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2. Einleitung 
2.1. Bluthochdruck 

Bluthochdruck und die daraus resultierenden Erkrankungen stellen, epidemiologisch 

gesehen, das höchste Gesundheitsrisiko und die Todesursache Nummer eins dar (Mills et 

al., 2020). Hierzu zählen die kardiovaskulären Erkrankungen wie koronare Herzerkrankung, 

Herzinsuffizienz, Schlaganfall, Herzinfarkt, Vorhofflimmern und periphere arterielle 

Verschlusskrankheiten, sowie chronisches Nierenleiden und kognitive Beeinträchtigungen 

(Oparil et al., 2018). Die Risikofaktoren für Bluthochdruck sind mannigfaltig. So steigt das 

Risiko an Bluthochdruck zu erkranken bei beiden Geschlechtern mit zunehmendem Alter 

an (Singh et al., 2012). Die Rasse und Ethnie können zusätzlich Hinweis auf das Risiko 

geben. So galten im Zeitraum von 2015 bis 2016 in den USA 13,5% mehr nicht-hispanisch-

schwarze Menschen im Vergleich zu nicht-hispanisch-weißen Menschen als hyperton 

(Dorans et al., 2018). Des Weiteren gilt die erhöhte Salzaufnahme als Risikofaktor, welche 

in Kombination mit kleineren Anstiegen von pro-hypertensiven Molekülen wie Angiotensin II 

und Aldosteron zu Hypertonie führen kann (Wenzel et al., 2019). Als weitere Risikofaktoren 

für Bluthochdruck gelten eine geringe Kaliumaufnahme, Alkoholkonsum, Fettleibigkeit, 

mangelnde Bewegung und eine ungesunde Ernährung (Mills et al., 2020). Und obwohl viele 

Risikofaktoren bekannt sind, gibt es eine Vielzahl an Bluthochdruck-Patienten, bei denen 

die Ethiologie der Erkrankung unklar bleibt und sich somit die Behandlung als schwierig 

erweist (Montaniel et al., 2016).  

2.2. Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) 

Physiologisch wird der Blutdruck über ein komplexes Zusammenspiel zahlreicher Elemente 

gesteuert (Oparil et al., 2018). Hierzu zählen unter anderem das Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System (RAAS), das sympathische Nervensystem und das Immunsystem. Das 

RAAS hat hierbei eine zentrale Rolle inne. Es reguliert den arteriellen Blutdruck, die 

Plasma-Natrium-Konzentration und das extrazelluläre Flüssigkeitsvolumen (Patel et al., 

2017). Dabei werden Nieren, Lunge, Vaskulatur und das Gehirn mit involviert (Santos et 

al., 2019). Das RAAS besteht aus drei wichtigen Hauptkomponenten – Renin, Angiotensin II 

(Ang II) und Aldosteron (Fountain et al., 2022).  

Renin wird in der Niere im Juxtaglomerulären Apparat gebildet (Brown, 2007). Hierbei wird 

Pro-Renin proteolytisch durch die Proteasen Proprotein Convertase 1 (PC1) oder 

Cathepsin B aktiviert (Patel et al., 2017). Die Sekretion von Renin wird von 4 Mechanismen 

reguliert: dem arteriellen Blutdruck, der Aktivität des Sympathischen Nervensystems, der 

Natrium-Balance und mittels negativen Feedbacks durch Ang II (Brown, 2007). Renin gilt 

als hormonartiges Enzym, dessen Substrat Angiotensinogen in der Leber sekretiert wird 

und im Plasma zirkuliert. Mittels proteolytischer Spaltung von Angiotensinogen entsteht 
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Angiotensin I, ein physiologisch inaktives Protein (Laghlam et al., 2021), welches durch das 

Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) zu Ang II decarboxyliert wird (Bernstein et al., 2018).  

Ang II ist ein sehr vielfältiges Effektormolekül, welches eine intrakrine/ autokrine/ parakrine 

Rolle in nahezu jedem System spielt (Durante et al., 2012; Patel et al., 2017; Peach et al., 

1990). Es wirkt vasokonstriktorisch sowohl auf Arterien als auch auf Venen, hebt den 

Blutdruck an und stimuliert die Ausschüttung von Aldosteron in der Nebennierenrinde 

(Feener et al., 1995; Yatabe et al., 2011). In der Niere inhibiert Ang II die Kaliumsekretion 

und im Gehirn reguliert es sowohl den Durst und die Wasseraufnahme, als auch die 

Wasser-Reabsorption in der Niere und die Sensitivität der Barorezeptoren (Fountain et al., 

2022). Aldosteron reguliert die Natrium-Kalium Homöostase mittels Stimulation der renalen 

proximalen Tubuli (Chiolero et al., 2000). 

Ein Ungleichgewicht des RAAS kann zu Entzündungen, Arteriosklerose, Thrombose und 

Fibrose im kardiovaskulären System führen, was zu klinisch-relevanten Symptomen und 

Erkrankungen wie Herzinfarkt, Schlaganfall, diabetische Mikro- und Makrovaskuläre 

Erkrankungen, periphere vaskuläre Erkrankungen und kongestiven Herzerkrankungen führt 

(Mehta et al., 2007).  

2.3. Das Komplementsystem  

Das Komplement ist ein evolutionär konservierter Anteil des angeborenen Immunsystems 

(Vignesh et al., 2017). Es hat zusammen mit Kontakt- und Koagulationssystemen und den 

unzähligen Bereichen des angeborenen und des adaptiven Immunsystems eine 

Barrierefunktion und schützt vor dem Eindringen von Mikroben. Hierbei hilft es, pathogene 

Erreger zu markieren und zu eliminieren und das nahezu sofort und mit einer 

ausreichenden Spezifität, damit die Wirtszellen nicht geschädigt werden (Koenderman et 

al., 2014; Ricklin et al., 2018; Wenzel et al., 2017; Zipfel et al., 2009). Das 

Komplementsystem umfasst mehr als 30 Plasma- und Membran-Proteine, welche zum 

größten Teil in der Leber gebildet werden (Vignesh et al., 2017; Walport, 2001). Diese 

Proteine oder auch Komplementfaktoren genannt, liegen als Vorläufer-Proteine vor, welche 

durch bestimmte Stimuli aktiviert werden und ihrerseits kaskadenartig weitere 

Komplementfaktoren proteolytisch oder mittels Rezeptorbindung aktivieren (Vignesh et al., 

2017).  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Komplementsystems. 
Das Komplementsystem wird über 3 unterschiedliche Wege aktiviert. Der klassische Weg wird mittels Kontakt von 
Pathogenen mit dem C1 Komplex aktiviert. Der Lektin Weg wird durch den Kontakt von Pathogenen mit Mannose-Bindungs-
Lektin (MBL), Ficolinen 1 bis 3 (Fcn) oder Collectin 11 (CL-11) gebunden an MBL-assoziierte Proteine (MASPs) aktiviert. Im 
alternativen Aktivierungsweg wird der Komplementfaktor C3 spontan zu C3(H2O) hydrolysiert. Alle drei Aktivierungswege 
führen zur Bildung von C3 Konvertasen, welche C3 zu C3a und C3b spalten. C3b bildet C5, welche den Komplementfaktor 
C5 zu C5a und C5b spalten. C5b bildet mit den Komplementfaktoren C6, C7, C8 und C9 den Membran Attack Komplex C5b-
9. Die Anaphylatoxine C3a und C5a binden an ihre spezifischen Rezeptoren C3aR, C5aR1 und C5aR2. Diese Darstellung ist 
mit Hilfe von BioRender erstellt worden. 

Wie in Abbildung 1 zu sehen ist, gibt es drei unterschiedliche Komplement-

Aktivierungswege: der klassische, der Lektin- und der alternative Aktvierungsweg. Der 

klassische Weg wird durch an IgG oder IgM gebundene Pathogene und fremde Antigene 

aktiviert. Der Komplement-Komplex C1, bestehend aus den Komplementfaktoren C1q, C1r 

und C1s, bindet mittels C1q an den Fc Teil von IgG oder IgM und aktiviert somit C1r und 

C1s, welche dann die Komplementfaktoren C2 und C4 spalten. Die aus Spaltprodukten 

entstandene C3 Konvertase C4bC2a wird freigesetzt (Morgan, 2000; Sarma et al., 2011).  

Der Lektin Weg wird durch die Bindung von Mannose-Bindungs-Lektin (MBL), Ficolinen 1 

bis 3 (Fcn) oder Collectin 11 (CL-11) an Pathogene wie Hefen, Bakterien, Parasiten und 

Viren aktiviert. Hierbei sind sowohl MBL, Fcn als auch CL-11 an MBL-assoziierte Proteine 

(MASPs) gebunden, welche nach Bindung an das Pathogen zur Autoaktivierung von 

MASP2 führt, welches dann C2 und C4 spaltet und somit die Bildung der C3 Konvertase 

bedingt (Ricklin et al., 2018; Sarma et al., 2011).  

Der alternative Weg wird durch spontane Hydrolyse von C3 zu C3(H2O) aktiviert (auch Tick-

over genannt). In Anwesenheit von Komplement Factor B (FB) wird C3b an C3(H2O) 

gebunden, wodurch C3bB entsteht. Mit Hilfe des Komplement Factor D (FD) wird daraufhin 

eine C3 Konvertase C3bBb gebildet (Qu et al., 2009; Sarma et al., 2011). Ein von aktivierten 
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Neutrophilen freigesetztes Plasma Protein (Properdin) kann zusätzlich die C3 Konvertase 

C3bBb stabilisieren (Kemper et al., 2010). 

Die beiden gebildeten C3 Konvertasen (C4b2a und C3(H2O)Bb) spalten den 

Komplementfaktor C3 zu C3a und C3b, welche beide eine Rolle bei der 

Komplementantwort auf Pathogene spielen. C3b dient einerseits der Opsonisierung und 

bildet andererseits die C5 Konvertasen C4b2a3b und C3bBb3b, welche ihrerseits den 

Komplementfaktor C5 spalten. Das Spaltprodukt C5b bindet die Komplementfaktoren C6, 

C7, C8 und C9 und bildet den Membran-Attack-Komplex (MAC oder auch C5b-9 genannt). 

