 

Gleichgewicht zwischen Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren in der Niere 

schaffen105,110,111, indem es lokal das Verhältnis zwischen Ang II und Ang(1-7) reguliert. 

In experimentellen Studien112,113 waren sowohl die renale als auch die Plasma-Ang-II-

Konzentration bei ACE2-defizienten Mäusen höher als bei Wildtyp-Mäusen. Die  

Ang(1-7)-Konzentration war dagegen bei ACE2-defizienten Mäusen wesentlich geringer 

als bei Wildtyp-Mäusen, da nicht ausreichend ACE2 exprimiert wurde, um Ang II zu 

Ang(1-7) umzuwandeln.   
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Bei ACE-knockout-Mäusen fand man dagegen eine geringere Ang-II-Konzentration im 

Plasma als bei Wildtyp-Mäusen, aber eine unveränderte Ang-II-Konzentration im 

Gewebe, was darauf hindeutet, dass Ang II noch von anderen Enzymen gebildet werden 

kann und somit als Substrat für die Bildung von Ang(1-7) zur Verfügung stand114. In 

experimentellen Studien115,116 an Mäusen mit diabetischer Nephropathie führte eine 

ACE2-Hemmung bzw. ein ACE2-knockout zu einer Verschlechterung der bestehenden 

diabetischen Nephropathie im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollmäusen. 

Ang(1-7) wurde zunächst als reines Abbauprodukt und als Teil des 

Inaktivierungsmechanismus für Ang II gehalten117. Jetzt weiß man, dass Ang(1-7) 

weitere wichtige Signalwege aktivieren kann. Ang(1-7) bindet nicht wie Ang II an den 

AT1R, sondern ist ein Ligand des MasR102-104 und wirkt so vor allem 

vasodilatatorisch117,118. Der MasR wird in der Niere exprimiert und ist ein G-Protein-

gekoppelter Rezeptor119,120. Nach Bindung von Ang(1-7) an den MasR werden 

verschiedene Signalwege moduliert121,122 (Abbildung 8). MasR-Aktivierung führt zur 

Hemmung verschiedener MAP-Kinasen (ERK1/2, p38, JNK), die Proliferation, Fibrose 

und Umbau vermitteln (Abbildung 8). Die Aktivierung des MasR führt außerdem zur 

Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors forkhead-box O 1 (FOXO1) am Ser256. 

FOXO1 ist ein Tumorsuppressor und wird durch die Dephosphorylierung aktiviert122 

(Abbildung 8). Der TGF-β/nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated  

B cells (NFκB)-Signalweg, der bei der Inflammation und Fibrose eine wichtige Rolle 

spielt, wird ebenfalls gehemmt123-127. 
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Abbildung 8: Angiotensin (1-7)-vermittelte Singaltransduktionskaskade.  
Ang = Angiotensin, ERK1/2 = extracellular signal-regulated kinases 1/2, FOXO1 = Forkhead-Box O 1,  

JNK = c-Jun N-terminal kinase, MAPK = mitogen-activated protein kinase, MasR = Mas-Rezeptor,  

NFκB = nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, TGF = transforming growth factor, 

TGF-βR = TGF-β-Rezeptor 

 

In klinischen Studien128,129 wurde gezeigt, dass bei Patienten mit CKD und Hypertonie, 

die mit einem ACE-Inhibitor (ACEI) behandelt wurden, die Plasma-Ang(1-7)-

Konzentration anstieg. Experimentelle Studien130-133 zeigten außerdem, dass ACE-

Hemmung bei Ratten zu einem Anstieg der renalen ACE2-Aktivität führte und dass die 

Hemmung des AT1R einen Anstieg der renalen Ang(1-7)-Konzentration bewirkte117,118. 

Da die in Versuchsreihe I verwendeten ACE-/--Mäuse eine verminderte ACE-Expression 

haben89,91,92 und bereits gezeigt wurde, dass die ACE-Hemmung zu einem Anstieg der 

renalen ACE2-Aktivität führen kann117,118, besteht die Möglichkeit, dass die alternative 

renoprotektive RAS-Achse bei ACE-/--Mäusen aktiviert ist. 

Wie unter 1.2.3 beschrieben, moduliert AAI ebenfalls die MAP-Kinasen p38, ERK1/2 

und JNK und greift sowohl in den TGF-β- als auch in den NFκB-Signalweg ein. Aufgrund 

der Überschneidung dieser Signalwege, die durch die ACE2/Ang(1-7)/MasR-Achse und 

AAI in den PTECs aktiviert bzw. gehemmt werden, wurde in der vorliegenden Arbeit der 

Fokus auf die renoprotektive alternative RAS-Achse gelegt. 
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1.4 Renale Ausscheidung von Angiotensinogen und Renin bei chronischer 

Nierenkrankheit 

Nicht nur die Aufklärung der molekularen Mechanismen, die zu einer CKD führen ist 

von Bedeutung, um eine Therapie gezielter entwickeln oder anwenden zu können, 

sondern auch das frühzeitige Erkennen der Erkrankung. Aus diesem Grund wird im 

Rahmen der Früherkennung und Prävention der CKD nach neuen Biomarkern gesucht, 

die zusätzliche Informationen liefern und den Verlauf und/oder den Schweregrad der 

CKD widerspiegeln134. Derzeit findet die renale Albumin-Ausscheidung als Biomarker 

der CKD Anwendung. Diese ist jedoch durch ihre geringe Sensitivität nur bedingt 

geeignet. Da es, wie bereits oben beschrieben (siehe 1.3), starke Hinweise auf eine 

Beteiligung des renalen RAS an der Entwicklung der CKD gibt, wurde in einer von 

unserer Arbeitsgruppe 2017 durchgeführten klinischen Studie135 untersucht, ob die CKD 

mit einer erhöhten renalen AGT- oder Renin-Ausscheidung assoziiert ist und ob diese 

Parameter negativ mit der geschätzten GFR (eGFR, e = estimated) korrelieren. 

Es wurde eine Fall-Kontroll-Studie mit 177 CKD-Patienten und 177 nierengesunden 

Kontrollpersonen, die nach Alter und Geschlecht gematcht wurden und eine 

Korrelationsstudie, in die 460 Probanden eingeschlossen wurden, durchgeführt. Sowohl 

die renale AGT- als auch die renale Renin-Ausscheidung waren bei den CKD-Patienten 

gegenüber den nierengesunden Kontrollpersonen erhöht. Außerdem war die Plasma-

AGT-Konzentration bei den CKD-Patienten erniedrigt und die Plasma-Renin-

Konzentration erhöht. In der Korrelationsstudie korrelierten die renale AGT-

Ausscheidung und die renale Renin-Ausscheidung jeweils negativ mit der eGFR und 

positiv mit der renalen Albumin-Ausscheidung. Nach Adjustierung für die renale 

Albumin-Ausscheidung blieben die negativen Korrelationen zwischen der renalen AGT- 

bzw. der renalen Renin-Ausscheidung und der eGFR bestehen.  

Die Befunde unserer Studie135 unterstützen die Hypothese, dass sowohl die renale AGT-

Ausscheidung als auch die renale Renin-Ausscheidung geeignete Biomarker bei der CKD 

sein können. Beide Parameter waren unabhängig von der renalen Albumin-Ausscheidung 

bei eingeschränkter eGFR erhöht und liefern damit möglicherweise zusätzliche, 

Albuminurie-unabhängige Informationen zur Früherkennung und über den Verlauf der 

Erkrankung. 
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Die Befunde unserer Studie135 bestätigten außerdem die Ergebnisse weiterer klinischer 

Studien136-144, die erste Hinweise darauf gaben, dass sowohl die renale AGT- als auch die 

renale Renin-Ausscheidung als Biomarker einer CKD genutzt werden könnten. Da es mit 

der renalen Albumin-Ausscheidung bereits einen etablierten Biomarker für eine CKD9 

gibt, wurde in diesen klinischen Studien136,138,145, die sich mit der renalen AGT- bzw. 

Renin-Ausscheidung als potenziellen neuen Biomarkern beschäftigen untersucht, 

welchen Ursprung renal ausgeschiedenes AGT bzw. Renin haben. Albumin gelangt bei 

einem defekten glomerulären Filter vermehrt durch Filtration aus dem Plasma in den Urin. 

Gleiches gilt für AGT (50–60 kDa) und Renin (37 kDa), die eine geringere molekulare 

Masse als Albumin (66 kDa) haben. Da das renale RAS bei CKD aktiviert und das 

Tubulussystem häufig defekt ist, könnten AGT und Renin bei Vorliegen einer CKD 

möglicherweise auch auf andere Weise als durch glomeruläre Filtration, also über das 

Tubulussystem, in den Harn gelangen. Es ist daher denkbar, dass die renale AGT- bzw. 

Renin-Ausscheidung gegenüber der renalen Albumin-Ausscheidung zusätzliche 

Informationen über den Schweregrad und Verlauf der CKD liefern. Die bisher 

vorliegenden Befunde werden jedoch kontrovers diskutiert135,136,138,146,147. So fanden 

Mills et al.136, dass die renale Ausscheidung von AGT bei CKD-Patienten im Vergleich 

zu Kontrollpersonen, die keine Anzeichen einer CKD aufwiesen 

(eGFR > 60 ml/min/1,73 m² und keine bestehende Albuminurie), signifikant erhöht war. 

Sie zeigten außerdem, dass die renale AGT-Ausscheidung negativ mit der eGFR 

korrelierte. Gleichzeitig wurde festgestellt, dass die renale Ausscheidung von AGT nicht 

mit der renalen Ausscheidung von Albumin und auch nicht mit der Konzentration von 

AGT im Plasma korrelierte. Die zuletzt genannten Befunde deuten nach Meinung von 

Mills et al.136 darauf hin, dass renal ausgeschiedenes AGT eher renalen Ursprungs und 

nicht Folge einer vermehrten Filtration durch eine defekte glomeruläre Filtrationsbarriere 

ist. Mills et al.136 schließen aus ihren Befunden, dass die renale AGT-Ausscheidung 

möglicherweise ein zusätzlicher, von der renalen Albumin-Ausscheidung unabhängiger, 

Biomarker für die CKD ist. 
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Neben der Studie von Mills et al.136 und unserer Studie135 zur renalen Ausscheidung von 

AGT, haben van den Heuvel et al.138 untersucht, inwiefern die renale Ausscheidung 

verschiedener Komponenten des RAS dessen intrarenale Aktivität widerspiegeln. Für die 

Untersuchung wurden Diabetiker ausgewählt, da aus verschiedenen Studien148-150 

bekannt ist, dass Diabetes mellitus mit einer erhöhten renalen RAS-Aktivität assoziiert 

ist. Dies ist deshalb interessant, weil eine erhöhte RAS-Aktivität zur Entwicklung einer 

CKD beitragen kann66-68. Eine veränderte renale Ausscheidung einer oder mehrerer 

Komponenten des RAS könnte somit einen frühzeitigen Hinweis auf eine abnehmende 

Nierenfunktion liefern. 

Im Rahmen der Studie von van den Heuvel et al.138 wurde die renale Ausscheidung von 

Renin, Prorenin, AGT, Kreatinin und Albumin bei Diabetikern und Patienten, die keinen 

Diabetes mellitus, aber teilweise einen Bluthochdruck hatten, untersucht. Van den  

Heuvel et al.138 stellten fest, dass die renale Renin-Ausscheidung bei Diabetikern im 

Vergleich zu nicht-Diabetikern signifikant erhöht war. Gleichzeitig war die 

Ausscheidung von Renin im Urin unabhängig von der Plasma-Renin-Konzentration. 

Außerdem zeigten van den Heuvel et al.138, dass die renale Renin-Ausscheidung nicht 

mit der renalen Albumin-Ausscheidung korrelierte, was ihrer Meinung nach dafür spricht, 

dass renal ausgeschiedenes Renin renalen Ursprungs ist.  

Ein weiterer Hinweis, der van den Heuvel et al.138 folgern lässt, dass renal 

ausgeschiedenes Renin renalen Ursprungs sein könnte, war eine signifikant reduzierte, 

renale Ausscheidung von Renin bei Diabetikern, die mit ACEIs oder AT1R-Blockern 

(ARBs) behandelt wurden, im Vergleich zu Diabetikern, die keinen ACEI bzw. ARB 

erhielten. Es ist bekannt, dass Ang II in einer negativen Rückkopplungsschleife die 

juxtaglomeruläre Renin-Freisetzung hemmt. Im Gegensatz dazu wirkt Ang II auf die 

Hauptzellen des Sammelrohrs AT1R-vermittelt stimulierend auf die Renin-Freisetzung73. 

ACEIs und ARBs führen zu einer Hemmung der Bildung bzw. Wirkung von Ang II. 

Infolgedessen kommt es juxtaglomerulär (systemisch) zu einer Desinhibition und tubulär 

(renal) zu einer Hemmung der Renin-Freisetzung. Vor dem Hintergrund, dass Renin mit 

einer molekularen Masse von 37 kDa in der Niere nur eingeschränkt filtriert wird, sind 

die oben aufgeführten Befunde nach der Behandlung von Patienten mit ARBs oder ACEIs 

für van den Heuvel et al.138 ein weiterer Hinweis darauf, dass renal ausgeschiedenes 

Renin vermutlich hauptsächlich renalen Ursprungs ist. 



20 

 

In einer kürzlich veröffentlichten tierexperimentellen Studie von Tang et al.145 wurde 

untersucht, welchen Ursprung renal ausgeschiedenes Renin bei Mäusen mit diabetischer 

Nephropathie haben könnte. Tang et al.145 kommen dabei zu dem Schluss, dass die 

erhöhte renale Renin-Ausscheidung bei diabetischen Mäusen auf eine erhöhte 

glomeruläre Filtration in Kombination mit einer verminderten tubulären Reabsorption 

zurückzuführen war. 

Daten über Veränderungen der renalen AGT- bzw. Renin-Ausscheidung, die den Verlauf 

der CKD widerspiegeln, sind derzeit nicht bekannt. Die klinischen Studien von  

Mills et al.136 und van den Heuvel et al.138 sowie unsere klinische Studie135 waren 

Querschnittsstudien, die keine unmittelbaren Rückschlüsse auf den zeitlichen Verlauf der 

Erkrankung zulassen. Klinische Longitudinalstudien über einen Beobachtungszeitraum 

von mehreren Jahren sind jedoch nur mit extrem hohem Aufwand durchführbar. Aus 

diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die renale AGT- oder die 

renale Renin-Ausscheidung in einem Mausmodell als Biomarker für den zeitlichen 

Verlauf eines AAI-induzierten, chronischen Nierenschadens geeignet sind. 
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1.5 Ziele der Arbeit 

Die vorliegende Arbeit hatte drei übergeordnete Ziele. 

Ziel I war es, zu untersuchen, ob Mäuse, die eine verminderte renale ACE-Expression 

haben, vor einem experimentell induzierten chronischen Nierenschaden geschützt sind. 

Ein entsprechend genetisch veränderter Mausstamm mit einer verminderten renalen 

ACE-Expression stand bereits vor der Durchführung der vorliegenden Arbeit zur 

Verfügung. 

Nachdem sich bei Untersuchung des Ziels I herausstellte, dass die genetisch veränderten 

Mäuse mit einer verminderten, renalen ACE-Expression im Vergleich zu Kontrollmäusen 

robuster gegenüber einem experimentell induzierten, chronischen Nierenschaden sind, 

sollte ein weiteres Ziel untersucht werden. 

Ziel II war es, zu untersuchen welche molekularen Mechanismen am nachgewiesenen 

Schutz vor einem experimentell induzierten, chronischen Nierenschaden bei renal ACE-

defizienten Mäusen beteiligt sein könnten. Dabei wurde die renale Expression der 

Komponenten der in der Literatur als renoprotektiv beschriebenen  

ACE2/Ang(1-7)/MasR-Achse untersucht. 

Die Ziele I und II wurden in der Versuchsreihe I untersucht. 

Ziel III war es, zu untersuchen, ob die renale AGT- oder Renin-Ausscheidung als 

Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines experimentell induzierten, chronischen 

Nierenschadens geeignet sind. Dieses Ziel wurde in der Versuchsreihe II untersucht. 

Um diese drei Ziele zu erreichen, war es erforderlich ein geeignetes Modell zur Induktion 

eines chronischen Nierenschadens zu etablieren. Die Kriterien für einen für diese Arbeit 

ausreichend stark ausgeprägten, chronischen Nierenschaden waren makroskopische und 

mikroskopische Veränderungen der Nieren sowie eine statistisch signifikante Abnahme 

der GFR, bei ansonsten gut erhaltenem Allgemeinzustand der Versuchstiere. 
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2 Material und Methoden 

Die Geräte- und Chemikalienlisten befinden sich im Anhang (siehe 6.2 Geräte und 

Chemikalien). 

 

2.1 Versuchstiere 

Alle Versuche, die an Tieren durchgeführt wurden, erfolgten entsprechend der Vorgaben 

des Tierschutzgesetzes (TierSchG) und den Richtlinien für wissenschaftliches Arbeiten 

mit Tieren und Menschen (2010/63/EU). In dieser Arbeit wurden C57BL/6J (Wildtyp)- 

und genetisch veränderte Mäuse mit stark verminderter renaler ACE-Expression 

(C57BL/6J-tm(ACE3/3) = ACE-/--Mäuse) verwendet. Für die Versuchsreihe I wurden  

ACE-/--Mäuse und Wildtyp-Mäuse verwendet. In Versuchsreihe II wurden ausschließlich 

Wildtyp-Mäuse eingesetzt. Die Wildtyp-Mäuse wurden von der Zentralen Service- und 

Forschungseinrichtung für Versuchstiere (ZSFV) der Universitätsmedizin Greifswald 

bereitgestellt. Die ACE-/--Mäuse wurden von Dr. R. A. Gonzalez-Villalobos (Cedars-

Sinai Medical-Center, Los Angeles, CA, USA) zur Verfügung gestellt. Die Zucht der 

Versuchstiere erfolgte in der ZSFV der Universitätsmedizin Greifswald. Alle Versuche 

wurden an 10–12 Wochen alten, männlichen Wildtyp- bzw. ACE-/--Mäusen durchgeführt. 

 

 Stammbeschreibung 

Genetischer Hintergrund der ACE-/--Mäuse 

Bei ACE-/--Mäusen wurde ein Genkonstrukt verwendet, das vor den 

Transkriptionsstartpunkt des ACE-Gens eingefügt wurde. Für die Herstellung des 

Genkonstrukts wurde als Grundlage ein Fragment muriner genomischer DNA  

(gDNA, 10,7 kb) verwendet. Das gDNA-Fragment bestand aus dem somatischen ACE-

Promotor (2,4 kb) und der genomischen ACE-Sequenz (Exon 1–12; 8,3 kb)  

(Abbildung 9A). Durch Insertion einer Neomycin-Kassette und des Albumin-Promotors 

vor den Transkriptionsstartpunkt des gDNA-Fragments wurde der somatische ACE-

Promotor vom Transkriptionsstartpunkt des ACE-Gens getrennt (Abbildung 9B)89,90. 
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Das Genkonstrukt wurde linearisiert und mittels Elektroporation in isolierte Zellen eines 

Embryos gebracht. Die Neomycin-Kassette diente als Selektionsfaktor bei der 

Vermehrung der Zellen mit dem Genkonstrukt. Neomycinresistente Zellen wurden 

isoliert und für die Bildung chimerer, homozygoter Mäuse verwendet. Die Blastozyten 

wurden C57BL/6J-Mäusen entnommen und die chimeren Mäuse mit männlichen 

C57BL/6J-Mäusen verpaart. Die Bildung von ACE-Transkripten durch den ACE-

Promotor kann in ACE-/--Mäusen nicht erfolgen, da das Genkonstrukt vor dem 

Transkriptionsstartpunkt liegt. Die Transkription des ACE-Gens erfolgt daher nur durch 

Aktivierung des Albumin-Promotors89,90.  

Da als Basisstamm C57BL/6J-Mäuse verwendet wurden, wurden diese in 

Versuchsreihe I (siehe 2.3.1) als Kontrollmäuse für die ACE-/--Mäuse verwendet. 

 

A 

 

B 

 

Abbildung 9: A) Angiotensin-I-Konversionsenzym-Gen von Wildtyp-Mäusen und  

B) Genkonstrukt von ACE-/--Mäusen. (modifiziert nach Cole et al., Circ Res. 200289) ACE = 

Angiotensin-I-Konversionsenzym, ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3) 
 

Phänotyp der ACE-/--Mäuse 

Die ACE-/--Mäuse zeigten keinen veränderten Phänotyp. Es traten weder Veränderungen 

im Verhalten, noch Auffälligkeiten bei der Nahrungsaufnahme oder der körperlichen 

Entwicklung auf. 
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 Haltung 

Alle Tiere wurden entsprechend der Vorgaben der Richtlinie 2010/63/EU zum 

Raumbedarf für Versuchstiere gehalten151. Sowohl die Wildtyp- als auch die  

ACE-/--Mäuse wurden während der Versuchsreihe I (siehe 2.3.1) in einem offenen System 

(konventionelle Haltung) in Standardkäfigen (Typ 2 bzw. 3 für maximal vier bzw. acht 

Tiere) gehalten. Die Mäuse hatten uneingeschränkten Zugang zu Futter und Wasser. Zur 

Anreicherung der Haltungsumwelt stand den Tieren Zellstoff als Nestbaumaterial und ein 

rotes Kunststoffhaus als Rückzugsort zur Verfügung. 

Während der Versuchsreihe II (siehe 2.3.2) wurden Wildtyp-Mäuse in Standardkäfigen 

(konventionelle Haltung) und zeitweise in Stoffwechselkäfigen (siehe 2.3.2) gehalten. 

Die Wildtyp-Mäuse hatten immer uneingeschränkten Zugang zu Futter und Wasser. Die 

Wasser- und Nahrungsaufnahme wurde während der Haltung in Stoffwechselkäfigen 

täglich kontrolliert und protokolliert. 

Die Räume, in denen die Tiere gehalten wurden, waren speziell für die Tierhaltung mit 

Klimatisierung (Lufttemperatur: 20–24 °C, relative Luftfeuchtigkeit: 45–60 %) und 

einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden (Hellphase: 06:00–18:00 Uhr) eingerichtet 

und vom Landesamt für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei 

Mecklenburg-Vorpommern (LALLF M-V) genehmigt (Az.: Phy3936/4/14 vom 

07.04.2014). Der Zutritt zu den Tierhaltungsräumen beschränkte sich auf eine limitierte 

Anzahl von Personen. Die Pflege erfolgte durch eine ausgebildete Versuchstierpflegerin. 

 

2.2 Induktion eines chronischen Nierenschadens 

 Modelletablierung 

Für die Etablierung eines Modells zur Induktion eines chronischen Nierenschadens 

wurden Wildtyp-Mäuse verwendet, die in sechs Gruppen untersucht wurden (Tabelle 1). 

Die Gruppen umfassten jeweils 10 Tiere. Auf der Grundlage tierexperimenteller 

Studien152-154, in denen mittels intraperitonealer (i.p.) Applikation von AAI eine 

Nierenschädigung bei Wildtyp-Mäusen induziert werden konnte, wurden 

unterschiedliche AAI-Dosierungen (2,5–10 mg/kg Körpergewicht (KG), i.p.) über  

2–6 Wochen eingesetzt. AAI wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst. Die Vehikel-

kontrollen erhielten daher DMSO (10 ml/kg KG, i.p.). 
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Tabelle 1: Studiendesign – Modelletablierung 

Gruppe n Behandlung 
Applikationsschema  

(Zeitraum) 

Gesamt-

zeitraum 

1 10 Vehikel, 10 ml/kg KG, i.p. 1x wöchentlich (4 Wochen) 5 Wochen 

2 10 AAI, 2,5 mg/kg KG, i.p.  1x wöchentlich (4 Wochen) 5 Wochen 

3 10 Vehikel, 10 ml/kg KG, i.p. jeden 3. Tag (6 Wochen)  12 Wochen 

4 10 AAI, 3 mg/kg KG, i.p. jeden 3. Tag (6 Wochen)  12 Wochen 

5 10 Vehikel, 10 ml/kg KG, i.p. Einzeldosis (14 Tage) 14 Tage 

6 10 AAI, 10 mg/kg KG, i.p.  Einzeldosis (14 Tage) 14 Tage 

AAI = Aristolochiasäure I, i.p. = intraperitoneal, KG = Körpergewicht 

 

Gruppen 1 und 2 – AAI-induzierter Nierenschaden 

Die Tiere der Gruppen 1 und 2 erhielten einmal wöchentlich für vier Wochen das Vehikel 

bzw. AAI (2,5 mg/kg KG, i.p.). Nach einer weiteren Woche erfolgten die 

Untersuchungen zur Bestimmung der Nierenfunktion (Abbildung 10, Tabelle 1). 

 

 

Abbildung 10: Zeitlicher Versuchsablauf und Behandlungsschema bei den  

Gruppen 1 und 2. AAI = Aristolochiasäure I, i.p. = intraperitoneal, KG = Körpergewicht, n = 10 pro 

Gruppe 
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Gruppen 3 und 4 – AAI-induzierter Nierenschaden 

Die Tiere der Gruppen 3 und 4 erhielten an jedem 3. Tag für sechs Wochen das Vehikel 

bzw. AAI (3 mg/kg KG, i.p.). Nach weiteren sechs Wochen ohne Behandlung erfolgten 

die Untersuchungen zur Bestimmung der Nierenfunktion (Abbildung 11, Tabelle 1). 

 

 

Abbildung 11: Zeitlicher Versuchsablauf und Behandlungsschema bei den  

Gruppen 3 und 4. AAI = Aristolochiasäure I, i.p. = intraperitoneal, KG = Körpergewicht, n = 10 pro 

Gruppe 
 

Gruppen 5 und 6 – AAI-induzierter Nierenschaden 

Die Tiere der Gruppen 5 und 6 erhielten eine Einzeldosis des Vehikels bzw. AAI 

(10 mg/kg KG, i.p.). Nach 14 Tagen erfolgten die Untersuchungen zur Bestimmung der 

Nierenfunktion (Abbildung 12, Tabelle 1). 

 

 

Abbildung 12: Zeitlicher Versuchsablauf und Behandlungsschema bei den  

Gruppen 5 und 6. AAI = Aristolochiasäure I, i.p. = intraperitoneal, KG = Körpergewicht, n = 10 pro 

Gruppe 
 

Da die Behandlung mit AAI (3 mg/kg KG, i.p., siehe Behandlungsschema gemäß 

Gruppe 3) zu einem für die Versuchsreihe I und II ausreichenden Nierenschaden führte  

(siehe 3.2), wurde dieses Behandlungsregime ausgewählt. 
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 Nachweis eines chronischen Nierenschadens 

Der Nachweis eines chronischen Nierenschadens erfolgte durch Bestimmung der GFR 

mittels Inulin-Clearance (siehe 2.4.1 und 2.5.11), durch makroskopische Begutachtung 

der Nieren und durch Beurteilung der Nierenhistologie (siehe 2.6). 