Der Membran-Attack-Komplex formiert transmembranöse Kanäle, welche die Zellmembran 

von Zielzellen zerstört, was zu einer Zelllysis und dem Tod führt (Barnum et al., 2020; Merle 

et al., 2015; Sarma et al., 2011; Wenzel et al., 2020). Die beiden Spaltprodukte C3a und 

C5a, auch Anaphylatoxine genannt, spielen eine zentrale Rolle bei Entzündungen, der 

Rekrutierung von phagozytierenden Zellen und der Mobilisierung von reaktiven 

Sauerstoffspezies in Makrophagen, Eosinophilen und Neutrophilen Granulozyten (Elsner 

et al., 1994a; Elsner et al., 1994b; Murakami et al., 1993; Schanzenbacher et al., 2022). Ein 

Ungleichgewicht des Komplementsystems wird in Verbindung mit 

Autoimmunerkrankungen, akuten und chronisch entzündlichen Erkrankungen gebracht 

(Schanzenbacher et al., 2022; Vignesh et al., 2017). Komplement-inhibierende Pharmaka 

sind effektive Therapien für diverse entzündliche Erkrankungen (Wenzel et al., 2020) 

2.4. C3a und der C3a Rezeptor (C3aR) 

Das humane Anaphylatoxin C3a ist 9kDa klein und umfasst 77 Aminosäuren mit 4 helikalen 

Strukturen und 3 Disulfid-Brücken (Klos et al., 2013). Es bindet mit seinen C-terminalen 

Aminosäuren Leucin-Glycin-Leucin-Alanin-Arg an seinen spezifischen Rezeptor C3aR 

(Gao et al., 2020). Dieser wurde 1988 erstmals bei Meerschweinchen-Thrombozyten 

beschrieben (Fukuoka et al., 1988) und gehört in die Familie der Rhodopsin G Protein-

gekoppelten Rezeptoren (Braun et al., 2004; Quell et al., 2017). Der humane C3aR ist 

55kDa groß und umfasst in seinen 7 transmembranösen Domänen 482 Aminsosäuren 

(Wetsel, 1995). Die Bindung von C3a an C3aR führt zur schnellen Internalisierung (Quell 

et al., 2017) und Aktivierung des Pertussis Toxin (PT)-sensitiven G Proteins Gαi (in 

Immunzellen) (Gao et al., 2020; Möller et al., 1997), der Bindung an β-Arrestine (Gao et al., 

2020; Vibhuti et al., 2011) und der Aktivierung von PT-insensitiven G Proteinen Gα12/13. Dies 

führt zur Aktivierung des ERK1/2 Pathways und zytoskelletalen Veränderungen (Gao et al., 

2020; Schraufstatter et al., 2002). Die Aktivierung von C3aR führt auch zur Erhöhung von 

intrazellulärem Ca2+. Wird C3a decarboxyliert (C3a-desArg), verliert es seine Fähigkeit zur 

Bindung an C3aR und bindet stattdessen an den zweiten Rezeptor für das Anaphylatoxin 

C5a den C5aR2 (Gao et al., 2020; Kalant et al., 2003; Klos et al., 2013). 
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C3aR ist auf einer Vielfalt an Zellen zu finden. Dazu zählen auf der immunologischen Seite 

die Mastzellen, Basophile Granulozyten, Neutrophile Granulozyten, Eosinophile 

Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, Dendritische Zellen (DCs), T-Zellen, NK Zellen 

und B-Zellen (Braun et al., 2004; Min et al., 2014; Quell et al., 2017; Werfel et al., 2000). 

Außerdem ist der C3aR in Gehirn, Lunge, Lamina Propria, viszeralem Fettgewebe, Milz, 

Herz, Darm, Leber, Blut, Knochenmark und den Luftwegen zu finden (Braun et al., 2004; 

Quell et al., 2017). Des Weiteren wurde der C3aR renal auf den proximalen Tubuluszellen 

und auf Podozyten gefunden (Braun et al., 2004).  

Abhängig vom Gewebe und Zelltyp hat die C3a/C3aR Achse eine pro- oder anti-

inflammatorische Funktion (Coulthard et al., 2015; Gao et al., 2020). Im Modell der 

intestinalen Ischämie konnte eine potentielle anti-inflammatorische Wirkung von C3a auf 

Neutrophile gezeigt werden (Coulthard et al., 2015; Wu et al., 2013). In in vitro 

Experimenten mit NK Zellen, wurde zudem gezeigt, dass C3a einen negativen 

regulatorischen Effekt auf die IFN-γ der NK Zellen hatte (Min et al., 2014).  

Auf der anderen Seite zeigten Versuche, dass C3a die IgE-unabhängige Degranulierung 

und Histamin-Ausschüttung von humanen Mastzellen induziert (Finkelman et al., 2016; 

Kubota, 1992). Außerdem konnte in humanen Eosinophilen Granulozyten neben der 

Induktion der Degranulierung, eine erhöhte intrazelluläre Kalziumkonzentration 

nachgewiesen werden (Takafuji et al., 1994). In humanen Monozyten und Makrophagen 

induzierte die Stimulation mit C3a die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie 

IL-1β, TNFα, IL-6 und IL-8 (Asgari et al., 2013; Monsinjon et al., 2001; Takabayashi et al., 

1998; Takabayashi et al., 1996). Des Weiteren konnte die Induktion des oxidative Bursts 

mittels C3a Stimulation in Neutrophilen Granulozyten gezeigt werden (Elsner et al., 1994b). 

In einem in vivo Modell für allergisches Asthma konnte gezeigt werden, dass dendritische 

Zellen mittels IL-23 Ausschüttung die Proliferation von Th17 Zellen und die Produktion von 

IL-17A induzieren (Engelke et al., 2014; Lajoie et al., 2010). Eine in vivo Studie konnte 

zudem zeigen, dass deutlich weniger pro-inflammatorische Faktoren bei fehlender 

C3a/C3aR Achse von Antigen präsentierende Zellen (APCs; IL-1, IL-12 und IL-23) und von 

T-Zellen (IL-2 und IFN-γ) sekretiert werden (Gao et al., 2020; Strainic et al., 2013).  

C3a/C3aR spielt bei diversen Erkrankungen eine Rolle. Studien zeigten, dass Sepsis 

Patienten mit höheren C3a Werten einen schlimmeren Verlauf hatten (Coulthard et al., 

2015; Nakae et al., 1994). Auch haben Studien gezeigt, dass bei Lupus Nephritis hohe 

Konzentrationen von C3aR und C3 in den Glomeruli der Schwere der Krankheit 

entsprachen (Coulthard et al., 2015; Mizuno et al., 2007). Im Modell der renalen Schädigung 

konnte zudem gezeigt werden, dass C3a und C5a die Schäden förderten (Peng et al., 

2012). Eine Studie zu koronaren Herzerkrankungen zeigte, dass die Expression von C3aR 

auf Thrombozyten positiv mit der Aktivierung von Glycoprotein IIb/IIIa auf Thrombozyten 
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korreliert und die Abwesenheit von C3aR die Inzidenz für Schlaganfälle und 

Myokardinfarkte deutlich reduzierte (Sauter et al., 2018). Des Weiteren gibt es Hinweise 

darauf, dass C3aR als Checkpoint für die erhöhte Anti-Tumor Immunität bei Kolo-Rektalem 

Carcinom dienen könnte (Krieg et al., 2022). 

Zusammengefasst ist zu sagen, dass das Anaphylatoxin C3a und dessen Rezeptor C3aR 

eine große Rolle sowohl bei der pro- als auch anti-inflammatorischen Immunantwort spielen 

und bei einer Vielzahl an Erkrankungen Einfluss haben. 

2.5. C5a und seine Rezeptoren C5aR1 und C5aR2 

Das humane C5a ist ein 11kDa großes Glycoprotein und umfasst 74 Aminosäuren 

(Manthey et al., 2009). Wie C3a besteht es aus 4 Helices, die durch 3 Disulfid-Brücken 

stabilisiert werden (Monk et al., 2007). Die für die Rezeptor-Aktivierung wichtige 

Bindungsstelle befindet sich C-terminal und umfasst die Aminosäuren 69-74. C5a wird 

durch die proteolytische Spaltung von Komplementfaktor C5 gebildet, welcher primär in der 

Leber gebildet wird (Manthey et al., 2009). Durch Plasma- und Zelloberflächen-

Carboxypeptidasen wird C5a recht schnell zu C5a-desArg decarboxyliert (Bokisch et al., 

1970). C5a und C5a-desArg binden beide an die 2 spezifischen Rezeptoren C5aR1 (auch 

CD88 und C5aR genannt) und C5aR2 (auch GPR77 und C5L2 genannt) (Li et al., 2020). 

Hierbei hat C5a bei beiden Rezeptoren annähernd die gleiche Bindungsaffinität. 

Wohingegen C5a-desArg eine wesentlich höhere Bindungsaffinität zu C5aR2 (12nM) im 

Vergleich zu C5aR1 (660nM) aufweist (Li et al., 2013). C5aR1 wurde 1991 erstmals von 2 

Arbeitsgruppen beschrieben (Boulay et al., 1991; Gerard et al., 1991). Fast 10 Jahre später 

wurde C5aR2 erstmals beschrieben (Ohno et al., 2000). Die Gene beider Rezeptoren liegen 

auf dem 19ten Chromosom hintereinander und weisen eine allgemeine 

Sequenzübereinstimmung von 38% (41% nur bei den transmembranösen Domänen) auf 

(Das et al., 2022; Li et al., 2019; Zhang et al., 2017).  

Sowohl C5aR1 als auch C5aR2 zählen zur Familie der Rhodopsin G Protein-gekoppelten 

Rezeptoren (Li et al., 2013). Aufgrund struktureller Unterschiede ist C5aR2 jedoch nicht in 

der Lage das G Protein zu binden (Li et al., 2013). Es wird vermutet, dass C5aR2 als Decoy-

Rezeptor Signale non-kanonisch weiterleitet (Okinaga et al., 2003; Scola et al., 2009a). 