Aufgrund der in den Vorversuchen zur Modelletablierung (2.2.1 und 2.2.2) erzielten 

Ergebnisse (siehe 3.2) wurde bei den weiteren Versuchen das in Abbildung 11 

dargestellte Behandlungsschema (siehe Gruppen 3 und 4 in Tabelle 1) angewendet. 

 

2.3 Studiendesign 

 Versuchsreihe I – Schutz vor einem chronischen Nierenschaden 

In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob ACE-/--Mäuse vor einem AAI-induzierten, 

chronischen Nierenschaden geschützt sind. Dazu wurden je 20 Wildtyp-Mäuse und 

20 ACE-/--Mäuse auf zwei-mal-zwei Gruppen randomisiert (Tabelle 2). 

 

Gruppen 1 und 3 – Vehikel 

Die Tiere der Gruppen 1 und 3 erhielten das Vehikel (10 ml/kg KG, i.p.) an jedem  

3. Tag für sechs Wochen. Bei den Tieren der Gruppe 1 handelte es sich um Wildtyp-

Mäuse und bei den Tieren der Gruppe 3 um ACE-/--Mäuse (Abbildung 13, Tabelle 2). Die 

Gruppen 1 und 3 dienten als Behandlungskontrollen für die Gruppen 2 und 4. Nach 

weiteren sechs Wochen ohne Behandlung erfolgten die Untersuchungen zur Bestimmung 

der Nierenfunktion und die Gewebeentnahme für weitere molekularbiologische Analysen. 

 

Gruppen 2 und 4 – AAI 

Die Tiere der Gruppen 2 und 4 wurden mit AAI (3 mg/kg KG, i.p.) an jedem 3. Tag für 

sechs Wochen behandelt. Die Tiere der Gruppe 2 waren Wildtyp-Mäuse. Sie wurden als 

Stammkontrolle für die Tiere der Gruppe 4 (ACE-/--Mäuse) untersucht (Abbildung 13, 

Tabelle 2). Nach weiteren sechs Wochen ohne Behandlung erfolgten die Untersuchungen 

zur Bestimmung der Nierenfunktion und die Gewebeentnahme für weitere molekular-

biologische Analysen. 
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Abbildung 13: Zeitlicher Versuchsablauf und Behandlungsschema bei den 

Gruppen 1–4. AAI = Aristolochiasäure I, ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3), i.p. = intraperitoneal, KG = 

Körpergewicht, Wt = Wildtyp-Maus, n = 10 pro Gruppe 
 

Tabelle 2: Studiendesign – Versuchsreihe I 

Gruppe n Mausstamm Behandlung 

1 10 Wildtyp Vehikel, 10 ml/kg KG, i.p. 

2 10 Wildtyp AAI, 3 mg/kg KG, i.p. 

3 10 ACE-/- Vehikel, 10 ml/kg KG, i.p. 

4 10 ACE-/- AAI, 3 mg/kg KG, i.p. 

AAI = Aristolochiasäure I, ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3), i.p. = intraperitoneal,  

KG = Körpergewicht 

 

 Versuchsreihe II – renale Angiotensinogen- und Renin-

Ausscheidung als Biomarker eines chronischen Nierenschadens 

In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob sich die renale AGT- bzw. Renin-

Ausscheidung als Biomarker für einen chronischen Nierenschaden eignen. Dazu wurden 

20 Wildtyp-Mäuse in zwei Gruppen randomisiert (Tabelle 3). Die Tiere der Gruppe 1 

erhielten das Vehikel (10 ml/kg KG, i.p., an jedem 3. Tag für sechs Wochen, 

Kontrollgruppe) und die Tiere der Gruppe 2 wurden mit AAI (3 mg/kg KG, i.p. an jedem 

3. Tag für sechs Wochen, AAI-Gruppe) behandelt (Abbildung 14, Tabelle 3). Die Tiere 

der Gruppen 1 und 2 wurden alle 15 Tage für drei Tage in Stoffwechselkäfigen gehalten 

(Abbildung 14). Da die Tiere zeitlich gestaffelt in den Stoffwechselkäfigen gehalten 

wurden, verlängerte sich die Phase ohne Behandlung von ursprünglich sechs Wochen 

(siehe 2.2.1, Gruppen 3 und 4) auf sieben Wochen. Nach diesen sieben Wochen ohne 

Behandlung erfolgten die Untersuchungen zur Bestimmung der Nierenfunktion und die 

Gewebeentnahme für weitere molekularbiologische Analysen. 
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Abbildung 14: Zeitlicher Versuchsablauf und Behandlungsschema bei den  

Gruppen 1 und 2. AAI = Aristolochiasäure I, i.p. = intraperitoneal, KG = Körpergewicht, n = 10 pro 

Gruppe 

 

Tabelle 3: Studiendesign – Versuchsreihe II 

Gruppe N Mausstamm Behandlung 

1 10 Wildtyp Vehikel, 10 ml/kg KG, i.p. 

2 10 Wildtyp AAI, 3 mg/kg KG, i.p. 

AAI = Aristolochiasäure I, i.p. = intraperitoneal, KG = Körpergewicht 

 

2.4 Operative Eingriffe 

 Instrumentierung zur Bestimmung der Inulin-Clearance 

Die Tiere wurden für die Probensammlung zur Bestimmung der Inulin-Clearance 

anästhesiert. Für die Vollnarkose wurde eine Kombination aus Xylazin  

(100 mg/kg KG, i.p.) und dem analgetisch wirksamen Ketamin (10 mg/kg KG, i.p.) 

verwendet.  

Den Tieren wurde je ein Katheter in die A. carotis, in die V. jugularis externa und in die 

Blase implantiert. Außerdem wurde den Tieren eine Trachealkanüle eingesetzt, damit sie 

während des gesamten Versuchs maschinell beatmet werden konnten. Der Polyethylen-

Katheter für die A. carotis bestand aus zwei Kathetern unterschiedlichen Durchmessers 

(0,28 mm und 0,58 mm, siehe Tabelle 11), die zusammengeschweißt wurden. Der 

dünnere Abschnitt des Katheters (Durchmesser: 0,28 mm) wurde in die Arterie 

implantiert. Für die V. jugularis externa wurde ein Polyethylen-Katheter mit einem 

Durchmesser von 0,28 mm und für die Blase ein Katheter mit einem Durchmesser von 

0,58 mm verwendet.  
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Die Katheter für die A. carotis und die V. jugularis externa wurden jeweils auf eine 

Kanüle gesteckt. Der Katheter für die A. carotis wurde mit 0,5 %iger Heparin-Lösung 

befüllt und der Katheter der V. jugularis wurde mit 0,9 %iger NaCl-Lösung gefüllt. Die 

Katheter wurden erst nach Implantation des Blasenkatheters mit den entsprechenden 

Geräten verbunden. 

Die Tiere befanden sich während der Operation in Rückenlage. Um einer Hypothermie 

der Tiere vorzubeugen, wurden die Tiere während der gesamten Operation auf einem 

Heizkissen für Kleintiere fixiert. Für die Implantation des Katheters in die A. carotis bzw. 

in die V. jugularis externa lag das Tier mit dem Kopf in Richtung des Operierenden. 

Zuerst wurde ein Katheter in die A. carotis implantiert. Die Haut über der Halsregion 

wurde rasiert und mit chirurgischem Desinfektionsmittel desinfiziert (siehe 6.2,  

Tabelle 12). Nach Inzision der ventralen Mittellinie in der Halsregion, die nach kaudal 

und kranial erweitert wurde, wurde mittels stumpfer Präparation das Unterhaut-

Fettgewebe durchtrennt und ca. 10–15 mm der rechten A. carotis freigelegt. Kaudal 

wurde mit einem Faden eine Schlinge um die A. carotis gelegt und Zug auf das Gefäß 

ausgeübt, um den Blutfluss kurzzeitig zu unterbrechen. Kranial wurde die A. carotis mit 

einem Faden abgebunden und der Blutfluss vollständig unterbrochen. Im freigelegten 

Bereich zwischen den beiden Punkten, an denen der Blutfluss unterbrochen wurde, wurde 

ein ca. 1 mm großer longitudinaler Schnitt gelegt, durch den das gestaute Blut abfließen 

konnte. Der Schnitt wurde mit einer Pinzette offengehalten und der Katheter 

luftblasenfrei Richtung kaudal in die A. carotis bis zur Schlinge geschoben. Der Zug auf 

das Gefäß wurde anschließend solange verringert, bis der Katheter an der Schlinge 

vorbeigeschoben werden konnte und ca. 15 mm des Katheters in der A. carotis lagen. 

Anschließend wurde die Schlinge über dem Katheter zugezogen, dieser somit fixiert und 

ein Vorbeilaufen des Blutes am Katheter verhindert.  

Der Katheter wurde an zwei weiteren Stellen mit Nahtmaterial fixiert. Über den Katheter 

in der A. carotis wurden der arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz während des 

Versuchs registriert (Abbildung 15). 
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Anschließend wurden ca. 10 mm der rechten V. jugularis externa durch Entfernen des 

Unterhaut-Fettgewebes freigelegt. Analog zur A. carotis wurde der Blutfluss kaudal 

durch umlegen einer Schlinge kurzzeitig und kranial vollständig durch eine Gefäßligatur 

unterbrochen. Das gestaute Blut im abgebundenen Gefäßabschnitt wurde durch einen ca. 

1–1,5 mm großen Schnitt abgelassen. Der Schnitt wurde mit einer Pinzette offengehalten 

und der Katheter Richtung kaudal in die V. jugularis externa bis zur Schlinge geschoben. 

Der Zug auf das Gefäß wurde solange verringert, bis der Katheter an der Schlinge 

vorbeigeschoben werden konnte und ca. 15 mm des Katheters in der V. jugularis externa 

lagen. Die Schlinge wurde anschließend über dem Katheter festgezogen und an dieser 

und zwei weiteren Stellen mit Nahtmaterial fixiert (Abbildung 15). 

Für das Einsetzen der Trachealkanüle wurde das fixierte Tier mit dem Heizkissen um 

180 ° gedreht. Die Trachea wurde freigelegt, ein ca. 2 mm großer Schnitt gemacht und 

die Trachealkanüle, die mit einem Minivent Mouse Ventilator (siehe 6.2, Tabelle 11) 

verbunden war, eingeführt. Die Tiere wurden für den Rest des Versuchs maschinell 

beatmet (Atemzugvolumen: 160 µl, Atemfrequenz: 160/min) (Abbildung 15). 

Abschließend wurde ein Blasenkatheter implantiert. Dazu wurde die Bauchregion rasiert 

und desinfiziert und ein medianer Hautschnitt gesetzt, der nach kranial und kaudal 

erweitert wurde. Entlang der Linea alba wurde mittels Inzision das Peritoneum eröffnet 

und die Blase freigelegt. Mit einer Spritze wurde, falls nötig, die Blase punktiert und Urin 

aus der gefüllten Blase abgezogen. Durch einen ca. 1,5–2 mm großen Schnitt, der mit 

Hilfe einer Pinzette offengehalten wurde, wurde der Katheter gelegt. Der Katheter wurde 

an zwei Stellen der Blase mit Nahtmaterial fixiert und der Urin in ein 0,5 ml 

Eppendorfgefäß geleitet (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Instrumentierung zur Bestimmung der Inulin-Clearance bei 

der narkostisierten Maus. 

 

Der Katheter der A. carotis wurde kurz vor der Kanüle abgeklemmt, direkt vor der Kanüle 

abgeschnitten und mit einem PowerLabTM data acquisition system (siehe 6.2, Tabelle 11) 

verbunden. Anschließend wurde der Katheter der V. jugularis externa vor der Kanüle 

abgeklemmt, von der Kanüle getrennt und mit einer Mehrkanal-Pumpe (siehe 6.2,  

Tabelle 11) verbunden. Danach wurde die intravenöse Dauerinfusion (Infusionsrate: 

2,5 µl/min155) einer isotonen Kochsalzlösung mit 1 % bovinem Serumalbumin und  

0,5 % Inulin gestartet. 
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 Probengewinnung zur Bestimmung der Inulin-Clearance und für 

weitere Untersuchungen 

Nach mindestens 30 min, während derer sich Blutdruck (70–90 mmHg) und 

Herzfrequenz (250–300/min) stabilisierten, wurde der bis zu diesem Zeitpunkt 

gesammelte Urin verworfen, ein neues Eppendorfgefäß verwendet und für 30 min 

weiterer Urin gesammelt. Dieser Urin wurde für die Bestimmung der Urin-Inulin-

Konzentration verwendet (siehe 2.5.11).  

Direkt im Anschluss an die Sammelphase wurden über den Katheter in der A. carotis 

500 µl Blut abgenommen. Die Inulin-Konzentration wurde entweder im Serum oder 

Plasma bestimmt (siehe 2.5.11). In Versuchsreihe I wurde Serum für die Bestimmung der 

ACE-Aktivität (siehe 2.5.9) benötigt. Daher wurde bei den Tieren aus der Versuchsreihe I 

Serum gewonnen. Die Blutproben inkubierten 30 min bei Raumtemperatur, wurden 

anschließend zentrifugiert (10 min, 4 °C, 2.000 g), das Serum abgenommen und bei  

-80 °C gelagert. In Versuchsreihe II war für keine Analyse Serum nötig, daher wurden 

die Blutproben direkt nach Abnahme zentrifugiert (10 min, 22 °C, 3.000 g), das Plasma 

abgenommen und bei -20 °C gelagert. 

Die makroskopische Begutachtung der Nieren erfolgte sofort nach Blutentnahme und 

Eröffnung des Bauchraumes, da zur Beurteilung der Nierenmorphologie und für 

molekularbiologische Untersuchungen die Nieren mit phosphatgepufferter Salzlösung 

(PBS) perfundiert werden mussten. Dazu wurden der Thorax und anschließend das Herz 

freigelegt. Um die Vorlast zu verringern, wurde der rechte Herzvorhof eröffnet. Die linke 

Herzkammer wurde mit einer Kanüle punktiert und anschließend der gesamte Kreislauf 

mit 10–15 ml PBS perfundiert. Die Nieren wurden entnommen und gewogen. Eine halbe 

Niere wurde für die histologischen Untersuchungen in Bouin-Lösung (siehe 6.2,  

Tabelle 17) fixiert. Das restliche Nierengewebe wurde in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. Die Leber, die Lunge und das Herz wurden ebenfalls entnommen, 

gewogen und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Organe erfolgte 

bis zur weiteren Analyse bei -80 °C. 

Die Tiere wurden anschließend durch eine Überdosis Pentobarbital (60 mg/kg KG, 

intravenös) getötet. 
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2.5 Molekularbiologische und biochemische Methoden 

 DNA-Isolierung, Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle 

Bevor die ACE-/--Mäuse in die Versuchsgruppen aufgenommen wurden, wurde geprüft, 

ob die Tiere das Genkonstrukt (siehe 2.1.1) tragen. Aus Schwanzproben der  

ACE-/--Mäuse wurde DNA mit einem kommerziell erhältlichen Kit (High Pure PCR 

Template Preparation Kit, siehe 6.2, Tabelle 15) isoliert. Die Proben wurden in Tissue 

Lysis Buffer und Proteinase K aufgenommen und über Nacht bei 55 °C inkubiert. Nach 

mechanischer Homogenisierung wurde Binding Buffer, Isopropanol, Inhibitor Removal 

Buffer und Wash Buffer hinzugefügt und die isolierte DNA von einer Spin column eluiert. 

Im Anschluss an die DNA-Isolierung erfolgte die spektrophotometrische Konzentrations-

bestimmung und Reinheitskontrolle. Die Messung erfolgte bei 230 nm, 260 nm und 

280 nm. Die Quotienten der Messwerte 260 nm/230 nm (Normbereich: 1,8–2) und 

260 nm/280 nm (Normbereich: ≥ 2,0) geben Auskunft über die Reinheit der Proben. Die 

Proben wurden in 0,05x TE-Puffer 1:50 verdünnt. Als Referenz diente eine 1:50 

Verdünnung von Nuklease-freiem Wasser in 0,05x TE-Puffer. Lagen die Messwerte 

außerhalb des Referenzbereiches, wurden die Proben verworfen und erneut aufgearbeitet. 

Die isolierte DNA wurde mittels quantitativer real-time Polymerase-Kettenreaktion 

(qPCR) und spezifischer Primer (Tabelle 5, ACE Neo/ACE Alb und ACE) vervielfältigt 

(siehe 2.5.4). Das ACE Neo/ACE Alb-Primerpaar wurde so designt, dass das 

Genkonstrukt als Produkt bei der qPCR entsteht. Die PCR-Produkte wurden mittels 

Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt (siehe 2.5.5). 

 

 RNA-Isolierung, Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle 

Zur Bestimmung der RNA-Expression verschiedener Komponenten des RAS wurde aus 

Gewebeproben RNA isoliert. Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem kommerziell 

erhältlichen Direct-zol RNA MiniPrep-Kit (siehe 6.2, Tabelle 15). Die in flüssigem 

Stickstoff schockgefrorenen Gewebe wurden mechanisch homogenisiert. Je Gewebe 

wurde immer die gleiche Menge an Probenmaterial für die RNA-Isolierung verwendet 

(Niere, Herz, Lunge: 25–30 mg; Leber: 10 mg). Die RNA-Isolierung wurde nach 

Herstellerangaben durchgeführt.   
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Dazu wurden die Proben in 600 µl Trizol aufgenommen, gemischt, 5 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend 1 min bei 14.000 g zentrifugiert. Trizol 

bricht die Tertiärstruktur der Proteine auf, lysiert die Zellen, inaktiviert RNasen und löst 

Proteine und DNA. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 

600 µl Ethanol (100 %) gemischt und 30 sec bei 14.000 g zentrifugiert. 

Um die RNA zu isolieren, wurde der resultierende Überstand auf eine Spin column 

gegeben und erneut 30 sec bei 14.000 g zentrifugiert. Nach einem Waschschritt wurde 

ein DNase-Verdau (15 min Inkubation) direkt auf der Spin column durchgeführt, um 

DNA-Reste zu entfernen. Nach drei weiteren Waschschritten wurde die Spin column in 

ein neues RNase-freies Reaktionsgefäß gegeben und die isolierte RNA mit 50 µl DNase- 

und RNase-freiem Wasser eluiert. 

Die Lagerung der RNA-Proben bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei -80 °C. 

Direkt vor der reversen Transkription der RNA in komplementäre DNA (cDNA) erfolgte 

die spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle durch 

Messung der Extinktionen bei 230 nm, 260 nm und 280 nm. Analog zur DNA-

Reinheitskontrolle und -Konzentrationsbestimmung (siehe 2.5.1) wurden die Quotienten 

der Messwerte 260 nm/230 nm (Normbereich: 1,8–2) und 260 nm/280 nm  

(Normbereich: ≥ 2,0) berechnet, um die Reinheit der Proben bewerten zu können. Die 

Messung erfolgte mit je 1 µl unverdünnter Probe mit dem DS-11+ Spectrophotometer 

(siehe 6.2, Tabelle 11). Als Referenz diente 1 µl RNase-freies Wasser. Wenn die 

Messwerte außerhalb des Referenzbereichs lagen wurden die Proben verworfen und 

erneut aufgearbeitet. 
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 Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 

Zur Quantifizierung der RNA mittels qPCR wurde die RNA unter Verwendung des High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (siehe 6.2, Tabelle 15) in cDNA 

umgeschrieben. Von jeder Probe wurden im Reaktionsansatz jeweils 1 μg RNA in einem 

Gesamtvolumen von 10 μl sowie 10 μl Premix eingesetzt (Tabelle 4). 

 

Tabelle 4: Zusammensetzung des Premixes für einen Reaktionsansatz 

Reagenzien Volumen in µl 

10x RT Puffer 2,0 

25x dNTP Mix (100 mM) 0,8 

10x RT Primer 2,0 

RNase Inhibitor 0,5 

Nuklease-freies Wasser 3,7 

Multiscribe reverse Transkriptase 1,0 

dNTP = Desoxyribonukleosidtriphosphat, RT = reverse Transkription 

 

Die Reaktionsansätze wurden auf Eis angesetzt und die cDNA-Synthese wurde mit einem 

Thermocycler (siehe 6.2, Tabelle 11) in einem dreistufigen Temperaturprogramm 

durchgeführt. Während der ersten Stufe (25 °C, 10 min) kommt es zur Anlagerung der 

Primer an die RNA, in der zweiten Stufe (37 °C, 120 min) wird die cDNA synthetisiert 

und in der dritten Stufe (85 °C, 5 min) erfolgt die Denaturierung. 

Anschließend wurde die cDNA bis zur qPCR bei -20 °C gelagert. 
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 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion 

Prinzip der qPCR 

Der qPCR ist oftmals ein Reaktionsschritt (95 °C, 5 min) vorgeschalten, bei dem eine 

Hot-Start-Polymerase aktiviert wird. 

Die eigentliche PCR besteht aus mehreren Zyklen von zwei Phasen: der 

Denaturierungsphase (95 °C) und der kombinierten Annealing- und Elongationsphase 

(60 °C). Die Denaturierungsphase dient der Dissoziation der doppelsträngigen DNA 

(dsDNA) zu einzelsträngiger DNA (ssDNA). In der sich anschließenden zweiten Phase 

erfolgt das Hybridisieren der Primer an die Zielsequenz (Template) und die Synthese der 

dsDNA. Dabei synthetisiert die DNA-Polymerase (Temperaturoptimum: 60 °C), 

beginnend bei den Primern, komplementär zum Template, Nucleotide an den ssDNA-

Strang an, wodurch es zur Bildung von dsDNA kommt. Beide Phasen werden 40x 

wiederholt. 

Die qPCR dient der Vervielfältigung von DNA und kann zur Quantifizierung von cDNA 

genutzt werden. Dabei erfolgt die Quantifizierung mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffs. 

Während der Denaturierungsphase befindet sich der Farbstoff frei in Lösung und es wird 

nur ein sehr geringes Signal gemessen. In der Annealingphase interkaliert der 

Fluoreszenzfarbstoff mit der gebildeten dsDNA. Jeweils am Ende der Elongationsphase 

eines Zyklus wird die Fluoreszenzintensität gemessen. 

Die Stärke des Fluoreszenzsignals steigt proportional zur Konzentration an gebildetem 

PCR-Produkt. Da es theoretisch in jedem Zyklus zu einer Verdopplung der PCR-

Produktmenge kommt, ist auch die Zunahme des Fluoreszenzsignals exponentiell. 

Am Ende der qPCR wird eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, bei der die 

Temperatur in der Probe langsam erhöht wird. Sie dient der Überprüfung, ob bei der 

qPCR nur ein Produkt entstanden ist. Die dsDNA denaturiert bei einer für das PCR-

Produkt spezifischen Temperatur zu ssDNA, wobei der Farbstoff wieder freigesetzt wird 

und das Fluoreszenzsignal abrupt abnimmt. Die Signaländerung während der Änderung 

der Temperatur wird als Dissoziationskurve bezeichnet. Die Temperatur, bei der es zu 

der stärksten Abnahme der Signalintensität kommt, ist der Schmelzpunkt des PCR-

Produktes.  
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Dabei hat dsDNA des untersuchten PCR-Produkts in der Regel eine höhere 

Schmelzpunkttemperatur als dsDNA unspezifischer PCR-Produkte (z.B. Primerdimere). 

Entscheidend für die Quantifizierung ist, dass bei der PCR nur ein Produkt gebildet 

wird156. 

 

Primerauswahl 

Für die Auswahl der Primer (Tabelle 5) wurde das NCBI/Primer-BLAST-Tool verwendet. 

Die Forward (F)- und Reverse (R)-Primer wurden nach den folgenden Kriterien 

ausgewählt:  

• Länge der Primer: 15–25 Basen 

• Guanidin- und Cytosin-Anteil: 40–60 % 

• maximal vier gleiche Basen hintereinander (z.B.: TTTT), um 

Fehlhybridisierungen und Leserasterverschiebungen (frameshifts) zu verhindern 

• Schmelztemperatur: 59–61 °C 

• maximal fünf Guanidin- oder Cytosinmoleküle am 3‘-Ende für eine optimale 

Elongation und Hybridisierung (maximal fünf Moleküle, um die Bildung 

unspezifischer Amplifikationsprodukte und Fehlhybridisierungen zu vermeiden) 

• Annealingtemperatur: 57–63 °C, um Artefaktbildung zu verhindern 

• Primer dürfen keine Sekundärstrukturen, wie hair pins (Haarnadeln) bilden, da es 

zur Reduktion der Wahrscheinlichkeit des Hybridisierens mit der ssDNA 

kommen kann 

• möglichst geringe Komplementarität am 3‘-Ende, um Primerdimerbildung zu 

vermeiden156 

Für die Analyse der verschiedenen Gene wurden mehrere selbst designte Primerpaare 

getestet, die von der Firma Invitrogen (Thermo Scientific™, Schwerte, Deutschland) 

synthetisiert wurden. 
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Primeroptimierung 

Um festzustellen, welches Primerpaar am besten für die Amplifikation der Ziel-DNA 

geeignet ist und um die qPCR-Bedingungen für das ausgewählte Primerpaar zu 

optimieren, wurden F- und R-Primer in verschiedenen Kombinationen unterschiedlicher 

Konzentrationen (F: 50 nM, 300 nM, 900 nM und R: 50 nM, 300 nM, 900 nM) eingesetzt. 

Als Template für die Primerauswahl dienten Gewebeproben unterschiedlicher Organe 

von Wildtyp-Mäusen. Das Primerpaar, das zur Bildung eines PCR-Produktes bei der zu 

erwartenden Schmelztemperatur führte, wurde für die weitere Analyse mittels 

Agarosegel-Elektrophorese ausgewählt (siehe 2.5.5). 

 

Auswahl des Referenzgens 

Zur relativen Quantifizierung des RNA-Gehaltes in den verschiedenen Geweben wurde 

die qPCR für die Zielgene und für verschiedene Referenzgene 

[Monooxygenase/Tryptophan-5-Monooxygenase Aktivierungsprotein, zeta Polypeptid 

(Ywhaz) und β-Aktin] durchgeführt. Referenzgene können als interne Standards 

verwendet werden, wenn ihr Gehalt stabil und unabhängig von äußeren Einflüssen ist, so 

dass auf die Verwendung einer Standardreihe verzichtet werden kann. Als Referenzgen 

wurde β-Aktin verwendet. 

 

Tabelle 5: Primersequenzen 

Gen 

(Acc. No.) 