Außerdem geht man davon aus, dass C5aR2 über β-Arrestine intrazellulär Signale 

weiterleiten und übermäßiges C5a und C5a-desArg internalisieren kann, wodurch eine 

exzessive Aktivierung von C5aR1 verhindert wird (Bamberg et al., 2010; Li et al., 2013; 

Pandey et al., 2021; Scola et al., 2009b). Des Weiteren wurde die Bildung einer C5aR—

C5aR2-Hetero-Dimerisierung beschrieben, welche zur Internalisierung von C5aR1 führt 

und somit das C5aR1-mediierte ERK Signal herunterreguliert (Croker et al., 2013; Croker 

et al., 2014; Hsu et al., 2014; Li et al., 2019; Poursharifi et al., 2013). Die Aktivierung von 
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C5aR1 erfolgt meist über das Pertussis Toxin-sensitive G-Protein Gαi2 und in 

hämatopoetischen Zellen und Monozyten über das Pertussis Toxin-insensitive G-Protein 

Gα16 (Li et al., 2019). Dies führt zu einem Kalziuminflux und zur Aktivierung weiterer 

„Downstream“ Signalwege wie cAMP/PKA, ERK1/2, p38 MAPK und β-Arrestine (Li et al., 

2019; Zaal et al., 2019).  

Beide C5a Rezeptoren werden sowohl auf myeloiden, als auch auf nicht-myeloiden Zellen 

exprimiert. Jedoch wird C5aR2 im Vergleich zu C5aR1 deutlich geringer exprimiert (Gerard 

et al., 2005). Während C5aR1 vornehmlich auf der Zelloberfläche zu finden ist, liegt C5aR2 

primär intrazellulär vor (Das et al., 2022; Zhang et al., 2017). C5aR2 wurde sowohl in Gehirn 

und Knochenmark, als auch auf Neutrophilen, dendritischen Zellen, Makrophagen, 

Lymphozyten (B und NK Zellen) und Monozyten beschrieben (Chen et al., 2007; Gao et al., 

2005; Li et al., 2013; Li et al., 2019; Ohno et al., 2000). C5aR1 wurde auf Neutrophilen, 

Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten und Epithelzellen gefunden (Li et al., 2019). Des 

Weiteren wurden beide Rezeptoren im Gewebe von Herz, Leber, Lunge und Milz sowie auf 

Adipozyten, Hautfibroplasten, vaskulären glatten Muskelzellen, Astrozyten und Neuronen 

gefunden (Li et al., 2013; Poursharifi et al., 2013). 

C5a hat eine pleiotrope Wirkung, die Chemotaxis, Degranulierung, Phagozytose, oxidativer 

Burst, und die Sekretion von Zytokinen umfasst (Lee et al., 2008; Li et al., 2019). Der C5aR1 

vermittelt eine pro-inflammatorische Immunantwort, die bei vielen Krankheiten wie Sepsis, 

rheumatoide Arthritis, Asthma, paroxysmale nächtliche Hämoglobinurie, Ischemie-

Reperfusions Schäden und entzündliche Darmerkrankungen eine Rolle spielt (Monk et al., 

2007; Woodruff et al., 2011). Dies macht C5aR1 zu einem potentiellen Therapie-Target 

(Hawksworth et al., 2017; Ricklin et al., 2018). 

Die Rolle von C5aR2 bei inflammatorischen Erkrankungen ist hingegen etwas unklarer. 

Eine Theorie ist, dass die Funktion von C5aR2 abhängig vom Gewebe und Zelltyp ist. 

Demnach wird bei der akuten inflammatorischen Immunantwort mit hohen extrazellulären 

C5a Konzentrationen der auf der Zelloberfläche befindliche C5aR2 aktiviert um die C5aR1 

Funktionen zu dämpfen und mittels Heterodimerisierung C5aR1 zu internalisieren und zu 

desensibilisieren. Unter chronisch inflammatorischen Bedingungen oder im Ruhezustand 

dominiert die intrazelluläre Funktion, indem C5aR2 den C5aR1 recycelt und zurück an die 

Zelloberfläche transportiert. Die Defizienz von C5aR2 kann demnach bei akuten 

entzündlichen Vorgängen zu einer Überaktivierung der C5a/C5aR1-bedingten 

Immunantwort führen. Während bei chronisch entzündlichen Erkrankungen diese Defizienz 

zu einer verringerten C5aR1-Antwort und zu einer Protektion führt. Diese Theorie würde 

auch die gegenläufigen Ergebnisse von unterschiedlichen Studien erklären (Li et al., 2019).  
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Zusammengefasst ist zu sagen, dass die C5a/C5aR1-Komplementachse eine pro-

inflammatorische Immunantwort hervorruft. Die Immunantwort über die C5a/C5aR2-Achse 

scheint vom Gewebe, Zelltyp und vom Entzündungstyp abhängig zu sein.  

2.6. Das adaptive Immunsystem und Bluthochdruck 

Das adaptive Immunsystem ist ein System, welches ein breiteres und spezifischeres 

Spektrum an Eigen- und Fremd-Antigen-Erkennung bietet. Es umfasst ein streng 

reguliertes Zusammenspiel zwischen den Antigen-präsentierenden Zellen und T und B 

Lymphozyten, welches die Pathogen-spezifische Immunabwehr, die Bildung des 

immunologischen Gedächtnisses und die Regulation der Immun-Homöostase vermittelt 

(Bonilla et al., 2010).  

Im Jahr 2007 hat eine Studie gezeigt, dass das adaptive Immunsystem eine Rolle bei 

arterieller Hypertonie spielt. Im Modell der Ang II-Infusion wiesen Mäuse, die weder B noch 

T-Zellen besitzen (Rag1-defiziente Mäuse, Rekombinase-Aktivierungsgen 1) einen 

wesentlich geringeren Bluthochdruck auf, als die hypertensiven Wildtypen. Mittels T-Zell-

Transfer in die Rag1-/- Mäuse konnte dieser Effekt aufgehoben werden (Guzik et al., 2007). 

Spätere Studien von unterschiedlichen Arbeitsgruppen konnten diese Ergebnisse jedoch 

nicht wiederholen (Ji et al., 2017; Seniuk et al., 2020). Da jedoch die T-Zell-Antwort sehr 

unterschiedlich ist, ist diese wahrscheinlich auch von der Krankheitsursache und 

Progression abhängig. Regulatorische T-Zellen (Tregs), eine Teilpopulation der CD4+ T-

Zellen, sind für die Aufrechterhaltung der immunologischen Toleranz verantwortlich. 

Unterschiedliche Studien konnten in Hochdruckexperimenten zeigen, dass transferierte 

Tregs den Blutdruck senkten und die kardialen und renalen Schädigungen verbesserten 

(Wenzel et al., 2016; Wenzel et al., 2017; Wenzel et al., 2020) 

2.7. Komplementsystem und Bluthochdruck 

Lange wurde das Komplementsystem nur als Teil des angeborenen Immunsystems 

angesehen, welches der Abwehr von eindringenden Pathogenen dient. Da jedoch gezeigt 

wurde, dass das adaptive Immunsystem eine wichtige Rolle bei arterieller Hypertonie spielt 

und das Komplementsystem eng mit dem adaptiven Immunsystem interagiert, ist es 

durchaus plausibel, dass das Komplementsystem ein potentieller Regulator von arterieller 

Hypertonie ist (Guzik et al., 2007; Weiss et al., 2016; Wenzel et al., 2017; Wenzel et al., 

2020). 

Wie zuvor erwähnt und in Abbildung 2 zu erkennen ist, wird das Komplementsystem zur 

Abwehr von Pathogenen und fremde Antigenen aktiviert. Infolge der Aktivierung werden 

sowohl die Anaphylatoxine C3a und C5a freigesetzt, als auch der Membran-Attack-

Komplex gebildet. Dieser Komplex bildet Poren in der Membran der Pathogene und leitet 
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somit die Lyse jener Pathogene ein. Zusätzlich dazu aktiviert und beeinflusst das 

Komplementsystem das adaptive Immunsystem, indem es an Komplementrezeptoren 

bindet. So exprimieren Neutrophile Granulozyten, Monozyten/ Makrophagen, dendritische 

Zellen, CD4+ und CD8+ T-Zellen die Anaphylatoxinrezeptoren, wodurch pro- und anti-

inflammatorische Immunantworten ausgelöst werden (Kolev et al., 2014). Dendritische 

Zellen, welche MHCII+ und CD11c+ sind, tragen zudem Komponenten von 

Komplementrezeptor 3 (ist CD11c) und 90 % der renalen DCs zusätzlich noch 

Komponenten von Komplementrezeptor 4 (CD11b) auf der Zelloberfläche. Diese beiden 

Komplementrezeptoren sind bei der Bindung und Phagozytose der opsonierten Pathogene 

wichtig. Außerdem reguliert der Komplementrezeptor 3 die Zytokin-Antwort, Leukozyten 

Trafficking und die Synapsenbildung (Ricklin et al., 2016; Wenzel et al., 2017). B-Zellen 

haben die Komplementrezeptoren 1 (CR1) und 2 (CR2) auf der Zelloberfläche exprimiert, 

welche zur optimalen Antikörperausschüttung beitragen (Gottschalk et al., 2015; Wenzel et 

al., 2020).  

Neuere Daten deuten darauf hin, dass das Inflammasom eine Rolle bei arterieller 

Hypertonie spielt (Krishnan et al., 2016). Zusammen mit dem Komplementsystem bildet das 

Inflammasom den wichtigsten Teil des angeborenen Immunsystems (Wenzel et al., 2017). 