Forward Primer 

(5’-3’) 

Reverse Primer 

(3’-5’) 

ACE 

(NM_001281819.1) 
ACTTGTATGCCCCTGGAACC CCGTGTAGCCATTGAGCTTG 

ACE2 

(NM_001130513.1) 
TCTGGGAATGAGGACACGGA  TTGGGTTGGGCACTGCTTAC 

ACE Neo/ACE Alb CTCTACAGATTAATTCAGTACAG AAGTGGAATGAGCAAGCAGAA 

AGT 

(NM_007428.4) 
GTTGGCGCTGAAGGATACAC GTCTCCACACTGGGGTTCTC 

Aktin 

(NM_001272041.1) 
AGCCTCGCCTTTGCCGA CTGGTGCCTGGGGCG 

MasR 

(NM_008552) 
AGGGTGACTGACTGAGTTTGG GAAGGTAAGAGGACAGGAGC 
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Gen 

(Acc. No.) 

Forward Primer 

(5’-3’) 

Reverse Primer 

(3’-5’) 

Renin 

(NM_031192.3) 
GCACCGCTACCTTTGAACGA CTCGCCGTAGTACTGGGTATTC 

Ywhaz 

(NM_001253806.1) 
CATCTGCAACGACGTACTGTCTCT GACTGGTCCACAATTCCTTTCTTG 

ACE = Angiotensin-I-Konversionsenzym, AGT = Angiotensinogen, Alb = Albumin, MasR = Mas-Rezeptor, 

Neo = Neomycin-Kassette, Ywhaz = Monooxygenase/Tryptophan-5-Monooxygenase Aktivierungsprotein, 

zeta Polypeptid 

 

Durchführung der qPCR 

Für die qPCR wurden je Probe 15 ng cDNA eingesetzt und mit dem Premix gemischt. 

Der Premix enthielt den Thermo Scientific Fermentas PCR Master Mix (2x)  

(MgCl2 50 mM, dNTPs 10 mM, Taq-Polymerase 5 U/µl, siehe 6.2, Tabelle 15) für den 

Nachweis des Genkonstrukts bei ACE-/--Mäusen bzw. für alle weiteren Gen-

Expressionsanalysen den Rotor-Gene SYBR® Green PCR Master Mix  

(HotStarTaq® Plus DNA Polymerase, Rotor-Gene SYBR Green PCR Buffer, dNTPs, 

siehe 6.2, Tabelle 15), die Primer und Nuklease-freies Wasser. 

Die qPCR wurde für alle Zielgene mit dem gleichen Temperaturprogramm durchgeführt 

(Tabelle 6). Bei der Schmelzkurvenanalyse wurde die Temperatur langsam und 

kontinuierlich von 50 °C auf 99 °C erhöht.  

 

Tabelle 6: Temperaturprofil der qPCR 

Schritt Wiederholungen Temperatur Dauer Beschreibung 

1. 1x 95 °C 5 min Aktivierung der Hot-Start-Polymerase 

2. 40x 95 °C 

60 °C 

5 sec 

30 sec 

Denaturierungsphase 

Annealing- und Elongationsphase 

qPCR = quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion 
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Auswertung der qPCR-Daten 

Die Quantifizierung der cDNA findet in der exponentiellen Phase der PCR statt. Der 

Fluoreszenz-Intensitätswert, bei dem sich die Fluoreszenz-Intensität eindeutig von der 

Basisfluoreszenz abhebt und sich in der exponentiellen Phase des detektierten PCR-

Signals befindet, wird als Schwellenwert (Threshold) bezeichnet. Der PCR-Zyklus, bei 

dem der Threshold überschritten wird, wird als Threshold-Cycle (Ct-Wert) angegeben. 

Der Ct-Wert ist von der Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA abhängig und korreliert 

mit dem mRNA-Gehalt in den Proben. Die Berechnung der Menge an spezifisch 

gebildetem PCR-Produkt erfolgte mittels der delta-delta-Ct-Methode  

(2-ΔΔCt)157,158. Die Menge an spezifisch gebildetem PCR-Produkt wurde relativ zur Menge 

des Referenzgens sowie auf die jeweilige Kontrollgruppe normalisiert. 

 

 Agarosegel-Elektrophorese 

Die bei der Genotypisierung (siehe 2.5.1) und Primeroptimierung (siehe 2.5.4) mittels 

qPCR vervielfältigten DNA-Fragmente und ein Nukleinsäure-Marker (Hyperladder 

100 bp, Bioline, Heidelberg, Deutschland) wurden auf ein 2 %iges Agarosegel 

aufgetragen und durch Anlegen einer Spannung von 120 V (1 h) nach ihrer Größe 

getrennt. Das Agarosegel wurde mit Roti®GelStain (siehe 6.2, Tabelle 12) angesetzt, 

welches an DNA binden kann und unter UV-Licht fluoresziert. Die bei der qPCR 

gebildeten Produkte konnten so anhand ihrer spezifischen Größe identifiziert werden. 

 

 Proteinaufarbeitung und Konzentrationsbestimmung 

Von den in flüssigem Stickstoff schockgefrorenen und mechanisch homogenisierten 

Gewebeproben wurden 20–25 mg je Probe für die Proteinaufarbeitung verwendet. Je 

nach Zielprotein wurden die Proben mit Radioimmunpräzipitations-Assay (RIPA,  

siehe 6.2, Tabelle 13)- oder 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

(HEPES, siehe 6.2, Tabelle 13)-Puffer versetzt und für 10 min auf Eis inkubiert. Für den 

weiteren Zellaufschluss wurde jede Probe zweimal 15 sec mit Ultraschall (40 % Power) 

behandelt und anschließend 15 min bei 4 °C und 2.000 g zentrifugiert. Der Überstand 

wurde abgenommen und bis zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert. 
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Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem Bicinchoninsäure (BCA)-Test unter 

Verwendung eines kommerziell erhältlichen Kits (Pierce™ BCA Protein Assay Kit,  

siehe 6.2, Tabelle 15). Die Proben wurden mit destilliertem Wasser verdünnt (1:30) und 

es wurde eine Standardreihe mit Rinderserumalbumin (BSA, 0–1 mg/ml) angesetzt. Zu 

je 10 µl Probe bzw. Standard wurden in einer Mikrotiterplatte 200 µl des Messpuffers 

gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37 °C erfolgte die Messung der 

Extinktionen der Lösungen bei 584 nm. Die Quantifizierung erfolgte durch lineare 

Regression mittels parallel gemessener Standardkurve. 

 

 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

Prinzip der Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

Bei der sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) werden 

Proteine nach ihrem Molekulargewicht und ihrer Ladung in einem SDS-Polyacrylamid-

Gel aufgetrennt. SDS ist ein anionisches Tensid, das Proteine denaturiert und bindet und 

so mit ihnen negativ geladene SDS-Protein-Komplexe bildet. Durch die Bindung der 

Proteine an SDS werden Protein-Protein-Interaktionen verhindert. Die negativ geladenen 

SDS-Protein-Komplexe wandern im elektrischen Feld zum Plus-Pol des Gels. Die Gele 

haben eine poröse Polyacrylamid-Matrix, deren Porengrößen je nach Zusammensetzung 

variieren können. Proteine, die entlang des Gels wandern, werden so entsprechend ihrem 

Stoke-Radius aufgetrennt159. 

 

Durchführung der SDS-PAGE 

Die Auftrennung der Proteine nach Größe und Ladung erfolgte mit Criterion TGX Stain-

Free Precast Gelen (siehe 6.2, Tabelle 12). Je Probe wurden 40 µg Protein in 

reduzierendem SDS-Ladepuffer (siehe 6.2, Tabelle 13) aufgenommen und 5 min bei 

95 °C denaturiert. Zur Beurteilung der Proteingröße lief der Proteinmarker Biomol Pink 

(siehe 6.2, Tabelle 12) bei jeder Gelelektrophorese mit. 

Bei der Trennung der Proteine wurde eine Spannung von 100–160 V angelegt. Nach der 

Auftrennung der Proteine wurden die Gele 300 sec mit UV-Licht aktiviert. Criterion TGX 

Stain-Free Gele enthalten Trihalo-Komponenten, die durch UV-Licht aktiviert werden 

und mit Tryptophan-Resten der Proteine reagieren. 
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Durch die Aktivierung wird ein 58 Da großer Rest an die verfügbaren Tryptophan-Reste 

gehängt, der dann eine Fluoreszenz emittiert und für die Proteinvisualisierung benötigt 

wird. Im Anschluss an die UV-Aktivierung wurden die Gele für die Western Blot Analyse 

weiterverwendet. 

 

 Western Blot 

Prinzip des Western Blots 

Beim Western Blot werden die Proteine, die im SDS-Polyacrylamid-Gel 

elektrophoretisch aufgetrennt wurden, auf eine adsorbierende Membran übertragen. Bei 

einer Nitrocellulose-Membran erfolgt die Bindung der Proteine durch hydrophobe 

Wechselwirkungen. Die Proteinbindungsstellen auf der Membran müssen zuvor mit 20 % 

Methanol (Towbin-Puffer, siehe Tabelle 13) aktiviert werden. Da die Proteine negativ 

geladen sind, wird die Membran am Plus-Pol gelagert und das Polyacrylamid-Gel am 

Minus-Pol. Nach Anlegen einer Spannung wandern die Proteine beim sogenannten 

Elektrotransfer vom Minus- zum Plus-Pol, also vom Polyacrylamid-Gel auf die 

Nitrocellulose-Membran159. 

 

Durchführung des Western Blots und Immundetektion 

Die aufgetrennten Proteine wurden im Tank-Blot-System bei 100 mA über Nacht bei 4 °C 

aus dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen. Als Blot-Puffer wurde 

Towbin-Puffer mit 20 % Methanol verwendet. Die auf die Nitrocellulose übertragenen 

Proteine mit den gekoppelten Trihalo-Komponenten, wurden mittels UV-Licht 

visualisiert. Die Gesamtprotein-Aufnahme wurde für die semiquantitative Auswertung 

verwendet. 

Zur Absättigung von freien Bindungsstellen auf der Membran wurde diese, in 

Abhängigkeit vom zu untersuchenden Zielprotein, mit Trockenmilchpulverlösung, BSA-

Lösung oder Roti Block 1–2 h bei Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation der 

Membranen mit einem spezifischen Primärantikörper erfolgte über Nacht (bei 4 °C) 

(siehe 6.2, Tabelle 14). Überschüssiger Primärantikörper wurde in mehreren 

Waschschritten mit 1x TBST (= Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween 20) entfernt.  

  



44 

 

Anschließend wurde die Membran mit einem Sekundärantikörper (siehe 6.2, Tabelle 14), 

an den eine Horseradish Peroxidase (HRP) konjugiert war, inkubiert. In mehreren 

Waschschritten wurde ungebundener Sekundärantikörper entfernt und das Zielprotein 

mittels Chemilumineszenz visualisiert. Die an den Sekundärantikörper konjugierte HRP 

katalysiert die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form, deren Lumineszenz 

detektiert werden kann. 

 

Semiquantitative Auswertung des Western Blots 

Die Auswertung der Western Blots erfolgte mit Hilfe der Software Image Lab (Image 

Lab 5.0 build 18, Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland). Um den relativen 

Protein-Gehalt der Zielproteine zu bestimmen wurde auf den Gesamtprotein-Gehalt 

normalisiert. Hierfür wurde zunächst die UV-Gesamtprotein-Aufnahme der 

Nitrocellulose-Membran ausgewertet. Auf jeder Bahn (Lane) wurde ein Bereich 

ausgewählt, in dem das Ziel-Protein zu erwarten war (siehe Abbildung 16, U1–U17,  

U = unkown). Die ausgewählten Bereiche (U1–17) hatten jeweils die gleiche Größe und 

damit die gleiche Pixelanzahl. Anschließend wurde für die Berücksichtigung des 

Hintergrunds in Image Lab die Option global ausgewählt. Das bedeutet, dass ein Bereich 

der Nitrocellulose-Membran ausgewählt wird, der frei von Proteinen ist (Abbildung 16, 

Referenz-Lane) und dessen Pixel-Intensität als Referenz für die gesamte Membran 

verwendet wird. Die vom Programm bestimmte Pixel-Intensität der Referenz-Lane wurde 

von den Pixel-Intensitäten aller auf der Membran markierten Bereiche abgezogen. Die 

berechneten Werte wurden als adjustierte Werte vom Programm ausgegeben und für die 

weitere Auswertung verwendet. 
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Abbildung 16: Beispiel für die Auswertung der UV-Gesamtprotein-Aufnahme einer 

Nitrocellulose-Membran. U = unknown 

 

Die Auswertung der Chemilumineszenz-Aufnahme verlief analog. Die Option global 

wurde erneut für die weitere Auswertung ausgewählt. Als Referenz für den Hintergrund 

wurde dazu ein Bereich der Membran ausgewählt, in dem kein Protein detektiert wurde 

(siehe Abbildung 17, Referenz-Bande). Zudem wurde jede detektierte Protein-Bande 

markiert (siehe Abbildung 17, U1–U17, U = unkown), wobei diese Bereiche jeweils 

dieselbe Größe/Pixelanzahl hatten. Die vom Programm berechnete Pixel-Intensität der 

Referenz-Bande wurde von allen Pixel-Intensitäten der auf der Membran markierten 

Bereiche abgezogen. Die berechneten Werte wurden als adjustierte Werte vom Programm 

ausgegeben und für die weitere Auswertung verwendet. 
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Abbildung 17: Beispiel für die Auswertung der Chemilumineszenz-Aufnahme einer 

Nitrocellulose-Membran. U = unknown 

 

Die adjustierten Pixelintensitäten jeder einzelnen Probe wurden ins Verhältnis zur 

adjustierten Pixelintensität der entsprechenden Gesamtprotein-Lane gesetzt. Die ins 

Verhältnis-gesetzten adjustierten Pixelintensitäten der Proben wurden anschließend auf 

die Werte der entsprechenden Kontrollgruppe normalisiert. 

Die im Ergebnisteil dieser Arbeit gezeigten Western-Blot-Aufnahmen sind ausgewählte 

Beispiele für die jeweiligen Zielproteine. Ausschnitte der Chemilumineszenz-

Aufnahmen der Zielproteine sowie der entsprechenden Gesamtprotein-Aufnahmen sind 

im Anhang zu finden (siehe 6.3). 

 

 Serum- und Gewebe-ACE- bzw. -ACE2-Aktivität 

Die Serum- und Gewebe-ACE-Aktivität wurde mittels des ACEcolor Kits der Firma 

Fujirebio (siehe 6.2, Tabelle 15) bestimmt. Der Assay beruht auf einem kolorimetrischen 

Verfahren. Der zu untersuchenden Probe wird ein Substrat hinzugefügt, welches von 

ACE, aber auch von ACE2, umgewandelt werden kann. In weiteren Reaktionsschritten 

entsteht durch Oxidation und Kondensation des umgewandelten Substrates ein 

Chinonimin-Farbstoff, dessen Absorption bei 505 nm gemessen wird. Dabei steigt die 

Absorption proportional mit der Enzym-Aktivität. 
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Von dem mechanisch in flüssigem Stickstoff homogenisierten Nierengewebe wurden 

40 mg eingewogen und in 2 ml Maltosid-Puffer (siehe Tabelle 13) aufgenommen. Die 

Gewebeproben wurden mit einem gentle MACS Dissociator für 2 min homogenisiert. Die 

homogenisierten Proben inkubierten 40 min auf Eis und wurden anschließend bei 

Raumtemperatur und 5.000 g für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und bei 4 °C, 30 min und 21.000 g zentrifugiert. Der Überstand 

wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

Die Serum-Proben wurden nach 1:3 Verdünnung direkt eingesetzt. Der Assay wurde 

gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. 

Zu den verdünnten Serum-Proben bzw. unverdünnten Nierengewebeproben wurde 

jeweils das gleiche Volumen Substratlösung (10 mmol/l p-Hydroxybenzoyl-glycyl-L-

histidyl-L-leucin und 2,5 mmol/l 4-Aminoantipyrin) gegeben und 20 min bei 37 °C 

inkubiert. Parallel dazu wurde ein Leerteströhrchen (Leerprobe) vorbereitet, in das 

anstelle der Substratlösung Pufferlösung gegeben wurde, das aber ansonsten wie die 

Serum- und Gewebeproben behandelt wurde. Anschließend wurde die 15fache Menge an 

Entwicklerlösung (6,5 mmol/l Natriumtetroxoidat) hinzugegeben und 3 min bei 37 °C 

inkubiert. Die Absorption der Lösung wurde bei 505 nm gemessen. Die Enzym-Aktivität, 

die der Gesamtaktivität von ACE und ACE2 entspricht, wurde gemäß den Hersteller-

angaben mit folgender Formel berechnet: 

 

Enzym-Aktivität (mmol/min/ml) =
𝐴 − 𝐵

12.000
×

𝑉

𝑣
×

1

20
× 106  

Enzym-Aktivität (mmol/min/ml) =  (𝐴 − 𝐵) × 103,85 

 

A = Absorption der Probe 

B = Absorption der Leerprobe 

12.000 = molares Absorptionsvermögen des Chinonimim-Farbstoffs 

20 = 20 min Reaktionszeit 

V = Volumen der gesamten Assay-Mischung (315 µl) 

v = eingesetztes Probenvolumen (15 µl) 
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Für die Bestimmung der Einzelaktivitäten von ACE und ACE2 wurden die Proben erneut 

untersucht. Diesmal jedoch nach Vorbehandlung mit dem ACE-Inhibitor Lisinopril  

(10-6 M, 15 min bei 37 °C). Anschließend wurde der Assay wiederholt und wie oben 

beschrieben durchgeführt. 

Die Berechnung der Enzym-Aktivität erfolgte nach der oben aufgeführten Formel und 

entspricht in diesem Fall nur der ACE2-Aktivität. Für die Berechnung der ACE-Aktivität 

wurde die ACE2-Aktivität von der Gesamtaktivität abgezogen. 

 

 solid-phase Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

Die Konzentrationen von AGT, Renin, Ang(1-7) und Albumin in Urin-, Plasma- bzw. 

Gewebeproben wurden mittels solid-phase Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) bestimmt. Es wurden kommerziell erhältliche und für die Zielproteine 

spezifische Kits verwendet, die immer nach dem gleichen Prinzip durchgeführt wurden. 

Je Zielprotein und verwendetem Kit musste das Probenmaterial entsprechend vorbereitet 

werden. 

 

Prinzip eines solid-phase Sandwich ELISA 

Das in einer Probe nachzuweisende Antigen wird über einen spezifischen, an eine 

Mikrotiterplatte konjugierten Primärantikörper gebunden. Anschließend wird ein HRP-

gekoppelter Primärantikörper hinzugegeben, der spezifisch an das nachzuweisende 

Antigen bindet. Die Farbreaktion wird durch Zugabe eines Chromogens (Tetramethyl-

benzidin), welches durch HRP zu Diimin reduziert wird, gestartet. Die Quantifizierung 

des Antigens erfolgt nach Abstoppen der Farbreaktion durch Messung der Extinktion der 

Farblösung. Die Menge an gebundenem Antigen ist proportional zur Extinktion160 

(Tabelle 7). Die Quantifizierung erfolgt durch nicht-lineare Regression mittels parallel 

gemessener Standardkurve. 
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Tabelle 7: Kurzprotokoll der AGT-, Renin-, Ang(1-7)- und Albumin-ELISA 

Reagenzien 
Probe Standard Leerwert 

50–100 µl Probe 50–100 µl Standard 50–100 µl Puffer 

 Inkubation: 60–120 min, 37 °C, abgedeckt 

 Flüssigkeit entfernen 

Primärantikörper 50–100 µl 50–100 µl 50–100 µl 

 Inkubation: 60 min, 37 °C, abgedeckt 

 3–5x Waschen mit 200–300 µl Waschpuffer 

HRP-Konjugat 50–100 µl 50–100 µl 50–100 µl 

 Inkubation: 30–60 min, bei 37 °C, abgedeckt 

 5–6x Waschen mit 200–300 µl Waschpuffer 

Chromogen 50–90 µl 50–90 µl 50–90 µl 

 Inkubation: 10–15 min, bei 37 °C, abgedeckt 

Stopp-Lösung 50–90 µl 50–90 µl 50–90 µl 

 Messung der Extinktionen bei 450 nm 

AGT = Angiotensinogen, Ang(1-7) = Angiotensin (1-7), ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, 

HRP = Horseradish Peroxidase, Leerwert = nur Assay-Puffer 

 

Urin- und Plasma-Angiotensinogen-Konzentration 

Zur Quantifizierung von AGT im Urin und Plasma wurde der Mouse Angiotensinogen 

ELISA Kit (siehe 6.2, Tabelle 15) verwendet. Die Urin-Proben wurden 20 min bei 4 °C 

und 1.000 g zentrifugiert. Anschließend wurden die Urin- und Plasma-Proben mit Assay-

Puffer (Urin: 1:2, 1:5; Plasma: 1:20, 1:40) verdünnt. Zur Herstellung des Erststandards 

wurde lyophilisiertes AGT in Assay-Puffer gelöst (AGT-Konzentration = 40 ng/ml) und 

durch weitere Verdünnungsschritte gemäß den Herstellerangaben mit Assay-Puffer eine 

Standardreihe erstellt. Der Assay wurde nach Herstellerangaben durchgeführt (Tabelle 7). 
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Urin- und Gewebe-Renin-Konzentration 

Zur Quantifizierung von Renin im Urin wurde der Mouse Renin ELISA Kit von  

Cloud-Clone Corp. (siehe 6.2, Tabelle 15) verwendet. Die Urin-Proben wurden 20 min 

bei 4 °C und 1.000 g zentrifugiert und in 1x PBS verdünnt (1:4). Zur Herstellung des 

Erststandards wurde lyophilisiertes Renin in Assay-Puffer gelöst (Renin-Konzentration = 

1.000 pg/ml). Durch Verdünnung des Erststandards gemäß den Herstellerangaben mit 

Assay-Puffer wurden weitere Standardlösungen für eine Standardreihe erstellt. 

Zur Quantifizierung von Renin im Nierengewebe wurde der Mouse Renin ELISA Kit von 

Cusabio (siehe 6.2, Tabelle 15) verwendet. Das homogenisierte Gewebe wurde in 1x PBS 

(Gewebe, 100 mg/1 ml) aufgenommen. Um die Zellstruktur aufzubrechen, durchliefen 

die Gewebeproben zwei Gefrier-Auftau-Zyklen (bei -20 °C bzw. 22 °C) und wurden 

anschließend zentrifugiert (5 min, 4 °C, 5.000 g). Für die Assay-Durchführung wurden 

die Überstände mit Assay-Puffer (1:200) verdünnt. Lyophilisiertes Renin wurde in 

Assay-Puffer gelöst (Renin-Konzentration = 1.000 pg/ml) und diente als Erststandard. 

Durch Verdünnung des Erststandards mit Assay-Puffer wurden weitere Standard-

lösungen erstellt. 

Die Assays wurden nach Herstellerangaben durchgeführt (Tabelle 7). 

 

Gewebe-Ang(1-7)-Konzentration 

Zur Quantifizierung von Ang(1-7) im Nierengewebe wurde der Mouse Angiotensin 1-7 

(Ang1-7) ELISA Kit (siehe 6.2, Tabelle 15) verwendet. Das homogenisierte Gewebe 

wurde in 1x PBS (Gewebe, 100 mg/1 ml) aufgenommen. Um die Zellstruktur 

aufzubrechen, durchliefen die Gewebeproben zwei Gefrier-Auftau-Zyklen (bei -20 °C 

bzw. 22 °C) und wurden anschließend zentrifugiert (5 min, 4 °C, 5.000 g). Für die Assay-

Durchführung wurden die Überstände mit Assay-Puffer (1:20, 1:40) verdünnt. Zur 

Herstellung des Erststandards wurde lyophilisiertes Ang(1-7) in Assay-Puffer gelöst 

(Ang(1-7)-Konzentration = 400 pg/ml) und gemäß den Herstellerangaben eine 

Standardreihe erstellt. Die Assay-Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben  

(Tabelle 7). 
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Urin-Albumin-Konzentration 

Zur Quantifizierung von Albumin im Urin wurde der Albumin (Mouse) ELISA Kit  

(siehe 6.2, Tabelle 15) verwendet. Die Urin-Proben wurden 10 min bei 4 °C und 800 g 

zentrifugiert und in Assay-Puffer verdünnt (1:400, 1:2.000, 1:4.000). Zur Herstellung des 

Erststandards wurde lyophilisiertes Albumin in Assay-Puffer gelöst (Albumin-

Konzentration = 340 ng/ml). Durch Verdünnung des Erststandards mit Assay-Puffer 

wurden weitere Standardlösungen erstellt und der Assay wurde gemäß den 

Herstellerangaben durchgeführt (Tabelle 7). 

 

 Urin- und Serum- bzw. Plasma-Inulin-Konzentration 

Die Bestimmung der GFR erfolgte mittels Inulin-Clearance. Dazu musste die Inulin-

Konzentration in den Urin- und Serum- bzw. Plasma-Proben bestimmt werden, die am 

Ende der Modelletablierung und der Versuchsreihen I und II, wie unter 2.4.2 beschrieben, 

gewonnen wurden. 

Die Inulinbestimmung erfolgte photometrisch gemäß der Methode von Seliwanoff161
 

nach saurer Hydrolyse von Inulin und Farbreaktion mit Resorcinol. Dazu wurden die 

Urinproben verdünnt (1:20, 1:50), die Serum- bzw. Plasma-Proben jedoch unverdünnt 

eingesetzt. Die Standardreihen wurden je nach Medium in Rattenurin oder Rattenserum- 

bzw. -plasma aus einer Stammlösung (Inulin, 10 mg/ml destilliertes Wasser) angesetzt. 

Für die Proteinfällung wurden die Proben mit Trichloressigsäure (15 %) versetzt, 

gemischt und 4 min bei Raumtemperatur und 14.000 g zentrifugiert. Der Überstand 

wurde zur Analyse weiterverwendet.  

Nach Zugabe von Resorcinol und Salzsäure (37 %) wurden die Proben gemischt und 

25 min bei 80 °C inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch Absenken der Temperatur auf 

Eis gestoppt. Die Extinktion der Lösungen wurde bei 492 nm gemessen. Die 

Quantifizierung der Konzentration von Inulin in den Urin- und Serum- bzw. 