Eine Studie im Jahr 2013 zeigte, dass C3a und C5a nicht-kanonisch in humanen T-Zellen 

gebildet wird (Liszewski et al., 2013a). Hierbei wirkt die intrazelluläre C3a/C3aR-Achse 

primär anti-inflammatorisch und reguliert das homöostatische T-Zell-Überleben. Wird 

jedoch der C3a-C3aR Komplex auf die Zelloberfläche transportiert, so wird die Produktion 

pro-inflammatorischer Zytokine induziert. Die intrazelluläre C5a/C5aR1-Achse löst 

hingegen pro-inflammatorische die Aktivierung des T-Zell Rezeptors aus. Zusätzlich dazu 

wird über die intrazelluläre C5a-C5aR1-Achse die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies 

und dem NLRP3 Inflammasom (NOD-, LRR und Pyrin Domänen-beinhaltendes Protein 3) 

ausgelöst. Die Bildung des Inflammasoms führt zur Ausschüttung der pro-

inflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-18, unterstützt die TH1 Antwort und mildert die 

TH17 Antwort ab (Arbore et al., 2016; Swanson et al., 2019; Wenzel et al., 2017). Das 

intrazelluläre C5a bindet zusätzlich an den an der Zelloberfläche befindlichen C5aR2 und 

reguliert dadurch die intrazelluläre C5a/C5aR1-Achse. Diese intrazelluläre Komplement-

Interaktion wird Complosom genannt und spielt zusammen mit dem Inflammasom eine 

zentrale Rolle bei der TH1 Induktion und Regulation (Arbore et al., 2016; Wenzel et al., 

2017). 
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Abbildung 2: Komplementsystem und das adaptive Immunsystem. 
Eindringende Pathogene führen zur Aktivierung des Komplementsystems. Die kaskadenartige Aktivierung führt zur 
Freisetzung und Bildung von unterschiedlichen Komplementfaktoren und dem Membran Attack Komplex (C5b-9). Dieser 
bildet transmembranöse Poren und verursacht somit die Lyse der Pathogene. Zusätzlich dazu beeinflusst das 
Komplementsystem das adaptive Immunsystem. Neutrophile Granulozyten, Monozyten/ Makrophagen, dendritische Zellen 
und auch Lymphozyten exprimieren die Anaphylatoxin-Rezeptoren, Anteile von den Komplementrezeptoren 3 (CD11c) und 
4 (CD11b), sowie die Komplementrezeptoren CR1 und CR2. Komplementfaktoren und Zellen des angeborenen und 
adaptierten Immunsystems sind potentielle Mediatoren von Bluthochdruck und hypertensiven Endorganschäden. 
Endotheliale Dysfunktion und Schäden sind höchstwahrscheinlich die ersten Schritte hierzu. 
Die Darstellung basiert auf (Wenzel et al., 2020). 

Eine neuere Studie hat gezeigt, dass B-Zellen und IgG Antikörper ausschlaggebend bei der 

Entwicklung von Ang II-induziertem Bluthochdruck und der Gefäßneubildung bei Mäusen 

sind (Chan et al., 2015). Auch wurde gezeigt, dass die klassische Komplementaktivierung 

mittels C1 Komplex die Aktivierung des β-Catenin-Signalweges auslöst, welcher eine 

Schlüsselfunktion bei der Gefäßneubildung und Bluthochdruck inne hat (Sumida et al., 

2015). Bei Ang II-Infusion wird ein Blutdruckanstieg, Gefäßneubildung Proliferation der 

vaskulären glatten Muskelzellen und die Hochregulierung der β-Catenin Zielgene 

hervorgerufen. Wird der β-Catenin-Signalweg pharmakologisch inhibiert, so kann die 

Gefäßneubildung supprimiert werden. Der Blutdruck kann hingegen nicht gesenkt werden. 

Bei Ang II-Infusion werden auch Makrophagen in der Aorta rekrutiert, welche den 

Komplementfaktor C1q sekretieren. Depletiert man die Makrophagen, inhibiert C1 oder 

supprimiert C1q genetisch, kann die Proliferation der vaskulären glatten Muskelzellen 
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ebenfalls supprimiert werden. Einen Einfluss auf den Blutdruck hat dies jedoch nicht 

(Wenzel et al., 2017; Wenzel et al., 2020). 

Die Lektin Komplementaktivierung spielt ebenfalls eine Rolle. Hämodynamische Faktoren 

wie Scherkraft-Stress und hypertensive Faktoren wie Angiotensin II, Salz und Aldosteron 

induzieren kleinste Verletzungen und schädigen Zellen, woraufhin Schaden-assoziierte 

Molekül Strukturen (DAMPs) freigesetzt werden. Sowohl die DAMPs als auch Toll-like 

Rezeptoren (TLRs) und Inflammasome aktivieren dann den Lektin Aktivierungsweg 

(Krishnan et al., 2014).  

Die alternative Komplementaktivierung dient vornehmlich der schnellen Amplifikation der 

Komplementkaskade und der Opsonierung. Aufgrund der spontanen Hydrolyse von C3 

existiert ein konstante Hintergrund-Aktivierung des Komplementsystems, welche durch 

eine Reihe von Inhibitoren reguliert wird, um autoimmune Reaktionen zu verhindern (Ricklin 

et al., 2018). Die Defizienz jener Inhibitoren führt zu thrombotischen Microangiopathien, 

welche Ähnlichkeiten mit maligner Neprosklerose aufweisen (Noris et al., 2009; Wenzel et 

al., 2017). Es wird davon ausgegangen, dass auch der alternative Aktivierungsweg eine 

Rolle bei Bluthochdruck und hypertensiven Endorganschäden hat. 

Studien haben auch gezeigt, dass Anaphylatoxine bei Hypertonie eine Rolle spielen 

könnten. So wurde in einer Studie höhere C5a Plasma-Werte bei Bluthochdruck Patienten 

gefunden (Zhang et al., 2014a). Eine weitere Studie zeigte, dass C5aR1-defiziente Mäuse 

nach Ang II-Infusion signifikant weniger kardiale Schädigungen und Entzündungen 

aufwiesen. Diese Ergebnisse wurden bei Wildtyp-Mäusen mit pharmakologischer 

Antagonisierung (Antagonist PMX53) des C5aR1 bestätigt. Bei C3aR-defizienten Mäusen 

zeigte sich hingegen ein leichter Anstieg der kardialen Schädigungen (Zhang et al., 2014a; 

Zhang et al., 2014b). Eine Studie mit DOCA-Salz behandelten Ratten zeigte zudem, dass 

die mit PMX53 behandelten Tiere eine abgeschwächte endotheliale Dysfunktion und 

geringere hypertensive kardiale Schädigungen aufwiesen. Zudem kam es zu geringen 

ventrikulären Kollagenablagerungen und geringerer Hypertrophie. Einen Einfluss auf den 

systolischen Blutdruck hatte PMX53 jedoch nicht (Iyer et al., 2011). Auch zeigte unsere 

eigene Arbeitsgruppe, dass im murinen Ang II-Hochdruckmodell die C5aR1-defizienten 

Tiere Blutdruck-unabhängig wesentlich weniger renale Schädigungen und eine geringere 

Albuminurie aufwiesen. Jedoch zeigten diese Tiere eine akzellerierte kardiale Schädigung 

mit kardialer Fibrose und erhöhtem Herzgewicht (Weiss et al., 2016). Der Grunde dieser 

Unterschiede zwischen kardialer und renaler Schädigungen sind momentan unklar. Nicht 

publizierte Daten unserer Arbeitsgruppe lassen die Vermutung zu, dass es bei 

hypertensiven Schädigungen zu einer Counter-Regulation der beiden C5a Rezeptoren 

kommt. Ähnliches wurde bei einer Studie mit experimenteller ANCA Vaskulitis gezeigt (Xiao 
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et al., 2014). Da C5aR1 und C5aR2 in unterschiedlichen Geweben und Zelltypen 

unterschiedlich stark exprimiert werden, kann der Einfluss von C5aR1 unterschiedlich stark 

ausgeprägt sein (Wenzel et al., 2017).  

Während mehrere Arbeiten zur Rolle von C5aR1bei Hochdruck vorliegen, gibt es keine 

Daten zu C3aR. In der vorliegenden Arbeit soll daher die Rolle des Anaphylatoxinrezeptors 

C3aR bei arterieller Hypertonie untersucht werden. Darüberhinaus wird untersucht, 

welchen Effekt ein Doppelknockout aus C3aR und C5aR2 auf Hochdruck und 

hypertensiven Endorganschaden hat. 
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3. Methodik 

Da es sich sowohl beim Komplementsystem wie auch bei der Entstehung von 

Bluthochdruck und den resultierenden hypertensiven Endorganschäden um komplexe 

Abläufe und Zusammenspiele von Organsystemen handelt, ist die Analyse von diesen 

Zusammenspielen nur im intakten Organismus möglich. Daher basiert diese Arbeit auf 

Tierversuchen mit Mäusen (Mus muculus) und umfasst sowohl in vivo wie auch ex vivo 

Analysen. 

Sämtliche Tierversuche sind durch die „Behörde für Justiz und Verbraucherschutz der 

Freien und Hansestadt Hamburg“ in den Tierversuchsanträgen G 104/16, N 050/2019 und 

N 094/2020 genehmigt worden. 

3.1. Tiermodelle 

3.1.1. Versuchstiere 

Für dieses Projekt wurde ausschließlich mit für den Versuch gezüchteten Mäusen 

gearbeitet. Die Zucht erfolgt unter standardisierten Bedingungen in der Zentralen 

Tierhaltung des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf. Dies umfasst klimatisierte 

Räume (>15-facher Luftwechsel, Raumtemperaturen zwischen 20-24 C und 45-65% rel. 

Luftfeuchtigkeit) mit einem 12h Hell-Dunkel-Rhythmus, die Gruppenhaltung in Typ II long 

Käfigen gemäß Teil B der RL 2010/63/EU, die tägliche Pflege und Überwachung durch 

ausgebildete Tierpfleger/innen der FTH sowie den Zugang zu Futter (Altromin 1328P) und 

Wasser ad libitum. 

Für die Versuche wurden die Tiere in den dafür vorgesehenen Versuchsbereich transferiert 

und weiterhin unter den standardisierten Bedingungen gehalten. Zum Wohle der Tiere 

wurde die Gruppenhaltung von Wurfgeschwistern angestrebt, von der nur auf Grund 

schwerwiegender Gründe (Rangordnungs-Kämpfe und Trennung von Versuchsgruppen) 

abgewichen wurde. 

Ab dem Beginn eines Versuches wurden die Tiere außerdem mindestens einmal täglich 

durch die Mitglieder der Arbeitsgruppe Wenzel einer Gesundheitskontrolle per 

Inaugenscheinnahme unterzogen. Dies umfasste allgemeine Gesundheitsmerkmale wie 

Gewicht, ungepflegtes Fell, verringerte Bewegung und/ oder veränderte Körperhaltung 

sowie Wundkontrollen. Bei Feststellung einer eingeschränkten Gesundheit wurde, falls 

notwendig, die Anzahl der täglichen Gesundheitskontrollen erhöht und das Tier mit Wärme, 

Schmerzmitteln (Tramadol im Trinkwasser (1 mg/ml)) und Weichfutter versorgt. War das 

Tier moribund oder erreichte die zuvor festgelegten Abbruchkriterien, wurde es unter 

Isofluran-Narkose mittels zervikaler Dislokation getötet. 
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Alle Versuche umfassten normotensive Wildtyp-Kontrollen, hypertensive Wildtyp-Tiere und 

hypertensive Knockout-Tiere. Zum Beginn der Versuche waren die Tiere mindestens 8 

Wochen alt, da erst zu diesem Zeitpunkt das Immunsystem komplett ausgebildet ist. Es 

wurde ausschließlich mit männlichen Tieren gearbeitet. 

Mit folgenden Inzucht-Mauslinien wurde gearbeitet: 

Tabelle 1: Tabellarische Aufzählung aller verwendeter Mauslinien. 

Linienname Internationale Nomenklatur 
Verwendete 
Genotypen 

Balb/c BALB/cAnNCrl Wildtyp-Linie 

C3aR KO BALB/cAnNCrl-C3ar1tm C3aRd/d 

C5aR2 KO BALB/cAnNCrl-C5ar2tm1 C5aR2-/- 

C3aR x C5aR2 DKO BALB/cAnNCrl-C3ar1tm1 C5ar2tm1Uhh C3aR-/-x C5aR2-/- 

tdTomato-C3aR flox 
BALB/cAnNCrl-C3ar1tm1flox Tg(CAG-
tdtomato) 

C3aRtd 

3.1.1.1. BALB/cAnNCrl 

Die in diesem Projekt verwendeten Wildtyp-Mäuse waren bis auf die tdTomatoC5aR2flox 

Mäuse (C57Bl/6) auf Balb/c Hintergrund. Die Balb/c Mäuse stammten aus der Zucht des 

UKEs, sie gelten als eine sehr häufig verwendete Inzuchtlinie. Da Balb/c Mäuse 

Albinomäuse sind (Festing, 1998), ist deren Sicht etwas eingeschränkt. Die Zuchteffizienz 

gilt als gut und die Haltung als unauffällig. Balb/c Männchen neigen zu 

Rangordnungskämpfen, wodurch die Mäuse mit steigenden Alter oftmals in Einzelhaltung 

gehalten werden müssen. 

3.1.1.2. C3aR-/- 

Die in diesen Versuchen verwendeten C3aR-defizienten Mäuse erhielten wir von unserem 

Kooperationspartner Prof. Dr. med. Jörg Köhl, Lübeck. Erstmals publiziert wurde diese 

Mauslinie von der Arbeitsgruppe um Craig Gerard (Humbles et al., 2000). Mittels homologer 

Rekombination mit einem Ziel-Vector wurde ein 736 bp Fragment des C3aR Gens (inklusive 

des Startcodons) durch eine PGKneo Kassette ersetzt, wodurch der C3a Rezeptor 

ausgeschaltet wurde. In der Zucht zeigt der C3aR Knockout eine normale mendelsche 

Verteilung. Offenkundige Entwicklungs- oder morphologischen Veränderungen treten nicht 

auf. 
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3.1.1.3. C5aR2-/- 

Auch die C5aR2-definzienten verwendeten Mäuse erhielten wir von unserem 

Kooperationspartner Prof. Dr. med. Jörg Köhl aus Lübeck. 2005 wurde diese Mauslinie zum 

ersten Mal durch die Arbeitsgruppe Gerard beschrieben (Gerard et al., 2005). Unter 

Zuhilfenahme eines Targeting Vektors wurde eine ca. 1kb große Gen-Sequenz der Coding 

Gene Region des C5aR2 ausgeschnitten und durch ein Grün-fluoreszierendes Protein 

(GFP) und eine Neomycin-resistente PGK Kassette ersetzt. Eine Veränderung in der Zucht 

oder Haltung wurde nicht festgestellt. 

3.1.1.4. C3aR-/-xC5aR2-/- 

Der in den Versuchen verwendete C3aRxC5aR2 Doppelknockout ist am UKE durch die 

Verpaarung der C3aR-defizienten mit der C5aR2-defizienten Maus entstanden. Wie die 

jeweiligen Einzelknockouts weist der C3aRxC5aR2 Doppelknockout weder Zucht- noch 

Haltungsauffälligkeiten auf. 

3.1.1.5. tdTomato-C3aR flox 

Für die Lokalisation des C3aR wurden tdTomato-C3aR flox Mäuse von Prof. Dr. med. Jörg 

Köhl aus Lübeck verwendet. Diese wurden 2017 erstmals von Quell et al. beschrieben 

(Quell et al., 2017). Unter zu Hilfenahme eines Targeting Vektors wurde in Frame ein 

tdTomato direkt vor die codierende Gensequenz des C3aR eingefügt und beide durch loxP 

Sequenzen gerahmt. Dadurch ist ein Zell- oder Gewebe-spezifischer Knockout des C3a 

Rezeptors möglich.  

Das tdTomato Gen gehört zur Klasse der rot fluoreszierender Reportergene, welches für 

die höhere Farbhelligkeit als tandem repeat (doppelt dTomato) exprimiert wird (Abe et al., 

2013; Shaner et al., 2004). 

3.1.2. in vivo Hochdruckmodelle 

Für die Untersuchung von hypertensiven Endorganschäden wurden in der Arbeitsgruppe 

Wenzel mehrere Mausmodelle entwickelt (Weiss et al., 2016). In diesem Projekt fanden 

Hochdruckmodelle wie das Ang II Modell oder das DOCA-Salz Modell Anwendung. Die 

relevanten Endpunkte waren hierbei die Hypertonie, Glomerulosklerose, der 

tubulointerstitieller Schaden, die Albuminurie, glomeruläre Filtrationsrate, Genexpression 

von Renin sowie von pro-fibrotischen und pro-inflammatorischen Genen und die FACS-

Analyse von Leukozyten. 
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Bei allen verwendeten in vivo Hockdruckmodelle erfolgte zu Beginn eine unilaterale 

Nephrektomie, die der Aggravation der renalen hypertensiven Schäden dient. Außerdem 

wurde diesen Tieren Kochsalz im Trinkwasser (0,9 %) verabreicht. 

Die Modelle unterscheiden sich hinsichtlich der Dauer und der hauptsächlichen Ursache 

der Hypertonie. Bei den Kurzzeit-Modellen handelt es sich um Tiere, bei denen zusätzlich 

die Implantation einer osmotischen Minipumpe (befüllt mit Ang II) oder eines DOCA Pellets 

erfolgte.  

Sämtliche Operationen wurden bis auf wenige Ausnahmen von mir durchgeführt. 

3.1.2.1. Unilaterale Nephrektomie 

Zur Gewährleistung einer Linderung der intra- und postoperativen Wundschmerzen 

erhalten die Tiere einen Tag vor Nephrektomie Tramadol zur oralen Gabe in das 

Trinkwasser (1 mg/mL).  

Am Tag der Nephrektomie wurden die Tiere ca. 30 Minuten vor Operation unter kurzzeitiger 

Isofluran-Narkose mit Buprenorphin (0,05-0,1 mg/kg Körpergewicht) subkutan versorgt und 

die linke Flanke des Tieres wurde im Bereich der Niere rasiert.  

Dann wurde die Isofluoran-Anästhesie eingeleitet und die erforderliche Narkosetiefe 

(chirurgische Toleranz) mittels des Zwischenzeh-Reflexes durch Kneifen überprüft. 

Anschließend wurde im Bereich der linken Niere ein kleiner Flankenschnitt vorgenommen 

(ca. 8 bis 10 mm), die Niere freipräpariert, die Nierenarterie und –vene sowie der Ureter 

durch eine Ligatur unterbunden (Perma-Hand Seide, 2-0, Ethicon). Darauffolgend erfolgte 

die Absetzung der Niere distal der Ligatur, abschließend der Wundverschluss mittels 

resorbierbarem Nahtmaterial (Muskelschicht: Perma-Hand Silk, 3-0, PS-2, Ethicon) und 

Klammernaht (Hautverschluss: Wundklammern Michel, 11*2 mm, Aesculap).  

Postoperativ wurden die Tiere bis zu 3 Trage mit Tramadol (1 mg/ml) über das Trinkwasser 

versorgt. Zudem wurden die Tiere in einem Wärmeschrank vor Unterkühlung geschützt und 

erhielten zur Erleichterung der Wasser- und Futteraufnahme Weichfutter. 

3.1.2.2. Angiotensin II-Hochdruckmodell 

Das Angiotensin II-Hochdruckmodell umfasst, wie in Abbildung 3 gezeigt, die unilaterale 

Nephrektomie (Tag -14), gefolgt von der Gabe von 0,9% NaCl (Tag -7)) im Trinkwasser und 

der anschließenden Implantation einer osmotischen Minipumpe (Alzet® 1002; Tag 0) befüllt 

mit Angiotensin II.  