Plasmaproben erfolgte durch lineare Regression mittels parallel gemessener 

Standardkurve.  
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Die GFR, die der Inulin-Clearance entspricht, wurde mittels folgender Formel berechnet 

und auf das Nierengewicht bezogen: 

 

GFR = CInulin=
V̇ × [Inulin]Urin

[Inulin]Plasma bzw.Serum
 

GFR = glomeruläre Filtrationsrate 

CInulin = Inulin-Clearance 

V̇ = Urinzeitvolumen 

[Inulin]Urin = Urin-Inulin-Konzentration 

[Inulin]Plasma bzw. Serum = Plasma- bzw. Serum-Inulin-Konzentration 

 

2.6 Histologie 

Wie bereits unter 2.4.2 beschrieben wurde von jedem Versuchstier nach Perfusion des 

Kreislaufs mit PBS und Entnahme der Nieren eine halbe Niere für die histologischen 

Untersuchungen in Bouin-Lösung fixiert (24 h). Das fixierte Nierengewebe wurde 

dreimal mit Ethanol (70 %) gewaschen (je 1 h) und anschließend in Paraffin eingebettet. 

Es wurden 4 µm dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf positiv geladenen 

Objektträgern gelagert. Für die histologischen Färbungen wurden die Gewebeschnitte mit 

Xylol entparaffiniert und über eine absteigende Ethanolreihe (100–70 %) rehydriert. 

 

 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung wurde verwendet, um eine Übersicht über die 

verschiedenen Nierengewebeproben zu erhalten. Hämalaun färbt saure bzw. basophile 

Strukturen, wie den Zellkern, DNA und das raue endoplasmatische Retikulum, blau. 

Eosin färbt basische bzw. azidophile Strukturen wie Proteine, Mitochondrien und das 

glatte endoplasmatische Retikulum, rot. Die Gewebeschnitte wurden nach dem in  

Tabelle 8 angegebenen Protokoll erst mit Hämalaun und dann mit Eosin gefärbt. Im 

Anschluss an die Färbung wurden die Gewebeschnitte über eine aufsteigende 

Ethanolreihe (70–100 %) dehydriert und in Eukitt® (siehe Tabelle 16) eingebettet. 
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Tabelle 8: Färbeprotokoll – Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Zeit Substanz 

6 min Hämalaun 

10 min fließendes Leitungswasser 

3 min Eosin 

 

 Masson-Goldner-Trichrom-Färbung 

Die Masson-Goldner-Trichrom (MG)-Färbung wurde verwendet, um bindegewebige 

Veränderungen sichtbar zu machen. Dabei wurde nach dem in Tabelle 9 angegebenen 

Protokoll vorgegangen. Mit Eisenhämatoxylin nach Weigert wurden die Zellkerne 

braunschwarz angefärbt und mit Azophloxin Muskulatur und Zytoplasma rot. Mit 

Orange-G wurden Erythrozyten orangerot angefärbt und Lichtgrün wurde zur 

Grünfärbung bindegewebiger Strukturen verwendet. Zur Differenzierung zwischen den 

einzelnen Färbeschritten wurde Phosphorwolframsäure eingesetzt. Im Anschluss an die 

Färbung wurden die Gewebeschnitte über eine aufsteigende Ethanolreihe (70–100 %) 

dehydriert und in Eukitt® (siehe Tabelle 16) eingebettet. 

 

Tabelle 9: Färbeprotokoll – Masson-Goldner-Trichsrom-Färbung 

Zeit Substanz 

3 min Eisenhämatoxylin nach Weigert 

10 min fließendes Leitungswasser 

3 sec 0,5 % Phosphorwolframsäure 

 spülen in Aqua dest. 

5 min Azophloxin 

 spülen in 1 % Essigsäure 

1 min Phosphorwolframsäure-Orange G 

 spülen in 1 % Essigsäure 

3 min Lichtgrün 

 spülen in 1 % Essigsäure 
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 Periodic acid-Schiff reaction 

Mit der Periodic acid-Schiff reaction (PAS) werden kohlenhydrathaltige Komponenten, 

wie Glykoproteine, Glyko- und Phospholipide, Kollagen und Glykogen angefärbt. Die 

Färbung erfolgte gemäß dem in Tabelle 10 angegebenen Protokoll. Durch Perjodsäure 

oxidieren die freien Hydroxylgruppen der Saccharide zu Aldehydgruppen. Die im 

Schiff’schen Reagenz enthaltene Fuchsin-schwefelige Säure bildet mit den 

Aldehydgruppen rot-violette Komplexe. Zur Färbung der Zellkerne wurde Hämalaun 

verwendet. Im Anschluss an die Färbung wurden die Gewebeschnitte über eine 

aufsteigende Ethanolreihe (70–100 %) dehydriert und in Eukitt® (siehe Tabelle 16) 

eingebettet. 

 

Tabelle 10: Färbeprotokoll – Periodic acid-Schiff reaction 

Zeit Substanz 

15 min 2 % Natriummetabisulfid 

 spülen in Aqua dest. 

15 min 1 % Perjodsäure 

 spülen in Aqua dest. 

25 min Schiff’sches Reagenz 

5 min Schwefeldioxid-Wasser 

 Abgießen 

5 min Schwefeldioxid-Wasser 

30 min fließendes Leitungswasser 

5 min Hämalaun 

10 min fließendes Leitungswasser 
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2.7 Statistik 

 Stammbeschreibung und Modelletablierung 

Die renalen mRNA- und Protein-Gehalte verschiedener Komponenten des Renin-

Angiotensin-Systems (RAS), die Serum-ACE-Aktivität sowie die GFR werden als 

Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM) getrennt für Stamm bzw. Behandlung 

angegeben. Die optische Beurteilung der Daten ergab keine Normalverteilung, daher 

wurden Gruppenunterschiede zwischen den Wildtyp- und ACE-/--Mäusen bzw. zwischen 

behandelten und unbehandelten Wildtyp-Mäusen mittels nichtparametrischen Mann 

Whitney-U-Test auf statistische Signifikanz geprüft. Die graphische Darstellung der 

Werte als Mittelwert ± SEM erfolgt in Form von Balkendiagrammen. 

 

 Versuchsreihe I 

Die GFR, die renalen mRNA- und Protein-Gehalte verschiedener RAS-Komponenten, 

Enzym-Aktivitäten sowie die renale Ang(1-7)-Konzentration werden als Mittelwert ± 

SEM angegeben. Unterschiede zwischen mehr als zwei Gruppen, konkret zwischen den 

Mausstämmen und behandelten sowie unbehandelten Mäusen, wurden mittels 

zweifaktorieller Varianzanalyse (2way ANOVA) und anschließendem post-hoc-Test 

(Bonferroni korrigierter t-Test) auf statistische Signifikanz geprüft. Die graphische 

Darstellung der Werte als Mittelwert ± SEM erfolgt in Form von Balkendiagrammen. 

 

 Versuchsreihe II 

In Versuchsreihe II wurden die GFR sowie die renalen AGT- und Renin-Protein-Gehalte 

sowohl in der Kontroll- als auch in der AAI-Gruppe gemessen und als Mittelwert ± SEM 

angegeben. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann Whitney-U-Test auf statistische 

Signifikanz geprüft. Die graphische Darstellung der Werte als Mittelwert ± SEM erfolgt 

in Form von Balkendiagrammen. 
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Unterschiede zwischen der Kontroll- und AAI-Gruppe bezüglich der renalen Albumin-, 

AGT- oder Renin-Ausscheidung über den zeitlichen Verlauf des Versuchs wurden mittels 

zweifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholungen (repeated measures ANOVA) 

und anschließendem post-hoc-Test (Bonferroni korrigierter t-Test) auf statistische 

Signifikanz geprüft. Dabei wurde jeweils ein Test für die 1.–3. Messung und für die  

4.–7. Messung durchgeführt. Da weder die renale Albumin- noch die renale AGT- oder 

Renin-Ausscheidung normalverteilt waren, wurden die Variablen für die Berechnungen 

logarithmiert. Die Werte der renalen Albumin-, AGT- und Renin-Ausscheidung werden 

als Mittelwert ± SEM angegeben und in einem Liniendiagramm dargestellt. 

Die Plasma-AGT-Konzentration wird getrennt nach Kontroll- und AAI-Gruppe als 

Mittelwert ± SEM angegeben. Da die Werte nicht normalverteilt waren, wurden sie für 

die Berechnungen logarithmiert. Gruppenunterschiede wurden mittels Zweistichproben 

t-Test auf statistische Signifikanz geprüft. Die graphische Darstellung der Plasma-AGT-

Konzentration als Mittelwert ± SEM erfolgt in Form eines Balkendiagramms. 

Mögliche statistische Zusammenhänge zwischen zwei Parametern (z.B. zwischen der 

renalen Albumin-Ausscheidung und der GFR) wurden mittels Spearman Korrelations-

analysen untersucht. Die Ergebnisse der Korrelationsanalysen sind in Streudiagrammen 

dargestellt. 

 

Die statistische Signifikanz wurde bei allen Tests bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 

p < 0,05 für den Fehler erster Art angenommen. Die statistische Auswertung und 

Darstellung erfolgte mit GraphPad Prism 5.01 (®1992-2007 GraphPad Software Inc., La 

Jolla, CA, USA). 
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3 Ergebnisse 

3.1 Stammbeschreibung 

 Genotypisierung und Angiotensin-I-Konversionsenzym-Expression 

Um zu überprüfen, ob die ACE-/--Mäuse das Genkonstrukt tragen und für die 

Versuchsreihe I geeignet sind, wurde aus deren Schwanzspitzen DNA isoliert (siehe 2.5.1) 

und diese mittels qPCR und spezifischer Primer für ACE und das Genkonstrukt 

vervielfältigt (siehe 2.5.4). Die bei der qPCR entstandenen Produkte wurden anschließend 

mittels Agarosegel-Elektrophorese (siehe 2.5.5) nach Größe aufgetrennt. Abbildung 18 

zeigt ein Beispiel von zwei Agarosegel-Aufnahmen. Die oberen Banden zeigen die ACE-

PCR-Produkte und die unteren Banden die Genkonstrukt-PCR-Produkte von sechs 

verschiedenen Tieren (Abbildung 18, Proben 1–6). Ist nur die Bande für das ACE-PCR-

Produkt vorhanden, handelt es sich um eine Wildtyp-Maus (Abbildung 18, Proben 1–3). 

Sind sowohl die Bande für das ACE-PCR-Produkt als auch die Bande für das 

Genkonstrukt-PCR-Produkt vorhanden, handelt es sich um eine ACE-/--Maus  

(Abbildung 18, Proben 4–6). Bei allen, in dieser Arbeit als ACE-/--Maus bezeichneten 

Versuchstieren, wurde das Genkonstrukt mittels Agarosegel-Elektrophorese 

nachgewiesen. 

 

 

Abbildung 18: Agarosegel-Elektrophorese der quantitative real-time PCR-Produkte 

zum Nachweis des ACE-Gens und des Genkonstrukts bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen. 
ACE = Angiotensin-I-Konversionsenzym, ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3) 
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Um zu überprüfen, ob ACE-/--Mäuse tatsächlich eine verminderte bzw. fehlende ACE-

Expression zeigen, wurden der ACE-mRNA- und -Protein-Gehalt in verschiedenen 

Geweben von Wildtyp- und ACE-/--Mäusen bestimmt. 

Wie zu erwarten, waren die kardialen, pulmonalen und renalen ACE-mRNA-Gehalte bei 

ACE-/--Mäusen statistisch signifikant niedriger als bei Wildtyp-Mäusen (Abbildung 19A). 

Die verminderte ACE-Expression in diesen Geweben konnte auf Protein-Ebene bestätigt 

werden (Abbildung 19B), wobei die kardialen und pulmonalen ACE-Protein-Gehalte bei 

ACE-/--Mäusen unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Die Serum-ACE-Aktivität war bei 

ACE-/--Mäusen ebenfalls statistisch signifikant niedriger als bei Wildtyp-Mäusen 

(Abbildung 19C). 

Da bei ACE-/--Mäusen der ACE-Promotor unter die Kontrolle des Albumin-Promotors 

gestellt wurde (siehe 2.1.1), sollte ACE vor allem in Gewebe exprimiert werden, in dem 

Albumin exprimiert wird, wie der Leber. Dementsprechend waren der hepatische ACE-

mRNA- und -Protein-Gehalt bei ACE-/--Mäusen erwartungsgemäß statistisch signifikant 

höher als bei Wildtyp-Mäusen (Abbildung 19A, B). 
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Abbildung 19: Angiotensin-I-Konversionsenzym (ACE) in Herz-, Leber-, Lungen- und 

Nierengewebe sowie im Serum. A) ACE-mRNA normalisiert auf β-Aktin, B) ACE-

Protein normalisiert auf Gesamtprotein. Die kardialen und pulmonalen ACE-Protein-

Gehalte lagen bei ACE-/--Mäusen unterhalb der Nachweisgrenze. C) Serum-ACE-

Aktivität. ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3), ACE = Angiotensin-I-Konversionsenzym, n = 6–10 pro Gruppe, 

*p < 0,05, ***p < 0,0001 
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 Nierenmorphologie bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen 

Um zu untersuchen, ob unter basalen Bedingungen morphologische Unterschiede 

zwischen den Nieren der Wildtyp- und ACE-/--Mäuse bestehen, wurden diese 

makroskopisch begutachtet und histologisch untersucht. Die makroskopische 

Begutachtung der Nieren ergab keine Auffälligkeiten bei ACE-/--Mäusen im Vergleich zu 

Wildtyp-Mäusen. In der HE-Färbung, die vor allem einen strukturellen Überblick gibt, 

zeigten sich keine erkennbaren morphologischen Unterschiede der Nierengewebe von 

Wildtyp- und ACE-/--Mäusen. Die Glomeruli waren bei beiden Mausstämmen 

lichtmikroskopisch unauffällig (Abbildung 20A, D). Die PAS-Färbung zeigte bei 

Wildtyp- und ACE-/--Mäusen einen regelrechten Aufbau der membranösen Strukturen 

des Nierenparenchyms (Abbildung 20B, E). Die MG-Färbung zeigte keine Vermehrung 

des bindegewebigen Gerüstes der Nieren von ACE-/--Mäusen (Abbildung 20C, F). 
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 Wildtyp ACE-/- 

HE 

  

PAS 

  

MG 

  

Abbildung 20: Paraffinschnitte (40x Vergrößerung) der Nieren von A)–C) 

Wildtyp-Mäusen und D)–F) ACE-/--Mäusen; A) und D) Hämatoxylin-Eosin 

(HE)-Färbung, B) und E) Periodic acid-Schiff (PAS)-Färbung sowie  

C) und F) Masson-Goldner-Trichrom (MG)-Färbung. ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3) 
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 Hepatische und renale Angiotensinogen-Gehalte 

Da die genetische Veränderung der ACE-/--Mäuse einen Bestandteil des RAS betrifft, das 

ACE, wurde untersucht, ob die genetische Modifikation einen Einfluss auf die Expression 

verschiedener Komponenten des RAS bei ACE-/--Mäusen hat. AGT ist das Ausgangs-

protein des RAS, das sowohl in der Leber als auch in der Niere gebildet wird162. 

Um zu untersuchen, ob Veränderungen in der Expression des AGT bei ACE-/--Mäusen 

vorliegen, wurden der hepatische und der renale AGT-mRNA- bzw. -Protein-Gehalt bei 

Wildtyp- und ACE-/--Mäusen bestimmt. Sowohl der hepatische AGT-mRNA-Gehalt als 

auch der hepatische AGT-Protein-Gehalt waren bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen ähnlich 

(Abbildung 21A, B). Im Nierengewebe traten auf mRNA- oder Protein-Ebene ebenfalls 

keine statistisch signifikanten Unterschiede in der AGT-Expression zwischen den 

Mausstämmen auf (Abbildung 21A, B). 
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Abbildung 21: Angiotensinogen (AGT) in der Niere und der Leber. A) AGT-mRNA 

normalisiert auf β-Aktin, B) AGT-Protein normalisiert auf Gesamtprotein. ACE-/- = 

C57BL/6J-tm(ACE3/3), AGT = Angiotensinogen, n = 10 pro Gruppe, Es gab keine statistisch signifikanten 

Unterschiede zwischen den Mausstämmen. 
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 Renale Renin-Gehalte 

Die Protease Renin spaltet von AGT Ang I ab162. Um zu untersuchen, ob ACE-/--Mäuse 

eine veränderte Renin-Expression haben, wurden der renale Renin-mRNA- und -Protein-

Gehalt bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen bestimmt. Sowohl der renale Renin-mRNA-

Gehalt als auch der renale Renin-Protein-Gehalt waren bei ACE-/--Mäusen statistisch 

signifikant höher als bei Wildtyp-Mäusen (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: Renin in der Niere. A) Renin-mRNA normalisiert auf β-Aktin,  

B) Renin-Protein normalisiert auf Gesamtprotein. ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3),  

n = 6–10 pro Gruppe, **p < 0,01, ***p < 0,0001 

  



64 

 

3.2 Induktion eines chronischen Nierenschadens 

Um die Hypothesen der Versuchsreihen I und II zu testen, war es erforderlich einen 

chronischen Nierenschaden bei den Tieren zu induzieren, der schwerwiegend genug war, 

um ihn nachweisen zu können, aber kurzfristig nicht letal sein durfte. Basierend auf der 

Literatur89,91,92 wurden drei verschiedene Dosierungsschemata mit AAI getestet  

(siehe 2.2.1). Das Ausmaß des Nierenschadens wurde zunächst durch makroskopische 

Begutachtung der Nieren und in der Nierenhistologie untersucht (Abbildung 23). 

Die Behandlung von Wildtyp-Mäusen mit AAI (2,5 mg/kg KG, i.p. einmal wöchentlich 

für vier Wochen) führte zu einem Nierenschaden, der nur schwach ausgeprägt und für 

den Versuchszweck nicht ausreichend war. Die Nieren AAI-behandelter Wildtyp-Mäuse 

erschienen etwas heller als die Nieren unbehandelter Wildtyp-Mäuse. AAI führte zur 

Füllung der Lumina weniger Abschnitte des Tubulussystems mit Zellen oder 

Zelltrümmern. Das Epithel dieser Abschnitte schien etwas niedriger als bei 

unbehandelten Wildtyp-Mäusen zu sein. Die Lumina der Nierentubuli der Wildtyp-

Mäuse, die mit AAI behandelt worden waren, waren etwas weiter als die entsprechenden 

Lumina bei unbehandelten Wildtyp-Mäusen (Abbildung 23A, D).  

Die Gabe einer hohen Einmaldosis AAI (10 mg/kg KG, i.p.) führte innerhalb von  

3–4 Tagen zum Tod der Versuchstiere. Einige der solchermaßen behandelten Wildtyp-

Mäuse entwickelten einen Aszites. Die Nieren der AAI-behandelten Wildtyp-Mäuse 

waren wesentlich heller als die Nieren der unbehandelten Wildtyp-Mäuse. AAI führte zu 

nekrotischen Veränderungen im Tubulussystem, vor allem im proximalen Tubulus im 

Bereich des Markstrahls. Wie bereits bei den Wildtyp-Mäusen, die mit AAI,  

2,5 mg/kg KG, i.p. einmal wöchentlich für vier Wochen behandelt worden waren, waren 

die Lumina der Nierentubuli bei Wildtyp-Mäusen, die eine hohe Einmaldosis AAI 

(10 mg/kg KG, i.p.) erhalten hatten, weiter als bei den entsprechenden Kontrollmäusen 

(Abbildung 23B, D). 

Die Behandlung von Wildtyp-Mäusen mit AAI (3 mg/kg KG, i.p.) an jedem 3. Tag für 

sechs Wochen und anschließend sechs Wochen ohne Behandlung führte zu einem 

morphologisch auffälligen Nierenschaden. Die Nieren der AAI-behandelten Wildtyp-

Mäuse waren heller und kleiner als die Nieren der unbehandelten Wildtyp-Mäuse 

(Nierengewicht: 0,183 ± 0,016 g vs. 0,303 ± 0,040 g; *p = 0,016).  
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Bei der histologischen Untersuchung zeigten die Nieren der AAI-behandelten Tiere eine 

Vermehrung des interstitiellen Bindegewebes und partielle Ansammlungen freier 

Bindegewebszellen. Zusätzlich fielen morphologische Veränderungen am Tubulus-

system auf. Die Tubuli waren zum Teil defekt, in den Lumina fanden sich Zell-

ansammlungen und besonders die Pars convoluta der distalen Tubuli war häufig sehr stark 

erweitert (Abbildung 23C). 

 

AAI, 2,5 mg/kg KG, i.p. AAI, 10 mg/kg KG, i.p. 

  

AAI, 3 mg/kg KG, i.p. Vehikel, 10 ml/kg KG, i.p. 

  

Abbildung 23: Paraffinschnitte von Wildtyp-Mäusenieren (Periodic acid-Schiff-

Färbung, 20x–40x Vergrößerung). AAI = Aristolochiasäure I, i.p. = intraperitoneal, KG = 

Körpergewicht 

 

Aufgrund der geringen histologisch nachweisbaren Nierenschäden bei der geringsten 

AAI-Dosis und der hohen Letalität bei der höchsten AAI-Dosis wurden diese 

Behandlungsregime nicht weiter verwendet. 
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Da die Behandlung mit AAI, 3 mg/kg KG, i.p. an jedem 3. Tag für sechs Wochen und 

eine sich anschließende behandlungsfreie Phase von weiteren sechs Wochen zu 

histologisch nachweisbaren Nierenschäden führte, die Tiere aber keine weiteren 

offensichtlichen Beeinträchtigungen erlitten, wurden die Auswirkungen dieses 

Behandlungsschemas auf die Nierenfunktion genauer untersucht. Dazu wurde bei diesen 

Tieren die GFR bestimmt. Diese war nach sechswöchiger Behandlung und einer 

anschließend sechswöchigen behandlungsfreien Phase im Vergleich zu den 

unbehandelten Wildtyp-Mäusen statistisch signifikant herabgesetzt (Abbildung 24). 
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Abbildung 24: Glomeruläre Filtrationsrate. AAI = Aristolochiasäure I,  

GFR = glomeruläre Filtrationsrate, NG = Nierengewicht, n = 10 pro Gruppe, ***p = 0,0002 

 

Da das zuletzt verwendete Behandlungsschema zu einem für den Versuchszweck 

ausreichenden Nierenschaden führte, der sowohl durch eine veränderte Nieren-

morphologie als auch durch eine Abnahme der GFR nachweisbar war, wurde für alle 

folgenden Versuche dieses Behandlungsregime verwendet. 
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3.3 Versuchsreihe I 

In Versuchsreihe I wurde untersucht, ob ACE-/--Mäuse vor einem AAI-induzierten 

chronischen Nierenschaden geschützt sind. Weiterhin wurde untersucht, ob AAI zu 

Veränderungen verschiedener Komponenten des renalen RAS führt und ob an einem 

möglichen Schutz die renoprotektive ACE2/Ang(1-7)/MasR-Achse beteiligt ist. 

 

 Nierenmorphologie 

Das Ausmaß des AAI-induzierten, chronischen Nierenschadens wurde zunächst durch 

makroskopische Begutachtung der Nieren und in der Nierenhistologie untersucht. Die 

Nieren von unbehandelten Wildtyp- und ACE-/--Mäusen waren unauffällig und 

annähernd gleich groß (Nierengewicht: 0,387 ± 0,016 g vs. 0,380 ± 0,018 g; p > 0,05).  

AAI-behandelte Wildtyp-Mäuse hatten sehr helle Nieren, während die Nieren der AAI-

behandelten ACE-/--Mäuse rosig waren. Bei beiden Mausstämmen führte AAI zu einer 

Abnahme des Nierengewichts (Wildtyp-Mäuse: 0,387 ± 0,016 g vs. 0,215 ± 0,012 g; 

***p < 0,001; ACE-/--Mäuse: 0,380 ± 0,018 g vs. 0,230 ± 0,011 g; ***p < 0,001).  

Die histologischen Befunde waren bei unbehandelten Wildtyp- und ACE-/--Mäusen 

gleichermaßen unauffällig (Abbildung 25A, B, E, F, I, J). AAI-Behandlung führte vor 

allem bei den Wildtyp-Mäusen zu tubulären Schäden, die sich in der HE- und PAS-

Färbung durch weite Tubuluslumina und Zellverlust zeigten. Vereinzelt wurde eine 

Vergrößerung des glomerulären Kapsellumens beobachtet (Abbildung 25C, G). In der 

MG-Färbung waren Ansammlungen freier Bindegewebszellen im perivaskulären 

Bindegewebe sichtbar (Abbildung 25K). Bei den ACE-/--Mäusen traten in der HE- und 

PAS-Färbung keine erkennbaren Schäden am Tubulussystem oder an den Glomeruli auf 

(Abbildung 25D, H). In der MG-Färbung trat vereinzelt eine minimale Vermehrung des 

bindegewebigen Anteils auf (Abbildung 25L). 
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Abbildung 25: Paraffinschnitte von Mäusenieren (40x Vergrößerung). 

A)–D) Hämatoxylin-Eosin-Färbung, E)–H) Masson-Goldner-Trichrom-

Färbung, I)–L) Periodic acid-Schiff-Färbung. AAI = Aristolochiasäure I,  

ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3) 
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 Nierenfunktion bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen nach 

Aristolochiasäure-I-Behandlung 

Zur Überprüfung der Nierenfunktion wurde die GFR bestimmt. Die GFR war bei 

unbehandelten Mäusen in beiden Stämmen ähnlich. AAI führte bei Wildtyp-Mäusen zu 

einer statistisch signifikanten Abnahme der GFR auf weniger als die Hälfte des 

Ausgangswertes. Aufgrund der vorangegangenen Befunde aus der Etablierung des 

Modells zur Induktion eines chronischen Nierenschadens (siehe 3.2) war die statistisch 

signifikante Abnahme der GFR bei Wildtyp-Mäusen zu erwarten. Im Gegensatz dazu 

blieb die GFR bei ACE-/--Mäusen unter AAI-Behandlung praktisch unverändert 

(Abbildung 26). 
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Abbildung 26: Glomeruläre Filtrationsrate. AAI = Aristolochiasäure I, ACE-/- =  

C57BL/6J-tm(ACE3/3), GFR = glomeruläre Filtrationsrate, NG = Nierengewicht, n = 6–8 pro Gruppe,  

2way ANOVA: Behandlung p < 0,05; Stamm p < 0,01; Interaktion p < 0,05; Bonferroni Post-hoc-Test:  

**p < 0,01 Wildtyp AAI vs. Wildtyp Vehikel; #p = 0,0003 ACE-/- AAI vs. Wildtyp AAI 
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 Renale Angiotensinogen-Gehalte nach Aristolochiasäure-I-

Behandlung 

Um zu untersuchen, ob AAI die renale AGT-Expression bei Wildtyp- und  

ACE-/--Mäusen beeinflusst, wurden in beiden Mausstämmen der renale AGT-mRNA- 

und -Protein-Gehalt bestimmt. 