Die osmotische Minipumpe wurde zeitnah zur OP steril unter einer Zellkultur-Werkbank mit 

Ang II befüllt. Dies wurde für einen geringen Anteil durch mich, für den größeren Anteil 
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durch den Biologisch-technischen Assistenten Stefan Gatzemeier durchgeführt, Protokoll 

siehe Anhang. Die Dosierung des Angiotensin II lag bei 1,5 ng/min/g BW.  

Wie auch bei der Nephrektomie wurde den Tieren für die subkutane Implantation der 

osmotischen Minipumpe ein Tag vor der Operation Tramadol im Trinkwasser (1 mg/ml) 

verabreicht.  

Am Tag der Pumpenimplantation wurden die Tiere ca. 30 Minuten vor Operation unter 

kurzzeitiger Isofluran-Narkose mit Buprenorphin (0,05-0,1 mg/kg Körpergewicht) subkutan 

versorgt und der Nacken des Tieres wurde rasiert.  

Dann wurde die Isofluoran-Anästhesie eingeleitet und die erforderliche Narkosetiefe 

(chirurgische Toleranz) mittels des Zwischenzeh-Reflexes durch Kneifen überprüft. 

Anschließend wurde im Nacken eine Inzision (5-7 mm) von Haut und Subkutangewebe 

vorgenommen und in der Subkutis stumpf eine Tasche präpariert. Die osmotische 

Minipumpe wurde mit dem Verschlussdeckel zuerst unter die Haut geschoben, 

abschließender Wundverschluss mittels Klammernaht. 

 

Abbildung 3: Versuchsablauf des Angiotensin II Hochdruckmodells.  
Es werden zu Beginn basal die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) und Blutdruck gemessen. An Tag -14 erfolgt die 
Nephrektomie, gefolgt von der Kochsalz-Gabe im Trinkwasser an Tag -7 und der Implantation der osmotischen Minipumpe 
gefüllt mit Angiotensin II (Ang II). An Tag 3, 7 und 13 erfolgt die Urinsammlung mittels Stoffwechselkäfig. An Tag 4, 8 und 12 
wird Blutdruck gemessen. An Tag 11 wird die GFR bestimmt. Die Organentnahme findet an Tag 14 statt. 

Postoperativ werden die Tiere bis zu 3 Trage mit Tramadol (1 mg/mL) über das Trinkwasser 

versorgt. Zudem werden die Tiere in einem Wärmeschrank vor Unterkühlung geschützt und 

erhalten Weichfutter. 

Der Versuch endet 14 Tage nach der Implantation der osmotischen Minipumpe. 

3.1.2.3. DOCA-Salz Hochdruckmodell 

Wie das Angiotensin II-Hochdruckmodell umfasst auch das DOCA-Salz Modell, wie in 

Abbildung 4 gezeigt, die unilaterale Nephrektomie (Tag 0), jedoch direkt gefolgt von der 

subkutanen Implantation des DOCA Pellets (Deoxycorticosterone Acetate, 50 mg/ Pellet, 

21-day-release, Innovative Research of America). Die Gabe von Kochsalz im Trinkwasser 

(0,9 %) erfolgt am Tag darauf (Tag 1). 
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Die subkutane Implantation des DOCA-Pellets wurde direkt nach der Nephrektomie in 

Isofluran-Narkose durchgeführt. Hierzu wurde im Nacken eine Inzision (5-7 mm) von Haut 

und Subkutangewebe vorgenommen und eine stumpfe Tasche auf der kontralateralen 

Seite zur Nephrektomie in der Subkutis gebildet. Das DOCA-Pellet wurde vorsichtig in die 

Tasche geschoben, die Inzision mittels Wundklammern verschlossen. 

Postoperativ wurden die Tiere bis zu 3 Trage mit Tramadol (1 mg/ml) über das Trinkwasser 

versorgt. Zudem wurden die Tiere in einem Wärmeschrank vor Unterkühlung geschützt und 

erhielten zur Erleichterung der Wasser- und Futteraufnahme Weichfutter. 

Die Organentnahme erfolgte 6 Wochen nach der Nephrektomie. 

 
Abbildung 4: Versuchsablauf des DOCA Hochdruckmodells.  
Vor der Nephrektomie erfolgten basale GFR- und Blutdruckmessung. An Tag 0 fanden die Nephrektomie und die Implantation 
des DOCA Pellets statt, gefolgt von der Kochsalz-Gabe im Trinkwasser an Tag -1. Im wöchentlichen Rhythmus erfolgte die 
Blutdruckmessung und die Urinsammlung mittels Stoffwechselkäfig. In Woche 3 und 6 nach Nephrektomie wurde außerdem 
eine GFR-Messung durchgeführt. Ein neues DOCA Pellet wurde in Woche 3 implantiert und die Organentnahme fand 6 
Wochen nach Nephrektomie statt. 

3.2. Methoden 

3.2.1. Non-invasive Blutdruckmessung 

Die Erfassung des systolischen Blutdrucks erfolgte mittels Schwanz-Plethysmographie am 

wachen Tier mit einem automatischen System der Firma Hatteras Instruments (Hatteras 

MC4000) gemessen. Bei der Blutdruckmessung saßen die Tiere in dafür vorgesehenen 

Messboxen, die auf 43° C gemäß Hersteller-Empfehlung temperiert waren.  

Die arterielle Pulswelle wird mit einem auf dem Schwanz aufgesetzten Piezoelement 

gemessen. Konträr zur Blutdruckmessung beim Menschen wird mit einer für den 

Mäuseschwanz konzipierten Blutdruckmanschette die Schwanzarterie langsam ansteigend 

komprimiert. Dadurch wird die Pulswelle immer kleiner, beim kompletten Ausbleiben dieser 

Welle ist der systolische Blutdruck erreicht. Anschließend wird der angelegte Druck schnell 

wieder abgelassen.  

Die Messung umfasste 5 Gewöhnungszyklen von ca. 20-30 Sekunden, sowie 10 ebenso 

lange Messzyklen. Zwischen den einzelnen Zyklen erfolgten Pausen von je ca. 5 Sekunden. 
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Zur besseren Akzeptanz der Messung wurden die Tiere über 4-5 Tage vor der ersten 

eigentlichen Messung an das Gerät gewöhnt.  

Die Auswertung der Messung erfolgte über die Gerätesoftware (Hatteras MC4000). 

3.2.2. Transkutane Bestimmung der glomerulären Filtrationsrate 
(GFR) 

Die Messung der glomerulären Filtrationsrate (GFR) ist eine minimal invasive 

Messmethode am wachen Tier. Jedoch ist während Messung die Einzelhaltung der Tiere 

erforderlich, damit die Messung nicht durch Artgenossen beeinträchtigt wird. Mögliche 

Mehrfachmessungen an derselben Maus werden als unproblematisch bewertet, da bei 

normaler Nierenfunktion bereits nach ca. 2 Stunden der zur Messung benötigte Farbstoff 

vollständig ausgeschieden ist und durch die Prozedur keine bleibenden Beeinträchtigungen 

am Tier zu beobachten sind. 

Die Bestimmung der GFR basiert auf der transkutanen Messung eines 

Fluoreszenzfarbstoff-Signals im Blut der Maus. Hierfür wird FITC-Sinistrin verwendet, 

welches unmetabolisiert ausschließlich über die Niere ausgeschieden wird. Das Messgerät 

(Photoelektrode von MediBeacon) misst die Abnahme des Fluoreszenz-Signals in den 

Kapillargefäßen der Haut, siehe Abbildung 5. Anhand der Signalkurve über die Zeit kann 

die Auswertesoftware (MB Studio2) die Halbwertszeit (t1/2) bestimmen. Zur Bestimmung der 

GFR wird die Halbwertszeit mit einem Maus-spezifischen Faktor (14,6168; 

Herstellerangaben) wie folgt verrechnet (Scarfe et al., 2018). 

𝐺𝐹𝑅 = 14,6168 𝑡⁄  

Für die GFR-Messung wurde mindestens 1 Tag zuvor dem Tier unter kurzzeitiger 

Isofluoran-Narkose am rückwärtigen Thorax ein ca. 2 cm2 großes Hautareal rasiert und 

enthaart (Enthaarungscreme Veet Sensitive oder Vergleichbares). Für die Messung wurde 

dem Tier unter Isofluoran-Narkose das GFR-Messgerät mittels doppelseitigem Klebepatch 

(MediBeacon) auf die rasierte Hautstelle geklebt. Um ein stabiles basales Messsignal zu 

erreichen, verblieb das Tier 3 weitere Minuten unter Narkose. Währenddessen wurde das 

FITC-Sinistrin (MediBeacon, 25 mg/ml gelöst in 0,9 % NaCl) gewichtsadaptiert (100 µL/30g 

BW) langsam mit einer 30G Nadel retrobulbär injiziert. Das Tier erwachte danach in einem 

Einzelkäfig, der zwecks Stressminimierung abgedeckt war, es konnte sich während der 

gesamten Messzeit von ca. 60 Minuten ungehindert bewegen und fressen. Nach Ablauf der 

Messzeit wurde unter erneuter kurzzeitiger Isofluoran-Narkose das Messgerät vorsichtig 

von der Haut gelöst, die an dieser Stelle mit Bepanthen eingecremt wurde. Das Tier wurde 
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in den eigenen Käfig zurückgesetzt und das Messgerät mittels einer Software (MDB Lab, 

MediBeacon) ausgelesen. 

 
Abbildung 5: GFR-Messgeräte und Beispiel zweier GFR-Kurven.  
(A) GFR-Kurve einer normotensiven Kontrolle mit exponentiellem Anstieg und exponentiellem Abfall des GFR Signals auf 
Basalniveau innerhalb einer Stunde. (B) GFR-Kurve eines hypertensiven Wildtypes mit deutlich verlangsamten Abfall des 
GFR Signals, welches nach einer Stunde noch nicht das Basalniveau erreicht hat. (C) GFR-Messgerät der 2ten Generation 
und des dazugehörigen Akkus (D) in Größenrelation zu einem 1 Cent Stück. 

3.2.3. Uringewinnung und Bestimmung der Albuminurie 

Der zu analysierende Mäuse-Urin wurde mittels eines Stoffwechselkäfigs gewonnen, 

welcher zusammen mit der Tierhaltung des UKE konzipiert wurde. Diese Käfige sind 

ausschließlich für die Uringewinnung entwickelt worden und ermöglichen den Tieren 

während der Sammelperiode freien Zugang zu Trinkwasser. Eine solche Sammelperiode 

dauert, abhängig vom Sammel-Volumen maximal 6 Stunden und sollte im optimalen Fall 

mindestens 150 µL Urin ergeben. 

Für die Bestimmung der Proteinurie wurden Albumin- und Kreatinin-Werte der Urine 

ermittelt.  

Die Albuminurie wurde mittels Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt. 

Hierfür erfolgte zunächst die Beschichtung einer 96 Well-Platte (ELISA-Platte, High binding 

F, Sarstedt) mit einem Anti-Maus-Albumin-Antikörper (Goat Anti-Mouse Albumin, Biozol). 

Anschließend wurden mittels Postcoat-Puffer (TBS+BSA, Sigma) unspezifische Bindungen 

A C 

B D 

GFR=0,55ml/min/100g KG 

GFR=1,39ml/min/100g KG 
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blockiert. Darauffolgend wurden sowohl der Standard (Maus-Albumin, Sigma) wie auch die 

verdünnten Urinproben als Doppelbestimmung auf der Platte für 1 Stunde bei RT inkubiert. 

Nach der Inkubation mit dem Detection-Antikörper (Goat Anti-Mouse Albumin HRP 

konjugiert, Biozol) erfolgte die HRP-katalysierte Reduktion des TMB-Substrates (TMB Elisa 

Peroxidase Substrate, Biozol), welche nach 5-10 Minuten durch Phosphorsäure abgestoppt 

wurde. Die Konzentrationsbestimmung des Albumins erfolgt im Photometer (EL808, BioTek 

Instruments) anhand der gemessenen Standardkurve. Das Protokoll ist im Anhang (ab 

Seite 122) zu finden. 

Die Bestimmung der Urin-Kreatinin-Werte erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe 

Tiegs mittels eines automatisierten Analyzers (Cobas Integra® 400 Plus). 

3.2.4. Organentnahme 

Zum Ende der Versuche erfolgte zwecks Probengewinnung eine Organentnahme. Hierfür 

wurden die Tiere in eine Isofluoran-Narkose versetzt und die notwendige Narkosetiefe 

überprüft. Mit einer 20G Kanüle wurde zwecks Blutentnahme das Herz punktiert, die 

gewonnene Blutprobe wurde mit 1,6 mg/ml EDTA gemischt und auf Eis gelagert. 

Anschließend wurde das Tier durch zervikale Dislokation getötet und Herz sowie Nieren 

per medianer Laparotomie entnommen.  

Für anschließende Analysen wurden die Organe aufgeteilt. Für die RNA Isolierung wurde 

ein ca. 40 mg schwerer Nierenpol bzw. Herzspitze in einem dafür geeigneten 

Reagenzgefäß in flüssigem Stickstoff gefroren. Eine ähnlich schwere Nieren- bzw. 

Herzquerschnittsscheibe wurde für die Histologie in 4 %igem Formaldehyd fixiert. Falls 

notwendig wurde eine weitere Nieren- bzw. Herzquerschnittsscheibe für die 

Immunfluoreszenzmikroskopie auf Watman-Paper mit Tissue-Tek ummantelt und in 

flüssigem Stickstoff gefroren. Das restliche Nieren- bzw. Herzgewebe wurde mit einem 

Skalpell in möglichst kleine Stücke gehackt, in mit Digestionsmedium-gefüllten MACS 

Tubes überführt und auf Eis gelagert. 

3.2.5. Blutanalysen 

Das mit 1,6 mg/mL EDTA gemischte Blut wurde für 15 Minuten bei 4000 xg zentrifugiert. 

Der Plasma-Überstand wurde entnommen und für die Analysen verwendet.  

Die Plasma-Harnstoff- und Cholesterin-Werte wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe 

Tiegs mittels eines Analyzers (Cobas Integra 400® Plus) ermittelt. 
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3.2.6. Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ermöglicht es einzelne Zellen anhand ihrer optischen 

Eigenschaften zu bestimmen. Hierfür werden die Zellen mit Fluorchrom-gekoppelten 

Antikörpern versehen und in einem Durchflusszytometer, umgangssprachlich auch FACS 

genannt (Fluorescence-activated cell sorting), analysiert. 

Sämtliche Messungen der hier aufgeführten Versuche sind am Durchflusszytometer LSR II 

(Becton Dickinson) und LSR Fortessa (Becton Dickinson) vorgenommen worden. 

Hierfür wurden Nieren- und Herzgewebe aufgearbeitet und mittels Fluorochrom-

gekoppelter Antikörper angefärbt. Entsprechend der zu analysierenden Zellpopulationen 

wurden unterschiedliche Zellaufreinigungsschritte, Färbeprotokolle und Gating Strategien 

angewandt, welche im Folgenden näher erläutert werden. Die Protokolle sind im Anhang 

(ab Seite 122) zu finden. 

3.2.6.1. Niere 

Für die Durchflusszytometrie wird das Nierengewebe in Digestionsmedium (RPMI 1640 mit 

10 % FCS, 1 % HEPES, 1 % Penicillin/ Streptomycin) und einem Enzym-Mix (0,4 mg/ml 

Kollagenase D und 0,1 mg/ml DNase) bei 37° C für 45 Minuten inkubiert. Anschließend wird 

das Gewebe mittels gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec) zu einer Einzelzell-

Suspension verarbeitet. Danach wird die Suspension auf die unterschiedlichen Färbe-

Panel aufgeteilt.  

3.2.6.2. Herz 

Das Herzgewebe wurde für die Durchflusszytometrie in HBSS++ und einem Enzym-Mix 

(0,4 mg/ml Kollagenase D, 0,1 mg/ml DNase und 1000 mg/ml Kollagenase II) mittels 

gentleMACS Dissociator zerkleinert und anschließend bei 37° C im MACS Mix Rotator 

(Miltenyi Biotec) für 30 Minuten inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension für die Färbe-

Panel aufgeteilt. 

3.2.6.3. Monozyten/ Makrophagen Panel und Gating 

Das Monozyten/ Makrophagen Panel basiert auf der Isolation von myeloiden Zellen, in 

diesem Fall den Neutrophilen, dendritischen Zellen und Makrophagen.  

Hierfür wurden die Zellen nach dem gentleMACS Dissociator über ein 70 µM Zellsieb 

(Labsolute) gegeben. Es folgte die Lyse der Erythrozyten durch Ammoniumchlorid und ein 

weiteres Zellsieb (40 µm, Labsolute). Zur Bestimmung der absoluten Zellzahlen wurde die 

Zellsuspension auf ein definiertes Volumen gebracht, hier 200 µL. Davon wiederum wurde 

ein definiertes Volumen, in diesem Fall 10 µL, für den Cell Count verwendet. Die restlichen 
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190 µL Zellsuspension wurden für 20 Minuten mit Mausserum (Maus IgG) bei 4° C zur 

Blockierung der unspezifischen Bindungen inkubiert. Anschließend erfolgte für 30 Minuten 

die Oberflächen-Färbung mit einem Antikörpermix bei 4° C. Es wurden folgende 

Fluorochrom-konjugierte Antikörper für das Monozyten/ Makrophagen Panel verwendet: 

CD45 (30-F11), CD11b (M1/70), CD11c (N418/HL3), Ly6G(1A8), MHCII (M5/114.15.2), 

F4/80 (BM8) und Ly6C (AL-21/HK1.4).  

 

Abbildung 6: Gating Strategie des Monozyten-Makrophagen Panels.  
Zunächst wurde die Zellsuspension auf Einzelzellen (Singlets), nicht-autofluoresierende und CD45+all Zellen gegatet (obere 
Gate-Reihe). Für die Bestimmung der Neutrophilen wurden diese Zellen auf Ly6G+ und CD11b+ gegatet. Die dendritischen 
Zellen (MHC II+ und CD11c+) wurden im nächsten Schritt aus den Nicht-Neutrophilen herausgegatet. Die nicht-dendritische 
CD11b+ und CD11c- Zellen (Makrophagen) wurden anschließend in F4/80+ oder Ly6C+ Makrophagen unterteilt. 

Nach der Zellaufreinigung und Oberflächenfärbung wurden die Zellen mittels 

Durchflusszytometer analysiert. Als myeloide Zellen gelten einzelne (Singlets), nicht-

autofluoreszierende CD45+all Zellen (obere Reihe in der Abbildung 6). Danach wurden die 

Zellen aus auf Neutrophile (Ly6G+ und CD11b+) gegatet. Die Neutrophile-Zellpopulation 

wurde anschließend auf dendritische Zellen (MHCII+ und CD11c+) und alle Nicht-

dendritischen Zellen auf Makrophagen (CD11b+ und CD11c-) gegatet. Die Makrophagen 

ließen sich in 2 Subpopulationen aufteilen, die proinflammatorischen (auch M1 Typ 

genannt, Ly6C+) und die tissue-residenten (entspricht den M2 Typen, F4/80+) 

Makrophagen. 

3.2.6.4. T-Zell und Zytokine Panels/ Gatings 

Für das T-Zell Panel bzw. das Zytokine Panel wurden Lymphozyten aus dem Gewebe 

isoliert. Das T-Zell Panel umfasst hierbei γδT-Zellen, NK Zellen, NKT-Zellen, B-Zellen, 
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regulatorische T-Zellen und T-Helferzellen. Im Zytokine Panel können zusätzlich dazu noch 

Zytokine wie IFNγ und IL-17A bestimmt werden.  

Hierfür wurden die Zellen nach dem gentleMACS Dissociator zentrifugiert und in einem 

Dichtegradienten (37 % Percoll) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation 

sedimentierten die schwereren Leukozyten und Erythrozyten.  