In Übereinstimmung mit den bei der Stammbeschreibung (siehe 3.1.2) erhobenen Daten 

wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der AGT-Expression auf mRNA- 

oder Protein-Ebene zwischen unbehandelten Wildtyp- und ACE-/--Mäusen detektiert 

(Abbildung 27A, B). AAI bewirkte keine statistisch signifikanten Veränderungen des 

renalen AGT-mRNA-Gehaltes bei Wildtyp-Mäusen oder bei ACE-/--Mäusen  

(Abbildung 27A). Der renale AGT-Protein-Gehalt blieb bei Wildtyp-Mäusen nach AAI-

Behandlung ebenfalls unverändert (Abbildung 27B). Im Gegensatz dazu führte AAI bei 

ACE-/--Mäusen zu einem statistisch signifikanten Anstieg des renalen AGT-Protein-

Gehaltes (Abbildung 27B). 
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Abbildung 27: Angiotensinogen (AGT) in der Niere. A) AGT-mRNA normalisiert auf 

β-Aktin, B) AGT-Protein normalisiert auf Gesamtprotein. AAI = Aristolochiasäure I,  

ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3), AGT = Angiotensinogen, n = 6–10 pro Gruppe, 2way ANOVA:  

A) Behandlung p > 0,05; Stamm p > 0,05; Interaktion p < 0,001; B) Behandlung p < 0,0001;  

Stamm p > 0,05; Interaktion p > 0,05;Bonferroni Post-hoc-Test: ***p < 0,0001 ACE-/- AAI vs. ACE-/- 

Vehikel 
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 Renale Renin-Gehalte nach Aristolochiasäure-I-Behandlung 

Der Einfluss von AAI auf die renale Renin-Expression bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen 

wurde ebenfalls untersucht und die renalen Renin-mRNA- und -Protein-Gehalte 

bestimmt. Der renale Renin-mRNA-Gehalt war, in Übereinstimmung mit den Daten aus 

der Stammbeschreibung (siehe 3.1.4, Abbildung 22), bei unbehandelten ACE-/--Mäusen 

statistisch signifikant höher als bei unbehandelten Wildtyp-Mäusen und blieb nach AAI-

Behandlung bei beiden Mausstämmen nahezu unverändert (Abbildung 28A). Dagegen 

war der renale Renin-Protein-Gehalt bei unbehandelten Wildtyp- und ACE-/--Mäusen 

ähnlich (Abbildung 28B) und veränderte sich bei Wildtyp-Mäusen auch nach AAI-

Behandlung nicht statistisch signifikant (Abbildung 28B). Bei ACE-/--Mäusen führte AAI 

zu einem statistisch signifikanten Anstieg des renalen Renin-Protein-Gehaltes 

(Abbildung 28B). 
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Abbildung 28: Renin in der Niere. A) Renin-mRNA normalisiert auf β-Aktin,  

B) Renin-Protein normalisiert auf Gesamtprotein. AAI = Aristolochiasäure I, ACE-/- = 

C57BL/6J-tm(ACE3/3), n = 6–10 pro Gruppe, 2way ANOVA: A) Behandlung p > 0,05; Stamm p < 0,001; 

Interaktion p > 0,05; B) Behandlung p < 0,001; Stamm p < 0,001; Interaktion p < 0,05; Bonferroni Post-

hoc-Test: ***p < 0,0001 ACE-/- AAI vs. ACE-/- Vehikel; #p = 0,0002 ACE-/- Vehikel vs. Wildtyp Vehikel; 

##p = 0,0082 ACE-/- AAI vs. Wildtyp AAI 
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 Renale Angiotensin-I-Konversionsenzym-Gehalte nach 

Aristolochiasäure-I-Behandlung 

Da die genetische Veränderung bei ACE-/--Mäusen das ACE betrifft, wurde zusätzlich 

untersucht, ob AAI die renale ACE-Expression bei Wildtyp- oder ACE-/--Mäusen 

beeinflusst. Der renale ACE-mRNA-Gehalt war bei unbehandelten ACE-/--Mäusen 

erwartungsgemäß stark reduziert (Abbildung 29A). AAI führte bei Wildtyp-Mäusen zu 

einer starken Abnahme des renalen ACE-mRNA-Gehaltes, während die Substanz bei 

ACE-/--Mäusen keine statistisch signifikante Veränderung des ohnehin niedrigen renalen 

ACE-mRNA-Gehaltes bewirkte (Abbildung 29A). Der renale ACE-Protein-Gehalt war 

bei unbehandelten ACE-/--Mäusen erwartungsgemäß statistisch signifikant niedriger als 

bei unbehandelten Wildtyp-Mäusen. Entsprechend dem renalen ACE-mRNA-Gehalt 

führte AAI zu einer starken Abnahme des renalen ACE-Protein-Gehaltes bei Wildtyp-

Mäusen, nicht jedoch bei ACE-/--Mäusen (Abbildung 29B). 

Die Serum-ACE-Aktivität war in beiden Mausstämmen mit und ohne AAI-Behandlung 

ähnlich (Abbildung 29C). Die renale ACE-Aktivität war bei unbehandelten Wildtyp-

Mäusen statistisch signifikant höher als bei ACE-/--Mäusen. AAI führte zu einer 

statistisch signifikanten Abnahme der renalen ACE-Aktivität auf ungefähr die Hälfte des 

Ausgangswertes bei Wildtyp-Mäusen während die renale ACE-Aktivität bei  

ACE-/--Mäusen unverändert blieb (Abbildung 29D). 
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Abbildung 29: Angiotensin-I-Konversionsenzym (ACE) in der Niere und im Serum.  

A) ACE-mRNA normalisiert auf β-Aktin, B) ACE-Protein normalisiert auf 

Gesamtprotein, C) Serum-ACE-Aktivität, D) ACE-Aktivität in der Niere. AAI = 

Aristolochiasäure I, ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3), ACE = Angiotensin-I-Konversionsenzym,  

n = 6–8 pro Gruppe, 2way ANOVA: A) Behandlung p < 0,01; Stamm p < 0,0001; Interaktion p < 0,001; 

B) Behandlung p < 0,05; Stamm p < 0,001; Interaktion p > 0,05; C) Behandlung p > 0,05;  

Stamm p < 0,05; Interaktion p > 0,05; D) Behandlung p < 0,01; Stamm p < 0,0001; Interaktion p < 0,01; 

Bonferroni Post-hoc-Test: *p < 0,05 und ***p < 0,001 Wildtyp AAI vs. Wildtyp Vehikel; #p < 0,05  

ACE-/- Vehikel vs. Wildtyp Vehikel; ##p = 0,0121 ACE-/- AAI vs. Wildtyp AAI 
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 Renale Angiotensin-I-Konversionsenzym-2-Gehalte nach 

Aristolochiasäure-I-Behandlung 

Ziel dieser Arbeit war, zu testen, ob ACE-/--Mäuse vor einem chronischen Nierenschaden 

geschützt sind und wenn ja, ob die renoprotektive ACE2/Ang(1-7)/MasR-Achse an einem 

möglichen Schutz beteiligt ist. Wie unter 3.3.2 beschrieben, führte AAI bei Wildtyp-

Mäusen, aber nicht bei ACE-/--Mäusen, zu einem chronischen Nierenschaden. Um zu 

untersuchen, ob die ACE2/Ang(1-7)/MasR-Achse möglicherweise an diesem Schutz 

beteiligt ist, wurden bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen zunächst der renale ACE2-mRNA- 

und -Protein-Gehalt bestimmt. 

Der renale ACE2-mRNA-Gehalt war bei unbehandelten Wildtyp- und ACE-/--Mäusen 

ähnlich. AAI führte weder bei Wildtyp- noch bei ACE-/--Mäusen zu statistisch 

signifikanten Veränderungen des renalen ACE2-mRNA-Gehaltes (Abbildung 30A). 

Dagegen war der renale ACE2-Protein-Gehalt bei unbehandelten ACE-/--Mäusen 

statistisch signifikant höher als bei unbehandelten Wildtyp-Mäusen (Abbildung 30B). 

AAI führte bei Wildtyp-Mäusen zu einer statistisch signifikanten Abnahme des renalen 

ACE2-Protein-Gehaltes auf weniger als die Hälfte des Ausgangswertes. Bei  

ACE-/--Mäusen führte AAI ebenfalls zu einer statistisch signifikanten Abnahme des 

renalen ACE2-Protein-Gehaltes, allerdings nur um ca. 40 % (Abbildung 30B). 

Aufgrund fehlenden Probenmaterials konnte die Serum-ACE2-Aktivität nur bei  

ACE-/--Mäusen bestimmt werden. AAI führte zu keiner statistisch signifikanten 

Veränderung der Serum-ACE2-Aktivität bei ACE-/--Mäusen (Abbildung 30C). Die renale 

ACE2-Aktivität lag sowohl bei Wildtyp- als auch bei ACE-/--Mäusen unterhalb der 

Nachweisgrenze. 
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Abbildung 30: Angiotensin-I-Konversionsenzym 2 (ACE2) in der Niere und im Serum. 

A) ACE2-mRNA normalisiert auf β-Aktin, B) ACE2-Protein normalisiert auf 

Gesamtprotein, C) Serum-ACE2-Aktivität. AAI = Aristolochiasäure I, ACE-/- =  

C57BL/6J-tm(ACE3/3), ACE2 = Angiotensin-I-Konversionsenzym 2, n = 7–10 pro Gruppe, 2way ANOVA:  

A) Behandlung p > 0,05; Stamm p > 0,05; Interaktion p > 0,05; B) Behandlung p < 0,0001;  

Stamm p < 0,001; Interaktion p > 0,05; Bonferroni Post-hoc-Test: *p < 0,05 Wildtyp AAI vs. Wildtyp 

Vehikel; **p < 0,01 ACE-/- AAI vs. ACE-/- Vehikel; #p = 0,0046 ACE-/- Vehikel vs. Wildtyp Vehikel 
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 Renale Angiotensin-(1-7)-Konzentration nach Aristolochiasäure-I-

Behandlung 

Neben der renalen ACE2-Expression wurde als weiterer Bestandteil der  

ACE2/Ang(1-7)/MasR-Achse die renale Ang(1-7)-Konzentration bei Wildtyp- und  

ACE-/--Mäusen bestimmt. Die renale Ang(1-7)-Konzentration war bei unbehandelten 

Wildtyp- und ACE-/--Mäusen ähnlich. AAI führte bei ACE-/--Mäusen, nicht jedoch bei 

Wildtyp-Mäusen zu einer statistisch signifikanten Zunahme der renalen Ang(1-7)-

Konzentration auf ungefähr das Dreifache des Ausgangswertes (Abbildung 31). 
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Abbildung 31: Renale Angiotensin-(1-7)-Konzentration. AAI = Aristolochiasäure I, ACE-/- = 

C57BL/6J-tm(ACE3/3), Ang(1-7) = Angiotensin (1-7), n = 7 pro Gruppe, 2way ANOVA:  

Behandlung p < 0,05; Stamm p > 0,05; Interaktion p > 0,05; Bonferroni Post-hoc-Test: *p < 0,05 ACE-/- 

AAI vs. ACE-/- Vehikel 
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 Renale Mas-Rezeptor-Gehalte nach Aristolochiasäure-I-Behandlung 

Da durch Aktivierung des MasR renoprotektive Effekte vermittelt werden können94-101, 

wurden bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen der renale MasR-mRNA- und -Protein-Gehalt 

bestimmt. Der renale MasR-mRNA-Gehalt war bei unbehandelten Wildtyp- und  

ACE-/--Mäusen ähnlich und veränderte sich auch nach AAI-Behandlung nicht statistisch 

signifikant (Abbildung 32A). Der renale MasR-Protein-Gehalt war bei unbehandelten 

ACE-/--Mäusen statistisch signifikant höher als bei Wildtyp-Mäusen. AAI führte bei 

Wildtyp- und ACE-/--Mäusen zu einer Zunahme des renalen MasR-Protein-Gehaltes, die 

jedoch nur bei Wildtyp-Mäusen statistisch signifikant war (Abbildung 32B). 

 

A B 

Wildtyp ACE
-/-

0,0

0,5

1,0

1,5

re
la

ti
ve

r 
M

as
R

-m
R

N
A

-G
e
h
al

t

 
Wildtyp ACE

-/-
0

1

2

3

*

#

re
la

ti
ve

r 
M

as
R

-P
ro

te
in

-G
e
h
al

t

 

 

Abbildung 32: Mas-Rezeptor (MasR) in der Niere. A) MasR-mRNA normalisiert auf 

β-Aktin, B) MasR-Protein normalisiert auf Gesamtprotein. AAI = Aristolochiasäure I,  

ACE-/- = C57BL/6J-tm(ACE3/3), MasR = Mas-Rezeptor, n = 6–10 pro Gruppe, 2way ANOVA:  

A) Behandlung p > 0,05; Stamm p > 0,05; Interaktion p > 0,05; B) Behandlung p < 0,01;  

Stamm p < 0,05; Interaktion p > 0,05; Bonferroni Post-hoc-Test: *p < 0,05 Wildtyp AAI vs. Wildtyp Vehikel; 

#p = 0,0346 ACE-/- Vehikel vs. Wildtyp Vehikel 

  



79 

 

3.4 Versuchsreihe II 

In Versuchsreihe II wurde untersucht, ob die renale AGT- und Renin-Ausscheidung als 

potenzielle Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines AAI-induzierten, chronischen 

Nierenschadens bei Mäusen geeignet sind. 

 

 Nierenmorphologie 

In Versuchsreihe II wurden Wildtyp-Mäuse mit dem Vehikel (Kontrollgruppe) bzw. AAI 

(AAI-Gruppe) zur Induktion eines chronischen Nierenschadens, wie unter 2.2.1 

beschrieben, behandelt und in regelmäßigen Abständen in Stoffwechselkäfigen gehalten. 

Zu vorher festgelegten Zeitpunkten (siehe 2.3.2) wurden Urin-Proben für biochemische 

Untersuchungen gesammelt und analysiert. Am letzten Tag des Versuchs wurde die 

Nierenfunktion mittels Inulin-Clearance bestimmt und im Anschluss daran die Nieren 

entnommen, um unter anderem die Morphologie der Nieren zu untersuchen  

(siehe 2.3.2). 

Die Nieren der Mäuse der AAI-Gruppe waren wesentlich heller und leichter 

(Nierengewicht: 0,213 ± 0,006 g vs. 0,291 ± 0,008 g; ***p < 0,0001) als die Nieren der 

Kontrollgruppe. Die Nieren der Kontrollgruppe zeigten keine morphologischen 

Veränderungen (Abbildung 33A, B, C). AAI führte zu einem morphologisch auffälligen 

Nierenschaden. Die Nierenhistologie zeigte eine Vermehrung des interstitiellen 

Bindegewebes und partielle Ansammlungen freier Bindegewebszellen  

(Abbildung 33D, E, F). Wie bereits bei der Modelletablierung (siehe 3.2) und in 

Versuchsreihe I (3.3.1) führte AAI zu morphologischen Veränderungen am Tubulus-

system. Die Tubuli waren zum Teil defekt, in den Lumina fanden sich Zellansammlungen 

und besonders die Pars convoluta der distalen Tubuli war häufig stark erweitert 

(Abbildung 33D, E, F). 

  



80 

 

 Vehikel AAI 

HE 

  

PAS 

  

MG 

  

Abbildung 33: Paraffinschnitte von Mäusenieren (40x Vergrößerung).  

A)und D) Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung, B) und E) Periodic acid-Schiff 

(PAS)-Färbung sowie C) und F) Masson-Goldner-Trichrom (MG)-Färbung. 
AAI = Aristolochiasäure I 
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 Überprüfung der Nierenfunktion 

Zur Überprüfung der Nierenfunktion wurde bei den Mäusen der Kontroll- und AAI-

Gruppe die GFR mittels Inulin-Clearance bestimmt. Wie bereits bei der Etablierung des 

Modells zur Induktion eines chronischen Nierenschadens (siehe 3.2), führte AAI bei den 

Mäusen erwartungsgemäß zu einer statistisch signifikanten Abnahme der GFR 

(Abbildung 34). 
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Abbildung 34: Glomeruläre Filtrationsrate. AAI = Aristolochiasäure I,  

GFR = glomeruläre Filtrationsrate, NG = Nierengewicht, n = 8–10 pro Gruppe, **p < 0,01 

 

 Renale Albumin-Ausscheidung 

Für die Bestimmung der renalen Albumin-Ausscheidung wurden die Urin-Proben der 

Kontroll- und AAI-Gruppe, die an sieben verschiedenen Zeitpunkten entnommen wurden, 

analysiert.  

Während der AAI-Behandlung war die renale Albumin-Ausscheidung in der AAI-

Gruppe statistisch signifikant höher als in der Kontrollgruppe (Abbildung 35). Dabei war 

die renale Albumin-Ausscheidung in der AAI-Gruppe bereits an Tag 4 (1. Messtag) ca. 

55-mal höher als in der Kontrollgruppe. Nach Beendigung der Behandlung nahm die 

renale Albumin-Ausscheidung in der AAI-Gruppe deutlich ab, blieb jedoch während des 

gesamten Beobachtungszeitraums statistisch signifikant höher als in der Kontrollgruppe. 

Am Ende des Versuchs (7. Messtag, Tag 94) war die renale Albumin-Ausscheidung in 

der AAI-Gruppe nur noch ca. 3,5-mal so hoch wie in der Kontrollgruppe.  
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Abbildung 35: Die renale Albumin-Ausscheidung bei Mäusen. AAI = Aristolochiasäure I,  

n = 10 pro Gruppe, 2way ANOVA mit Messwiederholung: 1.–3. Messung: Zeit p > 0,05;  

Behandlung p < 0,0001;Interaktion p > 0,05; Bonferroni Post-hoc-Test: ***p < 0,001; 4.–7. Messung: 

Zeit p < 0,0001; Behandlung p < 0,0001; Interaktion p < 0,0001; Bonferroni Post-hoc-Test:  

***p < 0,001; **p < 0,01 
 

Die renale Albumin-Ausscheidung gilt als Marker für einen defekten glomerulären Filter9. 

Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die renale Albumin-Ausscheidung mit der GFR 

korreliert. Die renale Albumin-Ausscheidung korrelierte schwach negativ mit der GFR, 

allerdings war diese Korrelation nicht statistisch signifikant (Abbildung 36). 
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Abbildung 36: Korrelation zwischen der renalen Albumin-Ausscheidung und der 

glomerulären Filtrationsrate. AAI = Aristolochiasäure I, GFR = glomeruläre Filtrationsrate,  

NG = Nierengewicht, n = 9 pro Gruppe 



83 

 

 Renale Angiotensinogen-Ausscheidung 

Dieselben Urin-Proben, die zur Bestimmung der renalen Albumin-Ausscheidung 

verwendet wurden, wurden auch zur Bestimmung der renalen AGT-Ausscheidung 

herangezogen.  

An Tag 4 (1. Messtag) des Beobachtungszeitraums war die renale AGT-Ausscheidung in 

der AAI-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht statistisch signifikant verändert 

(Abbildung 37). Im weiteren Verlauf der AAI-Behandlung nahm die renale AGT-

Ausscheidung auf das ca. 90fache zu. Nach Beendigung der Behandlung nahm die renale 

AGT-Ausscheidung deutlich ab und blieb während des gesamten Beobachtungszeitraums 

statistisch signifikant höher als in der Kontrollgruppe. Am Ende des Versuchs (7. Messtag, 

Tag 94) war die renale AGT-Ausscheidung in der AAI-Gruppe noch ca. 60-mal so hoch 

wie in der Kontrollgruppe. In der Kontrollgruppe blieb die renale AGT-Ausscheidung 

während des gesamten Versuchs unverändert niedrig und nur knapp über der 

Nachweisgrenze. 
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Abbildung 37: Die renale Angiotensinogen-Ausscheidung bei Mäusen. AAI = 

Aristolochiasäure I, n = 10 pro Gruppe, 2way ANOVA mit Messwiederholung:  

1.–3. Messung: Zeit p < 0,0001; Behandlung p < 0,0001;Interaktion p < 0,0001; Bonferroni Post-hoc-Test: 

***p < 0,001; 4.–7. Messung: Zeit p < 0,001; Behandlung p < 0,0001; Interaktion p < 0,0001; Bonferroni 

Post-hoc-Test: ***p < 0,001 
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Wie oben beschrieben (siehe 3.4.2) war die GFR in der AAI-Gruppe statistisch signifikant 

niedriger als in der Kontrollgruppe. Daher wurde untersucht, ob die renale AGT-

Ausscheidung am letzten Versuchstag mit der GFR korreliert. Die renale AGT-

Ausscheidung korrelierte negativ mit der GFR (Abbildung 38A). Außerdem korrelierte 

die renale AGT-Ausscheidung positiv mit der renalen Albumin-Ausscheidung 

(Abbildung 38B). Beide Korrelationen waren statistisch signifikant. 

 

Abbildung 38: Korrelation zwischen A) der renalen AGT-Ausscheidung und der 

glomerulären Filtrationsrate sowie zwischen B) der renalen AGT-Ausscheidung und 

der renalen Albumin-Ausscheidung. AAI = Aristolochiasäure I, AGT = Angiotensinogen, GFR = 

glomeruläre Filtrationsrate, NG = Nierengewicht, n = 9 pro Gruppe 
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Ähnlich wie in Versuchsreihe I wurde am Ende des Versuchs der renale AGT-Protein-

Gehalt bestimmt. AAI führte nicht nur zu einer Zunahme der renalen AGT-Ausscheidung 

(Abbildung 37), sondern auch zu einer statistisch signifikanten Zunahme des renalen 

AGT-Protein-Gehaltes (Abbildung 39). Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen der 

Versuchsreihe I (siehe 3.3.3) überein. 
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Abbildung 39: Angiotensinogen (AGT) in der Niere. AGT-Protein 

normalisiert auf Gesamtprotein. AAI = Aristolochiasäure I, AGT = Angiotensinogen, 

n = 10 pro Gruppe, **p < 0,01 
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Am letzten Versuchstag wurde zur Bestimmung der Plasma-AGT-Konzentration, wie 

unter 2.4.1 beschrieben, eine Blutprobe für laborchemische Analysen entnommen. Die 

Plasma-AGT-Konzentration war in der AAI-Gruppe statistisch signifikant höher als in 

der Kontrollgruppe (Abbildung 40A). Die renale AGT-Ausscheidung korrelierte 

statistisch signifikant positiv mit der Plasma-AGT-Konzentration (Abbildung 40B). 
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Abbildung 40: A) Plasma-Angiotensinogen (AGT)-Konzentration bei Wildtyp-Mäusen, 

B) Korrelation zwischen der renalen AGT-Ausscheidung und der Plasma-AGT-

Konzentration. AAI = Aristolochiasäure I, AGT = Angiotensinogen, n = 10 pro Gruppe, *p < 0,05 
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Da AAI zu einer Zunahme der Plasma-AGT-Konzentration führte, wurde getestet, ob 

eine vermehrte hepatische AGT-Bildung dem zugrunde liegen könnte und der hepatische 

AGT-mRNA- und -Protein-Gehalt bestimmt. AAI führte bei den Mäusen jedoch zu 

keiner Veränderung des hepatischen AGT-mRNA- oder -Protein-Gehaltes  

(Abbildung 41A, B). 
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Abbildung 41: Angiotensinogen (AGT) in der Leber. A) AGT-mRNA normalisiert auf 

β-Aktin, B) AGT-Protein normalisiert auf Gesamtprotein. AAI = Aristolochiasäure I,  

AGT = Angiotensinogen, n = 10 pro Gruppe, p > 0,05 
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 Renale Renin-Ausscheidung 

Für die Bestimmung der renalen Renin-Ausscheidung wurden die gleichen Urin-Proben, 

wie unter 3.4.3 und 3.4.4 beschrieben, verwendet.  

An Tag 4 (1. Messtag) der AAI-Behandlung war die renale Renin-Ausscheidung, wie die 

renale AGT-Ausscheidung, im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht statistisch signifikant 

verändert (Abbildung 42). Im weiteren Verlauf der Behandlung stieg die renale Renin-

Ausscheidung sowohl in der AAI- als auch in der Kontrollgruppe an und war während 

der AAI-Behandlung statistisch signifikant höher als in der Kontrollgruppe. Nach 

Beendigung der AAI-Behandlung fiel die renale Renin-Ausscheidung auf das Niveau der 

Renin-Ausscheidung in der Kontrollgruppe. Allerdings kam es am Ende des Versuchs  

(7. Messtag, Tag 94) in der AAI-Gruppe noch einmal zu einem statistisch signifikanten 

Anstieg der renalen Renin-Ausscheidung. 
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Abbildung 42: Die renale Renin-Ausscheidung bei Mäusen. AAI = Aristolochiasäure I,  

n = 10 pro Gruppe, 2way ANOVA mit Messwiederholung: 1.–3. Messung: Zeit p < 0,0001;  

Behandlung p < 0,01;Interaktion p > 0,05; Bonferroni Post-hoc-Test: *p < 0,05; 4.–7. Messung:  

Zeit p < 0,001; Behandlung p > 0,05; Interaktion p > 0,05; Bonferroni Post-hoc-Test: **p < 0,01 
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Wie für die renale AGT-Ausscheidung (siehe 3.4.4, Abbildung 38) wurde auch für die 

renale Renin-Ausscheidung untersucht, ob eine Korrelation mit der GFR und der renalen 

Albumin-Ausscheidung besteht. Die renale Renin-Ausscheidung korrelierte schwach 

negativ mit der GFR (Abbildung 43A). Allerdings war diese Korrelation nicht statistisch 

signifikant. Die renale Renin-Ausscheidung korrelierte dagegen statistisch signifikant 

positiv mit der renalen Albumin-Ausscheidung (Abbildung 43B). 
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Abbildung 43: Korrelation zwischen A) der renalen Renin-Ausscheidung und der 

glomerulären Filtrationsrate sowie zwischen B) der renalen Renin-Ausscheidung und 

der renalen Albumin-Ausscheidung. AAI = Aristolochiasäure I, GFR = glomeruläre 

Filtrationsrate, NG = Nierengewicht, n = 9 pro Gruppe 
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Wie in Versuchsreihe I (siehe 3.3.4) wurde am Ende des Versuchs der renale Renin-

Protein-Gehalt bestimmt. Dieser war in der AAI-Gruppe statistisch signifikant höher als 

in der Kontrollgruppe (Abbildung 44). 
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Abbildung 44: Renin in der Niere. Renin-Protein normalisiert auf 

Gesamtprotein. AAI = Aristolochiasäure I, n = 10 pro Gruppe, *p < 0,05 
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4 Diskussion 

In der Versuchsreihe I wurde untersucht, ob genetisch veränderte Mäuse mit einer 

verminderten renalen ACE-Expression vor einem experimentell induzierten chronischen 

Nierenschaden geschützt sind und wenn ja, welche molekularen Mechanismen diesem 

Schutz zugrunde liegen könnten. Hintergrund dieser Hypothese ist die bekanntermaßen 

wichtige Rolle des lokalen, renalen Renin-Angiotensin-Systems (RAS) bei der 

Entwicklung einer chronischen Nierenkrankheit62,63,65,68,84,85,163,164. Für die vorliegende 

Arbeit stand mit den ACE-/--Mäusen ein Tiermodell zur Verfügung, bei dem die 

Transkription des ACE-Gens unter der Kontrolle des Albumin-Promotors steht. Da die 

Transkription des ACE-Gens bei ACE-/--Mäusen unter die Kontrolle des Albumin-

Promotors gestellt worden war, wurde eine deutliche Verminderung der ACE-Expression 

in den untersuchten, extrahepatischen Geweben sowie eine gesteigerte ACE-Expression 

in der Leber im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen erwartet. 

 

4.1 Stammbeschreibung 

Wie erwartet, war die ACE-Expression in allen untersuchten Geweben, mit Ausnahme 

der Leber, also im Herzen, in der Lunge und in der Niere, sowohl auf mRNA- als auch 

auf Protein-Ebene stark vermindert bzw. lag unterhalb der Nachweisgrenze (siehe 3.1.1, 

Abbildung 19A, B). In der Niere, dem Zielorgan der vorliegenden Arbeit, waren der 

ACE-mRNA- und -Protein-Gehalt bei ACE-/--Mäusen ca. 80 % niedriger als bei Wildtyp-

Mäusen. Dagegen war die ACE-Expression in der Leber bei ACE-/--Mäusen 

erwartungsgemäß um ein Vielfaches höher als bei Wildtyp-Mäusen. Dabei wurde ein um 

ca. den Faktor 106 höherer ACE-Protein-Gehalt nachgewiesen. Trotz des starken Anstiegs 

der hepatischen ACE-Expression kam es zu einem leichten, aber statistisch signifikanten 

Abfall der Serum-ACE-Aktivität von ca. 4.500 auf ca. 3.700 pkat/ml (siehe 3.1.1, 

Abbildung 19C).  
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stimmen mit den in der Literatur89-91 

beschriebenen Befunden weitgehend überein. So zeigten Cole et al.89-91 ebenfalls, dass 

ACE-/--Mäuse eine verminderte kardiale, pulmonale und renale ACE-Expression auf 

Protein-Ebene haben, wohingegen der hepatische ACE-Protein-Gehalt deutlich erhöht ist. 

Weitere Daten zur ACE-Expression auf mRNA-Ebene bei ACE-/--Mäusen liegen derzeit 

in der Literatur nicht vor89-91. Allerdings konnten Cole et al.89-91 ebenfalls zeigen, dass 

ACE-/--Mäuse trotz der gesteigerten hepatischen ACE-Expression eine erniedrigte 

Plasma-ACE-Aktivität hatten. 

Neben einer verminderten renalen ACE-Expression, war eine weitere wichtige 

Voraussetzung für die Durchführung der Versuchsreihe I, dass die genetische 

Veränderung der ACE-/--Mäuse keinen Einfluss auf ihre Nierenmorphologie hat, was bei 

der makroskopischen und mikroskopischen Begutachtung der Nieren der  

ACE-/--Mäuse bestätigt wurde (siehe 3.1.2, Abbildung 20). Die Befunde der vorliegenden 

Arbeit unterstützen die Ergebnisse von Cole et al.89,90, die zeigten, dass bei  

ACE-/--Mäusen die Nierenmorphologie, die Urin-Osmolalität und das Urinzeitvolumen 

normal waren. Außerdem lagen die Serum-Kreatinin-Konzentration und die Blut-

Harnstoff-Stickstoff-Konzentration bei ACE-/--Mäusen im Normbereich89-91. 

Cole et al.89,90 untersuchten bei ACE-/--Mäusen die ACE-Expression und -Aktivität in 

verschiedenen Geweben sowie die Plasma-ACE-Aktivität, die Plasma-Ang-II-

Konzentration und die Plasma-Renin-Konzentration, allerdings keine weiteren 

Komponenten des RAS. Um das klassische RAS bei ACE-/--Mäusen umfangreich zu 

charakterisieren und einen möglichen Einfluss der genetischen Veränderung der  

ACE-/--Mäuse auf das RAS zu untersuchen, wurde zunächst die Expression des 

Ausgangspeptids des RAS, Angiotensinogen (AGT), sowohl systemisch als auch renal 

untersucht. Da die genetische Veränderung nur die ACE-Expression betrifft und es keine 

Hinweise in der Literatur89-91 zur AGT-Expression bei ACE-/--Mäusen gibt, war keine 

Veränderung der hepatischen oder renalen AGT-Expression zu erwarten. Die hepatische 

und die renale AGT-Expression bei ACE-/--Mäusen war sowohl auf mRNA- als auch auf 

Protein-Ebene im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen erwartungsgemäß unverändert  

(siehe 3.1.3, Abbildung 21). Die unveränderte hepatische und renale AGT-Expression bei 

ACE-/--Mäusen zeigt, dass die genetische Veränderung keinen Einfluss auf die AGT-

Expression bei ACE-/--Mäusen hat. 
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Im Gegensatz zur unveränderten renalen AGT-Expression war die renale Renin-

Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene bei ACE-/--Mäuse höher als 

bei Wildtyp-Mäusen (siehe 3.1.4, Abbildung 22). Die renale Renin-Expression wird u.a. 

durch Ang II reguliert, welches durch Bindung an den AT1-Rezeptor (AT1R) die Renin-

Expression juxtaglomerulär hemmt165,166. Da ACE-/--Mäuse im Vergleich zu Wildtyp-

Mäusen eine geringere Serum-ACE-Aktivität sowie eine verminderte renale ACE-

Expression haben, kann davon ausgegangen werden, dass die renale und die Plasma-Ang-

II-Konzentration ebenfalls geringer sind. Die erhöhte renale Renin-Expression bei  

ACE-/--Mäusen ist daher möglicherweise die Folge einer verminderten zirkulierenden und 

renalen Ang-II-Konzentration. 

Da ACE-/--Mäuse die Voraussetzungen für die Durchführung der Versuchsreihe I, eine 

verminderte renale ACE-Expression bei normaler Nierenmorphologie erfüllen, wurden 

sie für die Untersuchung der Ziele I und II der vorliegenden Arbeit verwendet. 

 

4.2 Modelletablierung 

Um die Ziele der vorliegenden Arbeit erreichen zu können war es erforderlich ein 

experimentelles Modell zur Induktion eines chronischen Nierenschadens bei Mäusen 

(Wildtyp) zu etablieren. Im Zuge der Etablierung dieses Modells wurden drei 

verschiedene Behandlungsschemata mit AAI getestet, wovon sich das Schema mit einer 

mittleren AAI-Dosierung als für die vorliegende Arbeit geeignet erwies. Dabei wurde auf 

etablierte Behandlungsschemata, die in der Literatur beschrieben wurden, 

zurückgegriffen154. 

Die niedrigste AAI-Dosierung (2,5 mg/kg KG, i.p., einmal wöchentlich für vier Wochen 

und eine weitere Woche ohne Behandlung) führte zu einem schwachen Nierenschaden, 

der sich in der Histologie durch geringfügige Veränderungen des Tubulusepithels und 

kleinere Ansammlungen von Zelltrümmern zeigte (siehe 3.2, Abbildung 23A). Da die 

nierenmorphologischen Veränderungen zu schwach für den Versuchszweck waren, 

wurde dieses Behandlungsregime nicht weiter verwendet. 
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Die mittlere AAI-Dosierung [3 mg/kg KG, i.p., an jedem 3. Tag für sechs Wochen 

(Behandlungsphase) und einer sich anschließenden behandlungsfreien Phase von sechs 

Wochen] führte bei den Mäusen zur Entwicklung einer interstitiellen Fibrose, zu 

morphologischen Veränderungen des Tubulussystems (siehe 3.2, Abbildung 23C) und zu 

einer Abnahme der GFR (siehe 3.2, Abbildung 24) um ca. die Hälfte im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Da bei diesem Behandlungsregime auffällige, morphologische 

Veränderungen auftraten, der wichtigste Nierenfunktionsparameter, die GFR, einen 

ausgeprägten Nierenschaden anzeigte und die Tiere sich trotzdem in einem gut erhaltenen 

Allgemeinzustand befanden, wurde für alle weiteren Versuche die mittlere AAI-

Dosierung verwendet. 

Die Einmaldosis von AAI (10 mg/kg KG, i.p., nach 14 Tagen Untersuchung der 

Nierenmorphologie) führte zu einem akuten Nierenschaden, der innerhalb weniger Tage 

letal war. Dieses Behandlungsschema kam für die vorliegende Arbeit daher nicht in Frage. 

Alle drei AAI-Dosierungen führten bei den Mäusen zu einer renalen Minderdurchblutung, 

die sich durch eine helle Erscheinung der Nieren zeigte. Dieser Befund unterstützt die 

Ergebnisse einer experimentellen Studie zur Entwicklung eines Tiermodells für einen 

AAI-induzierten chronischen Nierenschaden bei Mäusen von Huang et al.154, die 

ebenfalls blassere und zudem leichtere Nieren bei AAI-behandelten Mäusen fanden. 

Da AAI zur Aktivierung von Signalkaskaden, die an der Regulation von Apoptose11,58,59 

und Fibrose10,60 beteiligt sind führt, sollte das für die folgenden Versuche verwendete 

Behandlungsregime zu interstitieller Fibrose und Zelluntergang führen. Sowohl bei der 

niedrigsten AAI-Dosierung als auch bei der mittleren AAI-Dosierung wurden Fibrosen 

in der Nierenhistologie nachgewiesen. Bei der niedrigsten Dosierung kam es allerdings 

nur zur Entwicklung einer leichten Fibrose, während die mittlere AAI-Dosierung zu 

deutlichen tubulointerstitiellen Schäden führte. Unsere Ergebnisse stimmen mit den 

Befunden von Huang et al.154 überein, die bei AAI-behandelten Mäusen ebenfalls renale 

Fibrosen nachwiesen. Im Gegensatz zu den Mäusen, die die niedrigste AAI-Dosierung 

erhielten, zeigten sich bei den Mäusen, die mit der mittleren AAI-Dosierung behandelt 

wurden, an einigen Abschnitten des distalen Tubulus sehr flache Epithelzellen, die sich 

im Stadium der Regeneration befanden. 



95 

 

Dieser Befund ist ein Hinweis darauf, dass sich die Nieren der Mäuse, die AAI in der 

mittleren Dosierung erhielten, innerhalb von sechs Wochen nach Abschluss der 

Behandlung wieder etwas erholten. 

Als zusätzlichen Nierenfunktionsparameter bestimmten Huang et al.154 die Serum-

Kreatinin-Konzentration und fanden, dass diese bei AAI-behandelten Mäusen erhöht war. 

Die Autoren154 schließen aus ihren Befunden, dass das Behandlungsregime mit AAI, 

3 mg/kg KG, i.p. an jedem 3. Tag für sechs Wochen und einer sich anschließenden 

behandlungsfreien Phase von sechs Wochen zu einem chronischen Nierenschaden führt, 

der mit dem humanen Krankheitsbild einer Aristolochiasäure Nephropathie (AAN)17,18 

vergleichbar ist. 

Aufgrund der Befunde der vorliegenden Arbeit und der Übereinstimmung mit den Daten 

aus der Literatur154 wurde für die Induktion eines chronischen Nierenschadens das 

Behandlungsregime mit AAI, 3 mg/kg KG, i.p. an jedem 3. Tag für sechs Wochen und 

einer sich anschließenden behandlungsfreien Phase von sechs Wochen gewählt. 

 

4.3 Versuchsreihe I 

In Versuchsreihe I wurde untersucht, ob ACE-/--Mäuse, die eine verminderte renale ACE-

Expression haben, vor einem experimentell induzierten chronischen Nierenschaden 

geschützt sind. Dazu wurden Wildtyp- und ACE-/--Mäuse mit AAI, 3 mg/kg KG, i.p. an 

jedem 3. Tag für sechs Wochen behandelt. Nach einer behandlungsfreien Phase von 

weiteren sechs Wochen wurde anhand der Inulin-Clearance als Maß für die GFR die 

Nierenfunktion überprüft und der Einfluss der AAI-Behandlung auf die Expression 

verschiedener Komponenten des renalen RAS untersucht. 

Nach insgesamt 12 Wochen seit Beginn der AAI-Behandlung wurden die Nieren 

makroskopisch untersucht. Die Nieren AAI-behandelter ACE-/--Mäuse waren rosiger, 

demnach besser durchblutet und schwerer als die Nieren AAI-behandelter Wildtyp-

Mäuse. Dieser Befund kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass ACE-/--Mäuse 

robuster gegenüber einem AAI-induzierten chronischen Nierenschaden sind als Wildtyp-

Mäuse. 
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Neben der makroskopischen Begutachtung, zeigte auch die mikroskopische 

Untersuchung der Nieren AAI-behandelter ACE-/--Mäuse, dass diese robuster gegenüber 

einem chronischen Nierenschaden sind. AAI führte bei ACE-/--Mäusen zu wesentlich 

geringeren histologischen Veränderungen in der Niere als bei Wildtyp-Mäusen.  

Im Gegensatz zu den geringen histologischen Veränderungen bei AAI-behandelten  

ACE-/--Mäusen, traten bei AAI-behandelten Wildtyp-Mäusen deutliche Veränderungen 

des Tubulussystems und tubulointerstitielle Fibrosen auf (siehe 3.3.1, Abbildung 25). Am 

Ende des Beobachtungszeitraums zeigten sich außerdem erste Anzeichen für regenerative 

Prozesse an den Epithelzellen des distalen Tubulus. Dieser Befund stimmt mit den im 

Rahmen der Modelletablierung erzielten Ergebnissen (siehe 3.2, Abbildung 23C) überein 

und zeigt, dass sich die Nieren der AAI-behandelten Mäuse innerhalb von sechs Wochen 

nach Abschluss der Behandlung wieder etwas erholten. 

Der wichtigste Parameter zur Beurteilung der Nierenfunktion ist die GFR. Wie bereits 

bei der Modelletablierung gezeigt (siehe 3.2, Abbildung 24), führte AAI bei Wildtyp-

Mäusen zu einer Abnahme der GFR um beinahe die Hälfte (siehe 3.3.2, Abbildung 26). 

Bei ACE-/--Mäusen blieb die GFR nach AAI-Behandlung jedoch nahezu unverändert  

(siehe 3.3.2, Abbildung 26). Dieser Befund bestätigt die Hypothese, dass ACE-/--Mäuse 

vor einem AAI-induzierten chronischen Nierenschaden geschützt sind. 

Aus zahlreichen klinischen62-64 und experimentellen Studien83,84,167 geht hervor, dass das 

renale RAS bei einem chronischen Nierenschaden häufig aktiviert ist. Anzeichen eines 

aktivierten RAS sind dabei oft eine erhöhte AGT- oder Renin-Expression83,138,168. Aus 

diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob AAI zu Veränderungen 

der Expression verschiedener Komponenten des renalen RAS führt und ob sich diese bei 

Wildtyp- und ACE-/--Mäusen unterscheiden.  

AAI hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf den bei beiden Stämmen ähnlichen, 

renalen AGT-mRNA-Gehalt (siehe 3.3.3, Abbildung 27A). Im Gegensatz zu den 

gegensätzlichen Veränderungen auf mRNA-Ebene nahm der renale AGT-Protein-Gehalt 

unter dem Einfluss von AAI in beiden Gruppen zu (siehe 3.3.3, Abbildung 27B). Dieser 

Effekt war allerdings nur bei ACE-/--Mäusen statistisch signifikant.  

Der Anstieg des renalen AGT-Protein-Gehaltes könnte, wie bei anderen Formen der 

chronischen Nierenkrankheit auf eine erhöhte Aktivität des renalen RAS63,83,164 im Zuge 

eines AAI-induzierten chronischen Nierenschadens hinweisen. 
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Da neben der renalen AGT-Expression auch die renale Renin-Expression eine erhöhte 

Aktivität des renalen RAS anzeigt138,167, wurden der renale Renin-mRNA- und -Protein-

Gehalt bei Wildtyp- und ACE-/--Mäusen bestimmt. Der renale Renin-mRNA-Gehalt war 

bei unbehandelten ACE-/--Mäusen statistisch signifikant höher als bei unbehandelten 

Wildtyp-Mäusen (siehe 3.3.4, Abbildung 28A). Sowohl bei Wildtyp- als auch bei  

ACE-/--Mäusen führte AAI zu einem leichten Anstieg des renalen Renin-mRNA-Gehaltes, 

der jedoch nicht statistisch signifikant war. Der erhöhte renale Renin-mRNA-Gehalt bei 

ACE-/--Mäusen könnte, wie bereits unter 4.1 beschrieben, die Folge einer Desinhibition 

durch eine verminderte zirkulierende und renale Ang-II-Konzentration165,166 sein. 

Die Ergebnisse zum renalen Renin-mRNA-Gehalt wurden auf Protein-Ebene teilweise 

bestätigt. Die vorliegenden Daten zeigen, dass AAI bei ACE-/--Mäusen, nicht jedoch bei 

Wildtyp-Mäusen zu einem statistisch signifikanten Anstieg des renalen Renin-Protein-

Gehaltes führte (siehe 3.3.4, Abbildung 28B). Dieser Effekt könnte Ausdruck einer 

allgemeinen Aktivierung des renalen RAS bei einem AAI-induzierten chronischen 

Nierenschaden sein62-64,83,84,167. Warum er allerdings nur bei ACE-/--Mäusen und nicht bei 

Wildtyp-Mäusen auftritt ist gegenwärtig unklar, zumal der AAI-induzierte 

Nierenschaden nach histologischen und funktionellen Kriterien (GFR) bei Letzteren 

deutlich stärker ausgeprägt war. Ebenso bleiben die molekularen Mechanismen, die 

diesem Effekt zugrunde liegen aktuell noch ungeklärt. 

Weiterhin führte AAI zu einer starken Abnahme des renalen ACE-mRNA-Gehaltes bei 

Wildtyp-Mäusen, während der ohnehin schon niedrige renale ACE-mRNA-Gehalt bei 

ACE-/--Mäusen praktisch unverändert blieb (siehe 3.3.5, Abbildung 29A). Diese 

Ergebnisse wurden auf Protein-Ebene bestätigt und spiegeln sich auch in der renalen 

ACE-Aktivität wider (siehe 3.3.5, Abbildung 29B, D). Die Abnahme der renalen ACE-

Expression bzw. der renalen ACE-Aktivität nach AAI-Behandlung könnte auf einen 

Untergang der PTECs, die ACE exprimieren169, zurückzuführen sein. AAI wird in den 

PTECs metabolisiert und vermittelt hier ihre nephrotoxischen Effekte, die unter anderem 

zu Zelluntergang führen können.  
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Im Gegensatz zu den Wildtyp-Mäusen zeigten die ACE-/--Mäuse keine tubulo-

interstitiellen Fibrosen und hatten eine normale GFR (siehe 3.3.1, Abbildung 25 und 3.3.2, 

Abbildung 26), was darauf schließen lässt, dass die PTECs bei ACE-/--Mäusen nicht von 

den nephrotoxischen Effekten der AAI betroffen waren. Dies würde erklären, warum die 

Abnahme der ACE-Expression nur bei den Wildtyp-Mäusen statistisch signifikant war 

und nicht bei den ACE-/--Mäusen.  

Während die renale ACE-Expression unter AAI bei Wildtyp-Mäusen abnahm, blieb die 

Serum-ACE-Aktivität bei Wildtyp-, aber auch bei ACE-/--Mäusen nach AAI-Behandlung 

unverändert (siehe 3.3.5, Abbildung 29C). Zirkulierendes ACE ist bei Wildtyp-Mäusen 

wahrscheinlich überwiegend pulmonalen und bei ACE-/--Mäusen hepatischen Ursprungs. 

Die unveränderte Serum-ACE-Aktivität bei beiden Mausstämmen könnte darauf 

zurückzuführen sein, dass weder die Lunge noch die Leber von den zytotoxischen 

Effekten der AAI betroffen waren. 

Der AAI-induzierte chronische Nierenschaden war bei ACE-/--Mäusen mit 

charakteristischen Veränderungen des renalen RAS assoziiert, die sich deutlich von den 

entsprechenden Veränderungen bei Wildtyp-Mäusen unterschieden. So erhöhte AAI bei 

ACE-/--Mäusen, nicht jedoch bei Wildtyp-Mäusen, statistisch signifikant den renalen 

AGT- und Renin-Protein-Gehalt. Gleichzeitig war die renale ACE-Aktivität bei  

ACE-/--Mäusen unabhängig von der AAI-Behandlung und (erwartungsgemäß) stark 

vermindert, während AAI bei Wildtyp-Mäusen zu einer Abnahme der renalen ACE-

Aktivität führte. Die Kombination von AAI-induzierten und AAI-unabhängigen 

Veränderungen in der Expression einiger Komponenten des renalen RAS, könnte bei 

ACE-/--Mäusen zu einem Ungleichgewicht zwischen Ang II und Ang I geführt haben, so 

dass vermehrt Ang I vorlag, welches nun als Substrat für die Bildung von Ang(1-7) zur 

Verfügung gestanden haben könnte. Ang(1-7) kann unter dem Einfluss von ACE2 

indirekt aus Ang I [über Ang(1-9)] und direkt aus Ang II gebildet werden  

(siehe Abbildung 45A) und durch Bindung an den MasR vermutlich renoprotektive 

Effekte vermitteln94-101 (Abbildung 45B).  
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Abbildung 45: Klassisches und alternatives Renin-Angiotensin-System und 

Angiotensin-(1-7)-vermittelte Signaltransduktionskaskade. ACE = Angiotensin-I-

Konversionsenzym, Ang = Angiotensin, ERK1/2 = extracellular signal-regulated kinases 1/2, FOXO1 = 

Forkhead-Box O 1, JNK = c-Jun N-terminal kinase, MAPK = mitogen-activated protein kinase,  

MasR = Mas-Rezeptor, NFκB = nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells,  

TGF = transforming growth factor, TGF-βR = TGF-β-Rezeptor 

 

Um zu untersuchen, ob die potenziell renoprotektive ACE2/Ang(1-7)/MasR-Achse am 

Schutz vor einem AAI-induzierten chronischen Nierenschaden bei ACE-/--Mäusen 

beteiligt sein könnte, wurden die renalen ACE2-mRNA- und -Protein-Gehalte sowie die 

renalen MasR-mRNA- und -Protein-Gehalte bestimmt. Außerdem wurden die Serum-

ACE2-Aktivität und die renale Ang(1-7)-Konzentration gemessen. 

Die Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass die ACE2/Ang(1-7)/MasR-Achse bei 

AAI-behandelten ACE-/--Mäusen gegenüber Wildtyp-Mäusen aktiviert war. 

Insbesondere war die renale Ang(1-7)-Konzentration bei AAI-behandelten  

ACE-/--Mäusen gegenüber unbehandelten ACE-/--Mäusen statistisch signifikant erhöht 

(siehe 3.3.7, Abbildung 31). Die AAI-Behandlung führte zwar sowohl bei Wildtyp- als 

auch bei ACE-/--Mäusen zu einer signifikanten Abnahme des renalen ACE2-Protein-

Gehaltes, allerdings war der renale ACE2-Protein-Gehalt im Stammvergleich bei  

ACE-/--Mäusen statistisch signifikant höher als bei Wildtyp-Mäusen (siehe 3.3.6, 

Abbildung 30B). Wie der renale ACE2-Protein-Gehalt, war der renale MasR-Protein-

Gehalt im Stammvergleich bei ACE-/--Mäusen statistisch signifikant höher als bei 

Wildtyp-Mäusen (siehe 3.3.8, Abbildung 32B).  
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Die Tatsache, dass auf mRNA-Ebene bei den renalen ACE2- und MasR-Gehalten  

(siehe 3.3.6, Abbildung 30A und 3.3.8, Abbildung 32A) ebenso wie bei der Serum-

ACE2-Aktivtät (siehe 3.3.6, Abbildung 30C) keine statistisch signifikanten Unterschiede 

zwischen den Gruppen auftraten, widerspricht den oben genannten Befunden und deren 

bisheriger Interpretation nicht. 

Bei Aktivierung der klassischen RAS-Achse werden proinflammatorische, profibrotische 

und atherosklerotische Effekte vermittelt, die die Entwicklung einer CKD fördern 

können63,66,68,144,163,164. Die Aktivierung der Signalkaskaden, die zu diesen Effekten 

führen erfolgt durch Bindung von Ang II an den AT1R. Im Gegensatz dazu, werden die 

möglichen renoprotektiven Effekte94-101,170 von ACE2 vermutlich durch Aktivierung des 

MasR und der folgenden Signalkaskaden vermittelt. Durch Aktivierung des MasR102-104 

wirkt Ang(1-7), im Gegensatz zu Ang II, vor allem vasodilatorisch117,118 über die 

Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS). Die eNOS ist an der 

Bildung von Stickstoffmonoxid, einem starken Vasodilatator beteiligt und verbessert 

somit die Gewebe-Durchblutung. Eine Aktivierung der eNOS könnte in der vorliegenden 

Arbeit bei den AAI-behandelten ACE-/--Mäusen die bessere renale Durchblutung im 

Vergleich zu den AAI-behandelten Wildtyp-Mäusen erklären. MasR-Aktivierung führt 

außerdem zur Hemmung einiger MAP-Kinasen (ERK1/2, p38, JNK)  

(siehe Abbildung 45B)121,171. MAP-Kinasen fördern Proliferation, Fibrosierung und 

Gewebeumbau121,171. Gleichzeitig wird durch die Aktivierung des MasR der TGF-

β/NFκB-Signalweg, der ebenfalls bei Fibrose, aber auch bei Inflammation eine wichtige 

Rolle spielt, gehemmt (siehe Abbildung 45B)123-127. Die unauffällige Nierenmorphologie 

bei den AAI-behandelten ACE-/--Mäusen im Vergleich zu den AAI-behandelten Wildtyp-

Mäusen könnte auf eine MasR-vermittelte Hemmung verschiedener MAP-Kinasen und 

des TGF-β/NFκB-Signalwegs zurückzuführen sein. Aus der Literatur10,54,56-59 geht 

außerdem hervor, dass AAI durch Aktivierung des ERK/MAPK- und TGF-β-Signalwegs 

Apoptose und Fibrose induziert. Der Schutz der ACE-/--Mäuse vor einem AAI-

induzierten chronischen Nierenschaden könnte dadurch erklärt werden, dass genau die 

Signalkaskaden bei Aktivierung des MasR gehemmt werden, die AAI-induziert Apoptose 

und Fibrose fördern. 
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Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigen, dass ACE-/--Mäuse, die eine verminderte 

renale ACE-Expression haben, vor einem AAI-induzierten chronischen Nierenschaden 

geschützt sind. Die Kombination aus der Aktivierung der renoprotektiven  

ACE2/Ang(1-7)/MasR-Achse und der gleichzeitigen Hemmung AAI-aktivierter 

Signalkaskaden könnte den Schutz vor einem AAI-induzierten chronischen 

Nierenschaden erklären. 

 

4.4 Versuchsreihe II 

In Versuchsreihe II wurde untersucht, ob die renale AGT- bzw. die renale Renin-

Ausscheidung als potenzielle Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines experimentell 

induzierten, chronischen Nierenschadens geeignet sind. Grundlage dieser 

Untersuchungen sind die Daten einer klinischen Studie135 unserer Arbeitsgruppe, die 

zeigten, dass sowohl die renale AGT- als auch die renale Renin-Ausscheidung als 

potenzielle Biomarker einer CKD in Frage kommen. Da die renale Albumin-

Ausscheidung bereits ein etablierter Marker einer CKD ist, wurde in Versuchsreihe II 

auch dieser Parameter bestimmt. Dazu wurden ausschließlich Wildtyp (C57BL/6J)-

Mäuse verwendet, die mit AAI, 3 mg/kg KG, i.p. an jedem 3. Tag für sechs Wochen 

behandelt wurden. Nach einer behandlungsfreien Phase von weiteren sieben Wochen 

wurde anhand der Inulin-Clearance als Maß für die GFR die Nierenfunktion überprüft. 

Die Mäuse wurden an sieben genau festgelegten Zeitpunkten, während der insgesamt 

13 Wochen, in Stoffwechselkäfigen gehalten, um 24-h-Urin für biochemische Analysen 

zu sammeln. 

 

 Nierenmorphologie und Nierenfunktion 

In Übereinstimmung mit den bei der Modelletablierung erhobenen Daten führte AAI bei 

Mäusen zu tubulointerstitiellen Schäden (siehe 3.4.1, Abbildung 33). Da, wie bei der 

Modelletablierung, Anzeichen regenerativer Prozesse in einigen Abschnitten des 

Tubulussystems der Nieren von AAI-behandelten Mäusen auftraten, hatten sich die 

Nieren vermutlich auch in dieser Versuchsreihe während der letzten sieben Wochen des 

Versuchs leicht erholt. 
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Die Behandlung mit AAI, 3 mg/kg KG, i.p. an jedem 3. Tag für sechs Wochen mit einer 

sich anschließenden sieben-wöchigen behandlungsfreien Phase führte erwartungsgemäß, 

wie bei der Modelletablierung (siehe 3.2, Abbildung 24), zu einer statistisch signifikanten 

Abnahme der GFR (siehe 3.4.2, Abbildung 34). Die regenerativen Prozesse, die in der 

Nierenmorphologie sichtbar waren, waren demnach nicht ausreichend, um die 

Nierenfunktion der AAI-behandelten Mäuse wieder vollständig herzustellen. 

 

 Renale Albumin-Ausscheidung 

Da die renale Albumin-Ausscheidung ein etablierter Biomarker für einen chronischen 

Nierenschaden ist9, wurde erwartet, dass diese in der AAI-Gruppe mit nachweislich 

eingeschränkter Nierenfunktion erhöht sein würde. In der Tat war die renale Albumin-

Ausscheidung während des gesamten Beobachtungszeitraums in der AAI-Gruppe 

statistisch signifikant höher als in der Kontrollgruppe (siehe 3.4.3, Abbildung 35). Die 

Befunde der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die renale Albumin-Ausscheidung während 

der Behandlungsphase unter AAI zunahm und in der behandlungsfreien Phase wieder 

abnahm. Die Abnahme der renalen Albumin-Ausscheidung während der 

behandlungsfreien Phase in der AAI-Gruppe bestätigt die in der Nierenmorphologie 

gefundenen Anzeichen regenerativer Prozesse. Diese Veränderungen der renalen 

Albumin-Ausscheidung über den zeitlichen Verlauf des Versuchs bestätigen die Eignung 

der renalen Albumin-Ausscheidung als Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines 

experimentell induzierten, chronischen Nierenschadens. 

Weiterhin wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen der GFR und der renalen 

Albumin-Ausscheidung besteht. Dazu wurden die Daten des letzten Versuchstags 

verwendet. Die Analyse zeigt eine schwach negative Korrelation, die allerdings nicht 

statistisch signifikant (r = -0,43; p = 0,075, siehe 3.4.3, Abbildung 36) war. Dieser 

Befund ist ein Hinweis darauf, dass Mäuse mit niedrigerer GFR eine höhere renale 

Albumin-Ausscheidung hatten. Die nur schwach negative Korrelation zwischen der 

renalen Albumin-Ausscheidung und der GFR könnte darauf zurückzuführen sein, dass 

AAI bei den Mäusen überwiegend tubulointerstitielle Schäden verursacht und keine 

histologisch nachweisbaren Schäden der glomerulären Filtrationsbarriere.  
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Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse einer klinischen Studie172 mit AAN-Patienten 

unterstützt. So fanden Reginster et al.172, dass AAN-Patienten trotz eingeschränkter 

Nierenfunktion nur eine schwache Proteinurie vom tubulären Typ hatten. Eine Reihe 

klinischer Studien173-176 zeigten ebenfalls, dass eine eingeschränkte Nierenfunktion nicht 

immer mit einer Albuminurie assoziiert sein muss.  

 

 Renale Angiotensinogen-Ausscheidung 

Während die renale Albumin-Ausscheidung bereits ein etablierter Biomarker für eine 

CKD ist, gibt es mehrere klinische Studien135,136,141, die die renale AGT-Ausscheidung 

als potenziellen Biomarker diskutieren. 

In der vorliegenden Arbeit stieg die renale AGT-Ausscheidung während der AAI-

Behandlung stark an, um während der behandlungsfreien Phase wieder abzunehmen 

(siehe 3.4.4, Abbildung 37). Dabei blieb die renale AGT-Ausscheidung während des 

gesamten Beobachtungszeitraums, mit Ausnahme des 1. Messtags (Tag 4), in der AAI-

Gruppe statistisch signifikant höher als in der Kontrollgruppe. Die Abnahme der renalen 

AGT-Ausscheidung nach Abschluss der Behandlung könnte durch die in der Nieren-

morphologie gefundenen regenerativen Veränderungen im Tubulussystem erklärt werden. 

Die Zunahme der renalen AGT-Ausscheidung während der Behandlung und die sich 

anschließende Abnahme nach Abschluss der Behandlung bestätigen die Eignung der 

renalen AGT-Ausscheidung als Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines experimentell 

induzierten, chronischen Nierenschadens. 

Wie für die renale Albumin-Ausscheidung wurde anschließend getestet, ob eine 

Korrelation zwischen der renalen AGT-Ausscheidung und der GFR besteht und eine 

multivariate lineare Regression durchgeführt. Die Analyse zeigt, dass die renale AGT-

Ausscheidung statistisch signifikant negativ mit der GFR korrelierte (siehe 3.4.4, 

Abbildung 38A). Die Daten der vorliegenden Arbeit stimmen mit den Ergebnissen von 

Mills et al.136, Kobori et al.141 und unserer klinischen Studie135 überein. So wurde in allen 

drei Studien135,136,141 eine negative Korrelation zwischen der renalen AGT-Ausscheidung 

und der eGFR gefunden. 
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In der Literatur135,136,139 wird vielfach diskutiert, welchen Ursprung renal ausgeschiedenes 

AGT bei einer CKD hat. Dabei sind drei unterschiedliche Szenarien denkbar, die sich 

nicht gegenseitig ausschließen und daher auch in Kombination vorliegen könnten. Nach 

Szenario I stammt das renal ausgeschiedene AGT aus dem Blutplasma und gelangt durch 

den geschädigten glomerulären Filter in den Harn. Nach Szenario II kommt das renal 

ausgeschiedene AGT ebenfalls aus dem Blutplasma und ist durch glomeruläre Filtration 

in den Harn gelangt. Bei diesem Szenario kann der glomeruläre Filter defekt sein, muss 

er aber nicht, da AGT als Protein mit einer mittleren molekularen Masse von 50–60 kDa 

auch unter physiologischen Bedingungen, also bei einem intakten Filter, glomerulär 

filtriert wird. Wichtig ist, dass das glomerulär filtrierte AGT normalerweise praktisch 

vollständig im proximalen Tubulus resorbiert wird. Bei einer Schädigung des proximalen 

Tubulus könnte ein Teil des filtrierten AGTs der tubulären Reabsorption entgehen und 

auf diese Weise im Harn verbleiben und ausgeschieden werden. Szenario III postuliert, 

dass das im Rahmen eines chronischen Nierenschadens mit dem Harn ausgeschiedene 

AGT hauptsächlich lokal gebildet wird, also renalen Ursprungs ist. 

Um einen Hinweis auf den möglichen Ursprung des renal ausgeschiedenen AGTs und 

damit auf dessen potenzielle Eignung als Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines AAI-

induzierten chronischen Nierenschadens zu erhalten, wurde untersucht, ob die Plasma-

AGT-Konzentration bei Tieren mit AAI-induziertem Nierenschaden erhöht ist und ob die 

renale AGT-Ausscheidung mit der Plasma-AGT-Konzentration korreliert. Wenn das 

renal ausgeschiedene AGT überwiegend durch glomeruläre Filtration in den Harn gelangt 

ist, müsste die renale AGT-Ausscheidung umso höher sein, je höher die Plasma-AGT-

Konzentration ist.  

In der vorliegenden Arbeit war die Plasma-AGT-Konzentration in der AAI-Gruppe 

statistisch signifikant höher als in der Kontrollgruppe. Um zu untersuchen, ob die erhöhte 

Plasma-AGT-Konzentration auf eine vermehrte hepatische AGT-Bildung zurück-

zuführen ist, wurde die hepatische AGT-Expression auf mRNA- und Protein-Ebene 

untersucht. Dabei traten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der AAI-

Gruppe und der Kontrollgruppe auf (siehe 3.4.4, Abbildung 41). Allerdings lässt sich 

anhand dieses Befundes nicht ausschließen, dass die erhöhte Plasma-AGT-Konzentration 

auf eine gesteigerte hepatische AGT-Bildung zurückzuführen ist. Es besteht die 

Möglichkeit, dass die hepatische AGT-Freisetzung so schnell abgelaufen ist, dass eine 

Zunahme des hepatischen AGT-Protein-Gehaltes nicht gemessen wurde.   
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Anhand der vorliegenden Daten kann also nicht abschließend geklärt werden, welche 

Ursache die erhöhte Plasma-AGT-Konzentration hat. Die Korrelationsanalyse zeigt, dass 

die renale AGT-Ausscheidung statistisch signifikant positiv mit der Plasma-AGT-

Konzentration korrelierte (siehe 3.4.4, Abbildung 40B). Dieser Befund sowie die 

statistisch signifikant erhöhte Plasma-AGT-Konzentration in der AAI-Gruppe sprechen 

zunächst dafür, dass das mit dem Urin ausgeschiedene AGT vermutlich überwiegend 

durch glomeruläre Filtration aus dem Plasma in den Harn gelangt sein könnte. 

Während die, in den oben beschriebenen klinischen Studien135,136,141 eingeschlossenen 

Patienten sehr wahrscheinlich eine defekte glomeruläre Filtrationsbarriere hatten, zeigten 

die AAI-behandelten Mäuse in der vorliegenden Arbeit zwar tubulointerstitielle Schäden, 

jedoch keine histologisch nachweisbaren glomerulären Schäden (siehe 3.4.1 und 4.4.1).  

Glomerulär filtrierte Proteine können im proximalen Tubulus durch Endozytose in die 

PTECs aufgenommen und dort lysosomal abgebaut oder direkt in der Tubulusflüssigkeit 

durch membranständige Endopeptidasen zu Tri- und Dipeptiden bzw. Aminosäuren 

abgebaut werden. Die entstehenden Spaltprodukte werden mittels spezifischer Carrier 

resorbiert. Da bei einem AAI-induzierten chronischen Nierenschaden das Tubulussystem 

geschädigt wird, könnte es sein, dass diese Abbau- und Reabsorptionsmechanismen nicht 

mehr ausreichend funktionieren, so dass Proteine mit dem Harn ausgeschieden werden. 

Demnach könnten Proteine wie AGT und Albumin außer durch vermehrte Filtration auch 

durch verminderte tubuläre Resorption im Harn erscheinen bzw. dort verbleiben. Da die 

AAI-Gruppe in den nierenhistologischen Untersuchungen keine sichtbaren Schäden an 

der Filtrationsbarriere zeigte, könnte es sein, dass sowohl AGT als auch Albumin in 

geringem Maße filtriert wurden und im Tubulus nicht mehr abgebaut oder resorbiert 

werden konnten. Demnach könnten AGT und Albumin im Urin erscheinen, obwohl die 

Filtrationsbarriere keine histologisch sichtbaren Schäden zeigte.  

Um zu untersuchen, ob die renale AGT-Ausscheidung unabhängig von der renalen 

Albumin-Ausscheidung war und um einen weiteren Hinweis auf den Ursprung des renal 

ausgeschiedenen AGTs zu erhalten wurde überprüft, ob die renale AGT-Ausscheidung 

mit der renalen Albumin-Ausscheidung korrelierte. Die Ergebnisse der Analyse zeigen, 

dass die renale AGT-Ausscheidung statistisch signifikant positiv mit der renalen 

Albumin-Ausscheidung korrelierte (siehe 3.4.4, Abbildung 38B).  
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Dieser Befund bestätigt die Ergebnisse von Mills et al.136 und Kobori et al.141 sowie von 

unserer klinischen Studie135, die ebenfalls eine statistisch signifikante, positive 

Korrelation zwischen der renalen AGT-Ausscheidung und der renalen Albumin-

Ausscheidung fanden. Diese positive Korrelation ist ein weiterer Hinweis darauf, dass 

das renal ausgeschiedene AGT wahrscheinlich überwiegend systemischen Ursprungs ist 

und wie das renal ausgeschiedene Albumin durch Filtration in den Harn gelangte. Gegen 

eine überwiegend glomeruläre Filtration von AGT aus dem Plasma spricht allerdings, 

dass in unserer klinischen Studie135 nach Adjustierung für die renale Albumin-

Ausscheidung weiterhin eine negative Korrelation zwischen der renalen AGT-

Ausscheidung und der eGFR bestand.  

Die Ergebnisse unserer klinischen Studie135 sprechen also dafür, dass die erhöhte renale 

AGT-Ausscheidung bei CKD-Patienten nicht oder zumindest nicht überwiegend Folge 

einer vermehrten Filtration durch die defekte glomeruläre Filtrationsbarriere, sondern 

vermutlich eher renalen Ursprungs und damit unabhängig von der renalen Albumin-

Ausscheidung war. Die Ergebnisse einer tierexperimentellen Studie von Kobori et al.137 

unterstützen die Hypothese, dass das mit dem Urin ausgeschiedene AGT vermutlich 

überwiegend renalen Ursprungs ist. Kobori et al.137 zeigten in ihrer Studie, dass im 

Plasma zirkulierendes AGT kaum glomerulär filtriert wird. In ihrer Untersuchung137 

hatten sie nierengesunden Ratten humanes AGT infundiert, konnten im Urin jedoch 

nichts davon nachweisen.  

Obwohl in der vorliegenden Arbeit nierenhistologisch keine sichtbaren Schäden an der 

glomerulären Filtrationsbarriere nachgewiesen wurden, kann nicht pauschal von einem 

intakten glomerulären Filter ausgegangen werden, da die GFR unter AAI abnahm. Die 

GFR ist vom effektiven Filtrationsdruck, der hydraulischen Leitfähigkeit und der zur 

Verfügung stehenden Filtrationsfläche abhängig. Die beiden letzteren Parameter können 

als Filtrationskoeffizient zusammengefasst werden. Wenn unter AAI die glomeruläre 

Filtrationsbarriere nicht sichtbar geschädigt wird, verändert sich weder die hydraulische 

Leitfähigkeit noch die Filtrationsfläche. Die histologischen Untersuchungen ergaben 

jedoch, dass sich in den Tubuluslumina Zelltrümmer befanden, die dazu führen könnten, 

dass der hydrostatische Druck in der Bowman-Kapsel ansteigt und somit der effektive 

Filtrationsdruck abnimmt. Eine Abnahme des effektiven Filtrationsdruck könnte ein 

Grund für die Abnahme der GFR unter AAI sein. 
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Wenn die renale AGT-Expression unter AAI bei weitgehend intakter glomerulärer 

Filtrationsbarriere zunimmt, könnte dies ein Hinweis auf den tubulären Ursprung des 

renal ausgeschiedenen AGTs sein. Tatsächlich war der renale AGT-Protein-Gehalt in der 

AAI-Gruppe statistisch signifikant höher als in der Kontrollgruppe (siehe 3.4.4, 

Abbildung 39). Dieser Befund unterstützt die Hypothese, dass renal ausgeschiedenes 

AGT vermutlich tubulären Ursprungs ist. Der erhöhte renale AGT-Protein-Gehalt und 

die erhöhte renale AGT-Ausscheidung in der AAI-Gruppe könnten zudem auf eine 

erhöhte Aktivität des renalen RAS63,83,162 im Zuge eines chronischen Nierenschadens 

hinweisen.  

In diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse der Studien von Reverte et al.177 und  

Saito et al.178 interessant, die sich mit der renalen AGT- und Albumin-Ausscheidung bei 

einer erhöhten renalen RAS-Aktivität beschäftigten. In diesen Studien165,166 wurden 

Patienten mit Diabetes mellitus bzw. Mäuse mit diabetischer Nephropathie untersucht, da 

bekannt ist, dass diese mit einer erhöhten renalen RAS-Aktivität148-150,179 assoziiert ist.  

Reverte et al.177 zeigten, dass Mäuse mit einem Diabetes mellitus Typ 2 und diabetischer 

Nephropathie eine erhöhte renale AGT-Ausscheidung hatten, obwohl keine Albuminurie 

vorlag. Die Autoren177 vermuten daher, dass die erhöhte renale AGT-Ausscheidung auf 

eine frühe Aktivierung des renalen RAS zurückzuführen war, noch bevor es zu einem 

Anstieg der renalen Albumin-Ausscheidung kam. Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen 

Saito et al.178 in einer klinischen Studie an Diabetes Typ-1-Patienten, die ebenfalls eine 

erhöhte renale AGT-Ausscheidung aufwiesen, obwohl auch hier keine Albuminurie 

vorlag. Es ist also sehr wahrscheinlich, dass sowohl bei den Patienten der klinischen 

Studie178 als auch bei den Mäusen mit diabetischer Nephropathie in der experimentellen 

Studie177 der glomeruläre Filter, wie bei den AAI-behandelten Mäusen in der 

vorliegenden Arbeit, weitgehend intakt war. Die erhöhte renale AGT-Ausscheidung bei 

wahrscheinlich weitgehend intaktem, glomerulärem Filter bei den Patienten178, bei den 

diabetischen Mäusen177 sowie bei den AAI-behandelten Mäusen, könnte darauf 

zurückzuführen sein, dass die renale AGT-Bildung im Zuge einer Aktivierung des renalen 

RAS erhöht war. 
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Die Zunahme der renalen AGT-Ausscheidung während der Behandlungsphase unter AAI 

und die sich anschließende Abnahme der renalen AGT-Ausscheidung während der 

behandlungsfreien Phase, bei gleichbleibend niedriger renaler AGT-Ausscheidung in der 

Kontrollgruppe unterstützen die Hypothese, dass die renale AGT-Ausscheidung als 

Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines experimentell induzierten, chronischen 

Nierenschadens geeignet sein könnte. Als Biomarker sollte die renale AGT-

Ausscheidung außerdem unabhängig von der renalen Albumin-Ausscheidung sein und 

das AGT sollte nicht überwiegend durch glomeruläre Filtration aus dem Plasma in den 

Harn gelangt sein.  

Die Daten anderer Arbeitsgruppen137,177,178 und unserer klinischen Studie135 sowie die 

Befunde der vorliegenden Arbeit, wie das Fehlen histologisch nachweisbarer Schäden an 

der glomerulären Filtrationsbarriere, die erhöhte renale AGT-Ausscheidung und der 

erhöhte renale AGT-Protein-Gehalt am Ende des Versuchs unterstützen die Hypothese, 

dass renal ausgeschiedenes AGT vermutlich nicht überwiegend systemischen, sondern 

eher renalen Ursprungs sein könnte. 

 

 Renale Renin-Ausscheidung 

Neben der renalen AGT-Ausscheidung wurde in klinischen135,138,145 und experimentellen 

Studien145 die renale Renin-Ausscheidung als potenzieller neuer Biomarker 

vorgeschlagen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die renale Renin-

Ausscheidung, neben der renalen AGT-Ausscheidung, als potenzieller Biomarker für den 

zeitlichen Verlauf eines experimentell induzierten, chronischen Nierenschadens geeignet 

ist.  

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen eine Zunahme der renalen Renin-Ausscheidung 

während der AAI-Behandlung und eine sich anschließende Abnahme während der 

behandlungsfreien Phase (siehe 3.4.5, Abbildung 42). Ähnlich verhielt es sich allerdings 

auch in der Kontrollgruppe, die statt AAI nur das Vehikel erhielt. Die Zunahme der 

renalen Renin-Ausscheidung während der Behandlungsphase und deren Abnahme 

während der behandlungsfreien Phase waren in der Kontrollgruppe aber wesentlich 

schwächer ausgeprägt als in der AAI-Gruppe. Allerdings wäre zu erwarten gewesen, dass 

in der Kontrollgruppe die renale Renin-Ausscheidung, ähnlich wie die renale AGT-

Ausscheidung, unverändert niedrig bleibt.  
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Dieser unerwartete Befund könnte dadurch zu erklären sein, dass sich die Daten zur 

renalen Renin-Ausscheidung in der Kontrollgruppe sehr nahe an der Nachweisgrenze des 

verwendeten Assays befanden. Aufgrund der Veränderungen der renalen Renin-

Ausscheidung in der Kontrollgruppe können nicht ohne Weiteres Schlüsse zur Eignung 

der renalen Renin-Ausscheidung als Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines 

experimentell induzierten chronischen Nierenschadens gezogen werden. 

Weiterhin wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen der renalen Renin-

Ausscheidung und der GFR gab. Dazu wurde eine multivariate lineare Regression 

durchgeführt. Die Analyse zeigt, dass die renale Renin-Ausscheidung schwach negativ, 

jedoch nicht statistisch signifikant (r = -0,207; p = 0,411), mit der GFR korrelierte  

(siehe 3.4.5, Abbildung 43A). Wie bei der renalen AGT-Ausscheidung, wird auch bei der 

renalen Renin-Ausscheidung über den Ursprung des renal ausgeschiedenen Renins in der 

Literatur135,138,145 kontrovers diskutiert. Um einen ersten Hinweis auf den Ursprung des 

renal ausgeschiedenen Renins zu erhalten wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, 

ob die renale Renin-Ausscheidung mit der renalen Albumin-Ausscheidung korreliert. Die 

Korrelationsanalyse zeigt, dass die renale Renin-Ausscheidung statistisch signifikant 

positiv mit der renalen Albumin-Ausscheidung korrelierte (siehe 3.4.5, Abbildung 43B). 

Für beide Analysen wurden die Daten vom letzten Versuchstag verwendet. Da die renale 

Renin-Ausscheidung in der AAI-Gruppe am letzten Messtag (Tag 94) unerwartet 

statistisch signifikant höher war als in der Kontrollgruppe, während die renale Renin-

Ausscheidung bereits seit Beginn der behandlungsfreien Phase abgenommen hatte, sind 

diese Daten aktuell jedoch nur schwer zu interpretieren. Anhand der vorliegenden 

Befunde können demnach keine weiteren Schlussfolgerungen in Bezug auf die Eignung 

der renalen Renin-Ausscheidung als Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines 

experimentell induzierten chronischen Nierenschadens oder den Ursprung des renal 

ausgeschiedenen Renins gezogen werden. 

Um zu untersuchen welchen Ursprung renal ausgeschiedenes Renin haben könnte, 

infundierten Tang et al.145 in ihrer experimentellen Studie gesunden Mäusen und Mäusen 

mit diabetischer Nephropathie rekombinantes humanes Renin in Kombination mit  

L-Lysin. Mit der zusätzlichen Gabe von L-Lysin wurde eine verminderte Reabsorption 

von Proteinen im proximalen Tubulus simuliert. Das Membranprotein Megalin, dass an 

der Reabsorption von Proteinen durch Endozytose im proximalen Tubulus beteiligt ist, 

bindet Proteine, die reich an positiven Ladungen sind180.  
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L-Lysin bindet an positiv geladene Reste des Renins, welches somit nicht von Megalin 

gebunden werden kann180. Die Renin-Reabsorption im proximalen Tubulus wird somit 

gehemmt. Die renale Renin-Ausscheidung, die zuvor nur bei den Mäusen mit diabetischer 

Nephropathie erhöht war, stieg nun auch bei gesunden Mäusen an. Für die Autoren145 

deutet dieser Befund darauf hin, dass renal ausgeschiedenes Renin durch eine verminderte 

tubuläre Reabsorption im Urin erschienen ist. Tang et al.145 fanden außerdem einen 

verminderten Renin-mRNA-Gehalt in der Nierenrinde bei den diabetischen Mäusen im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. In der Nierenrinde liegen die Nierenkörperchen und der 

juxtaglomeruläre Apparat mit den Renin-bildenden juxtaglomerulären Zellen. Die 

Sammelrohre, in deren Hauptzellen ebenfalls Renin gebildet wird, verlaufen dagegen im 

Nierenmark. Der Renin-mRNA-Gehalt in der Nierenrinde sollte daher im Wesentlichen 

die Renin-Expression im juxtaglomerulären Apparat widerspiegeln. Die Autoren145 

schließen aus ihren Befunden, dass die erhöhte renale Renin-Ausscheidung bei den 

Mäusen mit diabetischer Nephropathie durch eine Kombination aus erhöhter 

glomerulärer Filtration und verminderter tubulärer Reabsorption im proximalen Tubulus 

zustande kam. Da bei einem AAI-induzierten chronischen Nierenschaden vor allem das 

Tubulussystem betroffen ist und damit die Reabsorptionsmechanismen für Renin nicht 

mehr richtig funktionieren, könnte eine verminderte tubuläre Reabsorption die Ursache 

für die erhöhte renale Renin-Ausscheidung bei AAI-behandelten Mäusen sein.  

Einen weiteren Hinweis darauf, dass das renal vermehrt ausgeschiedene Renin bei einem 

chronischen Nierenschaden überwiegend renalen Ursprungs sein könnte, zeigen die 

Befunde von van den Heuvel et al.138, die eine signifikant reduzierte, renale 

Ausscheidung von Renin bei Diabetikern, die mit ACEI oder ARBs behandelt wurden, 

im Vergleich zu Diabetikern, die keine RAS-Blocker erhielten, fanden.  

Ang II stimuliert AT1R-vermittelt die Renin-Freisetzung aus den Hauptzellen des 

Sammelrohrs73. Da ACEI und ARBs die Ang-II-Bildung bzw. -Wirkung hemmen, führt 

die Behandlung von Diabetikern mit diesen RAS-Blockern in den Hauptzellen der 

Sammelrohre zu einer Hemmung der Renin-Freisetzung148. Für van den Heuvel et al.138 

ist dieser Befund ein weiterer Hinweis darauf, dass renal ausgeschiedenes Renin 

wahrscheinlich überwiegend tubulären Ursprungs ist. 
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Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit der renale Renin-Protein-Gehalt bestimmt. 

Dieser war in der AAI-Gruppe statistisch signifikant höher als in der Kontrollgruppe 

(siehe 3.4.5, Abbildung 44). Dieser Befund könnte auf eine gesteigerte renale RAS-

Aktivität, wie sie bei einem chronischen Nierenschaden vorkommt62-64,83,84,167, 

zurückzuführen sein. Da in der vorliegenden Arbeit keine Trennung von Nierenrinde und 

Nierenmark erfolgte, kann nicht abschließend geklärt werden, ob der Anstieg des renalen 

Renin-Protein-Gehaltes auf eine gesteigerte juxtaglomeruläre oder tubuläre Renin-

Bildung zurückzuführen ist. 

Die renale Renin-Ausscheidung nahm sowohl in der AAI-Gruppe als auch in der 

Kontrollgruppe während der Behandlungsphase zu und während der behandlungsfreien 

Phase wieder ab. Während des gesamten Beobachtungszeitraums war die renale Renin-

Ausscheidung an nur drei Messtagen (Tag 19, Tag 34 und Tag 94, siehe 3.4.5,  

Abbildung 42) in der AAI-Gruppe statistisch signifikant höher als in der Kontrollgruppe. 

Anhand der vorliegenden Daten können keine abschließenden Aussagen darüber 

getroffen werden, ob die renale Renin-Ausscheidung als Biomarker für den zeitlichen 

Verlauf des experimentell induzierten, chronischen Nierenschadens geeignet ist oder 

welchen Ursprung renal ausgeschiedenes Renin hat. 

 

4.5 Schlussfolgerungen 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Mäuse mit einer verminderten 

renalen ACE-Expression vor einem AAI-induzierten chronischen Nierenschaden 

teilweise geschützt sind. Die diesem Schutz zugrundeliegenden, molekularen 

Mechanismen sind noch nicht ausreichend bekannt. Jedoch weisen die vorliegenden 

Daten darauf hin, dass die bei diesen Mäusen erhöhten, renalen ACE2-, Ang(1-7)- und 

MasR-Gehalte und die dadurch zum Ausdruck kommende Aktivierung der 

renoprotektiven ACE2/Ang(1-7)/MasR-Achse möglicherweise eine wichtige Rolle 

spielen. 
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Anhand der Befunde der Versuchsreihe II kann zwar nicht abschließend geklärt werden, 

ob die renale Renin-Ausscheidung als Biomarker für den zeitlichen Verlauf des 

experimentell induzierten, chronischen Nierenschadens geeignet ist, allerdings sind die 

Daten für die renale AGT-Ausscheidung vielversprechend. Die Ergebnisse zeigen, dass 

die renale AGT-Ausscheidung als Biomarker für den zeitlichen Verlauf eines AAI-

induzierten, chronischen Nierenschadens bei Mäusen geeignet ist und dass renal 

ausgeschiedenes AGT vermutlich überwiegend renalen Ursprungs ist. 
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6 Anhang 

6.1 Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Bedeutung 

AA aristolochic acid = Aristolochiasäure 

AA-DNA DNA-Addukt 

AAI-Alb Aristolochiasäure-I-Albumin-Komplex 

AAN aristolochic acid nephropathy = Aristolochiasäure-Nephropathie 

AA-RNA RNA-Addukt 

ACE angiotensin I-converting enzyme = Angiotensin-I-Konversionsenzym 

ACEI 
angiotensin I-converting-enzyme-inhibitor = Angiotensin-I-

Konversionsenzym-Inhibitor 

ADAM17 ADAM Metallopeptidase Domäne 17 

AGT Angiotensinogen 

Alb Albumin 

Ang Angiotensin 

ARB Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptor-Blocker 

2way ANOVA zweifaktorielle Varianzanalyse 

AT1R Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptor 

BCA Bicinchoninsäure 

BEN balkan endemic nephropathy = Balkan-Nephropathie 

BSA bovine serum albumin = Rinderserumalbumin 

C57BL/6J-tm(ACE3/3)-Mäuse ACE-/--Mäuse 

C57BL/6J Wildtyp 

cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CHN chinese herb nephropathy 

CKD chronic kidney disease = chronische Nierenkrankheit 

Ct Threshold-Cycle 

DAS donkey anti sheep 

DMSO Dimethylsulfoxid 
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Abkürzung Bedeutung 

DNA Desoxyribonukleinsäure  

dsDNA doppelsträngige Desoxyribonukleinsäure 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

ELISA solid-phase sandwich enzyme-linked imunosorbent assay 

eNOS 
endothelial nitric oxide synthase = endotheliale Stickstoffmonoxid-

Synthase 

ERK1/2 extracellular signal-regulated kinases 1/2  

ESRD end stage renal disease 

F forward 

FOXO1 forkhead-box O 1 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GAR goat anti rabbit 

gDNA genomische Desoxyribonukleinsäure  

GFR glomeruläre Filtrationsrate 

HE Hämatoxylin-Eosin 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure Puffer 

HRP horseradish peroxidase 

i.p. Intraperitoneal 

ICD international classification of diseases 

JNK c-Jun N-terminal kinase  

K/DOQI kidney disease outcomes quality initiative 

KG Körpergewicht 

KLH keyhole limpet hemocyanin 

Lane Bahn 

L-NAME Nω-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid  

MAPK mitogen-activated protein kinase  

MasR Mas-Rezeptor 

MAPKK mitogen-activated protein kinase kinase 

MG Masson-Goldner-Trichrom 
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Abkürzung Bedeutung 

Neo Neomycin-Kassette 

NEP Neprilysin 

NFκB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells  

NKF national kidney foundation 

NP-40 Nonylphenolethoxylat-40 

OAT organischer Anionen-Transporter 

PAS periodic acid-Schiff reaction 

PBS phosphatgepufferte Salzlösung 

PI Protease-Inhibitor 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase  

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PTEC proximal tubular epithelial cell = proximale Tubulusepithelzelle 

R Reverse 

RAG rabbit anti goat 

RAS Renin-Angiotensin-System 

qPCR quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion 

RIPA Radioimmunpräzipitations-Assay-Puffer 

RNA Ribonukleinsäure  

ROS reactive oxygen species = reaktive Sauerstoffspezies 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis  

SEM Standardfehler des Mittelwerts 

Smad mothers against decapentaplegic homolog  

ssDNA 
single-stranded deoxyribonucleic acid = einzelsträngige Desoxyribo-

nukleinsäure 

STAT3 signal transducer and activator of transcription 3  

TBS Tris-gepufferte Salzlösung 

TBST Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween 20 

TE Tris Ethylendiamintetraacetat 
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Abkürzung Bedeutung 

TGF transforming growth factor  

U unknown 

Ywhaz 
Monooxygenase/Tryptophan-5-Monooxygenase Aktivierungsprotein, 

zeta Polypeptid 

 

6.2 Geräte und Chemikalien 

Tabelle 11: Geräte und Software 

Gerät Firma Stadt Land 

Amersham Protran 0,2 µm 

Nitrocellulose 
GE Healthcare Life Sciences Freiburg Deutschland 

ChemiDocTM XRS+ Bio-Rad Laboratories GmbH München Deutschland 

DS-11+ Spectrophotometer DeNovix Wilmington, NC USA 

Deckgläser (24x60 mm) Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe Deutschland 

Electrothermal, Paraffin section, 

Mounting bath 
Leica Biosystems Wetzlar Deutschland 

Elektrophoresekammer Micro Bio Tec Brand Giessen Deutschland 

FLUOstar OPTIMA BMG Labtech Ortenberg Deutschland 

gentleMACS DissociatorTM Miltenyi Biotec B.V. & Co. 

KG 
Bergisch Gladbach Deutschland 

Heizblock MR 3001 
Heidolph Instruments GmbH & 

Co. KG 
Schwabach Deutschland 

Heizkissen Fine Science Tools GmbH Heidelberg Deutschland 

Image Lab Version 5.0 Bio-Rad Laboratories GmbH München Deutschland 

Injektionskanüle BD Microlance 

23G x 1" Nr 16 (0,6 x 25 mm) 

27G x 3/4" Nr. 20 (0,4 x 19 mm) 

Becton Dickinson GmbH Heidelberg Deutschland 

Ismatec sa Mehrkanal-Pumpe 

MS-REGLO 
Cole-Parmer GmbH Wertheim Deutschland 

KL 1500 electronics SCHOTT AG Mainz Deutschland 

Microtome Blade A35 
Feather® Safety Razor Co. 

Ltd. 
Osaka Japan 

Minivent Mouse Ventilator Hugo Sachs Elektronik March-Hugstetten Deutschland 
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Gerät Firma Stadt Land 

Metabolic Cage for Single 

Mouse 
Tecniplast Hohenpeißenberg Deutschland 

Mini Centrifuge 
Nippon Genetics Europe 

GmbH 
Düren Deutschland 

Operationsbesteck Fine Science Tools GmbH Heidelberg Deutschland 

Plugsys Hugo Sachs Elektronik March-Hugstetten Deutschland 

Polyethylen-Katheter 

800/100/100  

(0,28 mm ID / 0,61 mm OD) 

800/100/200 

(0,58 mm ID / 0,96 mm OD) 

Smiths Medical, Inc. Minneapolis, MN USA 

PowerLabTM data acquisition  

system 26T  
ADInstruments Ltd Oxford OX4 6HD UK 

Power Pac 200 Bio-Rad Laboratories GmbH München Deutschland 

Prism 5.01 
®1992-2007 GraphPad 

Software Inc 
La Jolla, CA USA 

Rollenmischer Phoenix Instrument Garbsen Deutschland 

Rotor-Disc-Heat-Sealer Qiagen GmbH Hilden Deutschland 

Rotor-Gene Q Qiagen GmbH Hilden Deutschland 

Rotor-Gene Q - Pure Detection 

2.3.1 (Build 49) Software 
Qiagen GmbH Hilden Deutschland 

Schlittenmikrotom,  

Leica SM2000 R 
Leica Biosystems Wetzlar Deutschland 

SIGMA 3-18K 
SIGMA Laborzentrifugen 

GmbH 
Osterode am Harz Deutschland 

Skalpellklingen Bayha GmbH Tuttlingen Deutschland 

Sure Cycler 8800 Agilent Technologies Santa Clara, CA USA 

SuperFrost® Plus Objektträger R. Langenbrinck GmbH Emmendingen Deutschland 

Thermomixer 5437 Eppendorf 
Wesseling-

Berzdorf 
Deutschland 

Vortex „Fuge 2400" Biosan Riga Lettland 

Waage MC1 Laboratory  

LC 220 S 
Sartorius AG Göttingen Deutschland 

WILD M3Z Leica Microsystems GmbH Wetzler Deutschland 
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Tabelle 12: Chemikalien 

Chemikalie Firma Stadt Land 

AHD 2000®, Desinfektionsmittel 
Lysoform Dr. Hans 

Rosemann GmbH 
Berlin Deutschland 

Agarose SeaKem® Rockland, ME USA 

Aristolochiasäure I Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Biomol Pink prestained Protein 

Ladder 10–175 kDa 
Biomol Hamburg Deutschland 

Criterion TGX Stain-Free Precast 

Gels 4–15 % 
Bio-Rad Laboratories GmbH München Deutschland 

Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe Deutschland 

Ethanol Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe Deutschland 

Heparin-Natrium  

(25.000 I.E./5 ml) 
B. Braun Melsungen AG Melsungen Deurschland 

Hyperladder 100 bp Bioline Heidelberg Deutschland 

Inulin Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Ketamin, 10 % 
Selectavet Dr. Otto Fischer 

GmbH 
Weyarn-Holzolling Deutschland 

Lisinopril Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Pentobarbital  

(Narcoren, 16 g/100 ml) 

Boehringer Ingelheim 

Vetmedica GmbH 
Ingelheim Deutschland 

Protease Inhibitor Cocktail, 

cOmplete Mini 
F. Hoffmann-La Roche AG Basel Schweiz 

Resorcinol Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Roti Block Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe Deutschland 

ROTI®GelStain Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe Deutschland 

Salzsäure Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

TE-Puffer-AmbionTM 
Invitrogen, Thermo 

Scientific™ 
Schwerte Deutschland 

Trichloressigsäure Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Trizol Reagent 
Invitrogen, Thermo 

Scientific™ 
Schwerte Deutschland 

Tween 20 Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Xylasel 20 mg/25 ml (Xylazin) 
Selectavet Dr. Otto Fischer 

GmbH 
Weyarn-Holzolling Deutschland 
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Tabelle 13: Puffer 

Puffer Bestandteile Molarität/Konzentration/% 

HEPES HEPES 0,1 mol/l 
 

Natriumfluorid 0,1 mol/l 
 

EDTA 0,1 mol/l 
 

Natriummetavanadat 0,01 mol/l 
 

TritonX-100 1,0% 
 

PMSF 0,002 mol/l 
 

Natriumpyrophosphatdecahydrat 0,1 mol/l 

 PI 10 µl/ml 

SDS-Ladepuffer (5x) Tris-HCl (pH 6,8) 156 mmM 

 SDS 5 % 

 Glycerin 25 % 

 ß-Mercaptoethanol 8 % 

 Bromphenolblau 0,003 mol/l 

Maltosid Tris-HCl 20 mM 

 EDTA 50 µM 

 Natriumchlorid 137 mM 

 Dodecyl-β-Maltosid 1 % 

 PMSF 0,2 mM 

 
Protease Inhibitor Cocktail 

(cOmplete Mini, Roche) 
1 Tablette 

PBS (10x) Natriumchlorid 1,4 mol/l 

 Kaliumchlorid 0,03 mol/l 

 
Di-Natriumhydrogenphosphat-

Dihydrat 
0,1 mol/l 

 Kaliumdihydrogenphosphat 0,02 mol/l 

RIPA Tris-HCl 0,05 mol/l 
 

Natriumchlorid 0,3 mol/l 
 

SDS 0,1% 
 

NP-40 1,0% 
 

PMSF 0,001 mol/l 
 

Natriumpyrophosphatdecahydrat 1,0% 

 PI 10 µl/ml 

TBS (10x) Natriumchlorid 1,45 mol/l 

 Tris Base 0,2 mol/l 
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Puffer Bestandteile Molarität/Konzentration/% 

Towbin (10x) Tris Base 0,25 mol/l 

 Glycin 2 mol/l 

Towbin (1x) Towbin 10 % 

 Methanol 20 % 

EDTA = Ethylendiamintetraacetat, HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure Puffer, NP-40 = Nonylphenolethoxylat-40, PBS = Phosphatgepufferte 

Salzlösung, PI = Protease-Inhibitor, PMSF = Phenylmethylsulfonylfluorid, RIPA = 

Radioimmunpräzipitations-Assay Puffer, SDS = Natriumdodecylsulfat, TBST = Tris-

gepufferte Salzlösung 
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Tabelle 14: Antikörper 

primäre Antikörper Verdünnung Immunogen Wirt Firma Bestellnummer Stadt Land 

ACE 1:1.000 

KLH-konjugiertes synthetisches 

Peptid, welches eine Sequenz aus 

der Kernregion des humanen 

CD143 umfasst 

Kaninchen 

Polyklonal 
Biorbyt PRB216086 Cambridge UK 

ACE2 1:1.000 

synthetisches Peptid, dass 

identisch zu einer internen 

Region des humanen ACE2 ist 

Kaninchen 

Polyklonal 
Abnova PAB13443 Taipei City Taiwan 

AGT 1:4.000 

aus einer chinesischen Hamster-

Ovar-Zelllinie, rekombinantes 

Maus-Serpin 

A8/Angiotensinogen, Asp25–

Val477 

Schaf 

Polyklonal 
R&D Systems AF6966 Minneapolis Kanada 

GAPDH 1:4.000 
synthetisches Peptid = V(126) M 

G V N H E K Y (140) 

Kaninchen 

Polyklonal 

Invitrogen, Thermo 

Scientific™ 
PA1-987 Schwerte Deutschland 

MasR 1:2.000 

synthetisches Peptid, dass einen 

internen Anteil des humanen 

MAS1-Protein beinhaltet (75–

125) [UniProt P04201] 

Kaninchen 

Polyklonal 
Novus Biologicals NBP1-78444SS Centennial, CO USA 

Renin 1:2.000 
aus NS0 Zellen, rekombinantes 

Maus-Renin-1 (aa22–402) 

Ziege 

Polyklonal 
antibodies.online ABIN301824 Aachen Deutschland 
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sekundäre Antikörper Verdünnung Immunogen Wirt Firma Bestellnummer Stadt Land 

DAS HRP-Konjugat 1:2.000 Schaf IgG 
Schaf 

Polyklonal 
R&D Systems HAF016 Minneapolis Kanada 

GAR HRP-Konjugat 1:2.000 Kaninchen IgG 
Ziege 

Polyklonal 

Bio-Rad 

Laboratories GmbH 
#170-6515 München Deutschland 

RAG HRP-Konjugat 1:5.000 Ziege IgG 
Kaninchen 

Polyklonal 
Merck Millipore AP 106P Darmstadt Deutschland 

ACE = Angiotensin-I-Konversionsenzym, AGT = Angiotensinogen, DAS = donkey anti sheep, ERK = extracellular signal-regulated kinases, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase, GAR = goat anti rabbit, HRP =horseradish peroxidase, KLH = keyhole limpet hemocyanin, MAS1 = Mas-Rezeptor, RAG = rabbit anti goat 
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Tabelle 15: Kits 

Kit Firma Stadt Land 

ACEcolor Fujirebio Hannover Deutschland 

Direct-zol RNA MiniPrep Zymo Research Europe GmbH Freiburg Deutschland 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific™ Schwerte Deutschland 

High Capacity cDNA  

Reverse transcription Kit  
Applied Biosystems Foster City, CA USA 

High Pure PCR Template  

Preparation Kit 
F. Hoffmann-La Roche AG Basel Schweiz 

Mouse Albumin ELISA Kit Abnova Taipei City Taiwan 

Mouse Angiotensin 1-7 (Ang1-7) 

ELISA Kit 
Cusabio Technology Llc Houston, TX USA 

Mouse Angiotensinogen ELISA Kit Elabscience Houston, TX USA 

Mouse Renin ELISA Kit Cusabio Technology Llc Houston, TX USA 

Mouse Renin ELISA Kit Cloud-Clone Corp. Katy, Texas USA 

Rotor-Gene SYBR® Green PCR 

Kit 
Qiagen GmbH Hilden Deutschland 

Thermo Scientific Fermentas  

PCR Master Mix 
Thermo Scientific™ Schwerte Deutschland 

 

Tabelle 16: Chemikalien für die Histologie 

Chemikalie Firma Stadt Land 

Azophloxin Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Essigsäure (wasserfrei) Merck KGaA Darmstadt Deutschland 

Eosin Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Eukitt® quick-hardening 

mounting medium 
Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Hämatoxylin Merck KGaA Darmstadt Deutschland 

Lichtgrün Merck KGaA Darmstadt Deutschland 

Natriummetabisulfit Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Paraffin Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe Deutschland 

Perjodsäure Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe Deutschland 
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Chemikalie Firma Stadt Land 

Orange G Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Schiff’sches Reagenz Sigma Aldrich Hamburg Deutschland 

Schwefeldioxid Merck KGaA Darmstadt Deutschland 

Wolframatophosphorsäure-

Hydrat 
Merck KGaA Darmstadt Deutschland 

Xylol Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe Deutschland 

 

Tabelle 17: Lösungen für die Histologie 

Puffer Bestandteile Molarität/Konzentration/% 

Bouin Pikrinsäure (gesättigt) 0,04 M 

 5 % Essigsäure 0,9 M 

 Formaldehyd 10 % 

Eisenhämatoxylin 

nach Weigert 

Hämatoxylin-Lösung: 

Hämatoxylin (in 96 % Ethanol) 

2 Monate reifen lassen 

1 % 

 

Eisenchlorid-Lösung: 

Eisen(III)-chlorid (in 100 ml 

Aqua dest. + 1 ml HCl) 

 

Hämalaun Hämatoxylin 0,1 % 

 Natriumjodat 0,001 mol/l 

 Kaliumaluminiumsulfat 0,1 mol/l 

 Chloracetaldehyd 0,6 mol/l 

 Zitronensäure 0,1 % 
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6.3 Western Blot – Gesamtprotein- und Chemilumineszenz-Aufnahmen 

 Stammbeschreibung 

Angiotensin-I-Konversionsenzym (ACE) 

ACE in Herzgewebe 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz- 

Aufnahme von ACE 

 
-/- = ACE-/-, Wt = Wildtyp 

ACE in Lebergewebe 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz- 

Aufnahme von ACE 

 
-/- = ACE-/-, Wt = Wildtyp 

ACE in Lungengewebe 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz- 

Aufnahme von ACE 

 
-/- = ACE-/-, Wt = Wildtyp 

 

  

175 kDa 

130 kDa 

-/- -/- -/- Wt Wt 

-/- -/- -/- Wt Wt 

175 kDa 

130 kDa 

-/- -/- -/- Wt Wt 

175 kDa 

130 kDa 
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Angiotensin-I-Konversionsenzym (ACE) 

ACE in Nierengewebe 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz- 

Aufnahme von ACE 

 
-/- = ACE-/-, Wt = Wildtyp 

 

Angiotensinogen (AGT) 

AGT in Nierengewebe 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz- 

Aufnahme von AGT 

 
-/- = ACE-/-, Wt = Wildtyp 

AGT in Lebergewebe 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz- 

Aufnahme von AGT 

 
-/- = ACE-/-, Wt = Wildtyp 

 

  

-/- -/- -/- Wt Wt 

175 kDa 

130 kDa 

-/- -/- -/- Wt Wt 

95 kDa 

62 kDa 

51 kDa 

42 kDa 

-/- -/- -/- Wt Wt 

95 kDa 

62 kDa 

51 kDa 

42 kDa 
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Renin 

Renin in Nierengewebe 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz- 

Aufnahme von Renin 

 
-/- = ACE-/-, Wt = Wildtyp 

  

-/- -/- -/- Wt Wt 
51 kDa 

42 kDa 

29 kDa 

22 kDa 
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 Versuchsreihe I 

Angiotensinogen (AGT) 

AGT in Nierengewebe  

Membran 1 Membran 2 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von AGT 

 

Gesamtprotein-

Aufnahme

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von AGT 

 

Membran 3 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz- 

Aufnahme von AGT 

 

1 = Wildtyp + Vehikel, 2 = Wildtyp + Aristolochiasäure I (AAI), 3 = ACE-/- + Vehikel, 4 = ACE-/- + AAI 

 

Renin 

Renin in Nierengewebe  

Membran 1 Membran 2 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von Renin 

 

Gesamtprotein-

Aufnahme

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von Renin 

 

1 = Wildtyp + Vehikel, 2 = Wildtyp + Aristolochiasäure I (AAI), 3 = ACE-/- + Vehikel, 4 = ACE-/- + AAI 

  

62 kDa 

51 kDa 

1 1 2 4 3 

62 kDa 

51 kDa 

1 1 2 4 3 

62 kDa 

51 kDa 

1 1 2 4 3 

42 kDa 

29 kDa 

2 3 4 1 2 3 4 1 

42 kDa 

29 kDa 
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Angiotensin-I-Konversionsenzym (ACE) 

ACE in Nierengewebe  

Membran 1 Membran 2 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von ACE 

 

Gesamtprotein-

Aufnahme

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von ACE 

 

1 = Wildtyp + Vehikel, 2 = Wildtyp + Aristolochiasäure I (AAI), 3 = ACE-/- + Vehikel, 4 = ACE-/- + AAI 

 

Angiotensin-I-Konversionsenzym 2 (ACE2) 

ACE2 in Nierengewebe  

Membran 1 Membran 2 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von ACE2 

 

Gesamtprotein-

Aufnahme

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von ACE2 

 
1 = Wildtyp + Vehikel, 2 = Wildtyp + Aristolochiasäure I (AAI), 3 = ACE-/- + Vehikel, 4 = ACE-/- + AAI 

 

Mas-Rezeptor (MasR) 

MasR in Nierengewebe  

Membran 1 Membran 2 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz- 

Aufnahme von MasR 

 

Gesamtprotein-

Aufnahme

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von MasR 

 

1 = Wildtyp + Vehikel, 2 = Wildtyp + Aristolochiasäure I (AAI), 3 = ACE-/- + Vehikel, 4 = ACE-/- + AAI 

2 3 4 1 

175 kDa 

130 kDa 2 3 4 1 

175 kDa 

130 kDa 

2 3 4 1 

130 kDa 

95 kDa 
2 3 4 1 

130 kDa 

95 kDa 

2 3 4 1 

51 kDa 

42 kDa 2 3 4 1 

51 kDa 

42 kDa 
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 Versuchsreihe II 

Angiotensinogen (AGT) 

AGT in Nierengewebe  

Membran 1 Membran 2 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von AGT 

 

Gesamtprotein-

Aufnahme

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von AGT 

 

1 = Vehikel, 2 = Aristolochiasäure I 

AGT in Lebergewebe  

Membran 1 Membran 2 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von AGT 

 

Gesamtprotein-

Aufnahme

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von AGT 

 

1 = Vehikel, 2 = Aristolochiasäure I 

 

Renin 

Renin in Nierengewebe  

Membran 1 Membran 2 

Gesamtprotein- 

Aufnahme 

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von Renin 

 

Gesamtprotein-

Aufnahme

 

Chemilumineszenz-

Aufnahme von Renin 

 
1 = Vehikel, 2 = Aristolochiasäure I 

1 1 2 1 
62 kDa 

51 kDa 

1 1 2 1 
62 kDa 

51 kDa 

1 1 2 1 
62 kDa 

51 kDa 

1 1 2 1 
62 kDa 

51 kDa 

1 1 2 1 
42 kDa 

29 kDa 

1 1 2 1 
42 kDa 

29 kDa 
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