Für das T-Zell Panel wurden im nächsten Schritt die Erythrozyten durch Ammoniumchlorid 

lysiert, bevor das Zellsuspensat über ein Zellsieb (40 µm, Labsolute) gegeben wurde. Zur 

Bestimmung der absoluten Zellzahlen wurde die Zellsuspension auf ein definiertes 

Volumen gebracht, hier 200 µL. Davon wiederum wurde ein definiertes Volumen, in diesem 

Fall 10 µL, für den Zell Count verwendet. Die restlichen 190 µL Zellsuspension wurden für 

20 Minuten mit Mausserum (Maus IgG) bei 4° C zur Blockierung der unspezifischen 

Bindungen inkubiert. Anschließend erfolgte für 30 Minuten die Oberflächen-Färbung mit 

einem Antikörpermix bei 4° C. Es wurden folgende Fluorochrom-konjugierte Antikörper für 

das T-Zell Panel verwendet: CD45 (30-F11), CD3 (17A2), CD4 (RM4-5), CD8 (53-6.7), 

γδTCR (GL3), NKp46 (29A1.4). Danach wurden mittels eines Lebend-Tot-Farbstoffes 

(Vivid) die toten Zellen angefärbt. Für die Abgrenzung der T-Helferzellen wurden die Zellen 

und der Nukleus permeabilisiert und im nächsten Schritt mit folgenden Fluorochrom-

konjugierten Antikörpern angefärbt: Tbet (4B10), GATA3 (L50-823), FoxP3 (FJK-16s), 

RORγt (Q31-378).  

Für das Zytokine Panel wurde das Zellsuspensat für 150 Minuten mit Brefeldin A und 

Ionomycin stimuliert. Anschließend wurden die Zellen über ein Zellsieb (40 µm, Labsolute) 

gegeben. Zur Bestimmung der absoluten Zellzahlen wurde die Zellsuspension auf ein 

definiertes Volumen gebracht, hier 200 µL. Davon wurde wiederum ein definiertes 

Volumen, in diesem Fall 10 µL, für den Cell Count verwendet. Die restlichen 190 µL 

Zellsuspension wurden für 20 Minuten mit Mausserum (Maus IgG) bei 4° C zur Blockierung 

der unspezifischen Bindungen inkubiert. Anschließend erfolgte für 30 Minuten die 

Oberflächen-Färbung mit einem Antikörpermix bei 4° C. Es werden folgende Fluorochrom-

konjugierte Antikörper für das Zytokin Panel verwendet: CD45 (30-F11), CD3 (17A2), CD4 

(RM4-5), CD8 (53-6.7), γδTCR (GL3). Danach wurden mittels eines Lebend-Tot-

Farbstoffes (Vivid) die toten Zellen angefärbt. Anschließend wurden die Zellen und der 

Nukleus permeabilisiert und im nächsten Schritt mit folgenden Fluorochrom-konjugierte 

Antikörpern angefärbt: IL-17A (TC11-18410), IFNγ (XMG1.2), FoxP3 (FJK-16s), RORγt 

(Q31-378).  

Nach der Zellaufreinigung und der Färbung wurden die Zellen mittels Durchflusszytometer 

analysiert. Nachdem die Zellen auf Einzelzellen (Singlets), lebende Zellen (Vivid-) und 

CD45+high gegatet wurden (siehe Abbildung 7), teilten sich die Leukozyten in NK (NKp46+ 
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und CD3-) und NKT-Zellen (NKp46+ und CD3+), B-Zellen (CD19+ und CD3-), γδT-Zellen 

(γδTCR+ und CD3+) und T-Zellen (CD3+). Die T-Zellen wurden in zytotoxische (CD8+) und 

T-Helferzellen (CD4+) unterteilt. Diese ließen sich in regulatorische T-Zellen (Tregs, 

FoxP3+) und CD4 Effektorzellen (CD4+ und FoxP3-) aufteilen. Im letzten Schritt wurden die 

Tregs in klassische (cTregs, FoxP3+ und RORgt-) und biTregs (FoxP3+ und RORγt+) und 

die CD4 Effektorzellen in TH1 (Tbet+), TH2 (GATA3+), TH17 (RORγt+) und IFNg+ oder IL-

17A+ T-Zellen unterteilt. 
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Abbildung 7: Gating Strategie des T-Zell und Zytokine Panels.  
Zunächst wird die Zellsuspension auf Einzelzellen (Singlets), lebende und CD45+high Zellen gegatet (obere Gate-Reihe). 
Diese Zellen wurden in NK (NKp46+, CD3-) und NKT-Zellen (NKp46+, CD3+), B-Zellen (CD19+, CD3-), γδT-Zellen (γδTCR+, 
CD3+) und T-Zellen (CD3+) unterteilt. Die CD4+ T-Zellen werden in regulatorische T-Zellen (cTregs FoxP3+ und biTregs 
FoxP3+, RORγt+), TH1 (Tbet+), TH2 (GATA3+), TH17 (RORγt+), IFNγ+ und IL-17A+ Zellen unterteilt. 
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3.2.7. RNA Isolation, cDNA Synthese und quantitative Real-Time 
Polymerase Kettenreaktion (qPCR) 

Für die qPCR Analyse wurde RNA mittels Trizol-Auszug aus Nieren- und Herzgewebe 

gewonnen. Hierfür wurde das gefrorene Gewebe zusammen mit Trizol (TRIzol® Reagent) 

mittels einer Wolframcarbit-Kugel (Quiagen) homogenisiert und nach Zugabe von 

Chloroform zentrifugiert. Die in der oberen Schicht befindliche RNA wurde anschließend 

mit Isopropanol ausgefällt und mit Ethanol gewaschen. Nach der Trocknung der RNA wurde 

diese, angepasst an die Gewebemenge und die Gewebeart, in RNAse-freiem Wasser 

eluiert. Im nächsten Schritt wurde die RNA mittels Spectrophotometer (DeNovix DS 11) für 

die cDNA Synthese quantifiziert. Unter Zuhilfenahme von Reverser Transkriptase und 

einem Random Hexamer Primer wurden 2000 ng RNA in cDNA transkribiert und zuletzt auf 

200 ng/µL verdünnt. 

Für die quantitative Real-Time Polymerase Kettenreaktion (qPCR) wurden pro Probe in 

einer Doppelbestimmung 200ng cDNA, 9µL SybrGreen (PowerUp), jeweils 0,01 nmol 

Forward-Primer und Reverse-Primer in einem qPCR Cyler (QuantStudio™ 3 System, 

Applied Biosystems) analysiert. Abhängig vom Zielgen waren 42-45 PCR Zyklen (15s 95°C, 

60s 60°C) erforderlich. Die Auswertung erfolgte mittels Analysesoftware (QuantStudio™ 

Design & Analysis Software v1.5.1, Applied Biosystems) als Komparative CT Methode 

(∆∆CT Methode). Als Housekeeping Gen wurde 18 s verwendet. Alle verwendeten Primer 

sind ab Seite 138 mit ihren Sequenzen aufgeführt. 

3.2.8. Histologie 

Für histologische Analysen wurde das in 4 %igen Formaldehyd (Merck) fixierte Gewebe mit 

PBS (Gibco) gewaschen. Im nächsten Schritt wurde dem Gewebe das Wasser entzogen 

und zuerst durch Ethanol, dann durch Xylol und letztendlich durch Paraffin verdrängt 

(Zitatdelle STP 120). Das paraffinierte Gewebe wurde anschließend in Paraffinblöckchen 

gegossen. Mit einem Mikrotom (Leica 2255) wurde das Gewebe in 1-3 µm dünne Scheiben 

geschnitten und auf unbeschichtete Objektträger (für PAS und SRFG) und Superfrost-

Objektträger (Immunhistologie) gezogen. Die Schnitte wurden bei 40° C über Nacht zur 

besseren Haftung angebacken. 

Da sämtliche Färbungen in wässrigen Lösungen stattfanden, wurden im nächsten Schritt 

die Schnitte durch eine absteigende Alkoholreihe, angefangen mit Xylol, entparaffiniert.  

Die entsprechenden Färbeprotokolle befinden sich im Anhang. 
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3.2.8.1. Periodsäure Färbung (PAS) 

Die Periodsäure Färbung (PAS) gilt als Standardfärbung von Nierengewebe. Hierfür 

wurden 1 µm dünne Schnitte nach der Entparaffinierung für 15 Minuten in eine 1 %ige 

Periodsäure-Lösung (Carl Roth) getaucht. Danach erfolgte für 40-60 Minuten die 

Schiffscher Reagenz (Merck), die vor allem Glyokoproteine, Muzine und Glykogen anfärbt. 

Im Anschluss erfolgte eine Kernfärbung mit Hämalaun nach Böhmer. Nach einer 

aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte mit Xylol-basiertem Eindeckmittel (Eukit) 

eingedeckt. 

Die Kerne waren nun blau, PAS-positive Substanzen leuchtend rot (magenta, pink, 

hellviolett) und die restlichen Strukturen blass rosa angefärbt, beispielhaft in Abbildung 8. 

Die semiquantitative Auswertung der Nierenhistologien erfolgte zum allergrößten Teil durch 

die medizinischen Doktoranden Matin Kohsar, Anna Cai, The Vinh Luu, Niklas Diemer und 

Pia Kirkerup. Hierbei wurden die Schnitte hinsichtlich des glomerulären Schadens und des 

tubulointerstitiellen Schadens hin gescort.  

Für das Scoring wurde der Nierenquerschnitt meanderförmig mikroskopiert und 10 bis 20 

Gesichtsfelder pro Schnitt bewertet. Glomeruläre Veränderungen wurden in 400facher 

Vergrößerung bewertet (Tabelle 2), tubulointerstitielle Schäden in einer 200fachen 

Vergrößerung (Tabelle 3). 

Tabelle 2: Glomeruläres Scoring: Das Scoring bezieht sich auf ein Gesichtsfeld in 400facher Vergrößerung. 

Scoring Beschreibung 

0 Gesund - Keine glomerulären Veränderungen 

1 Minimale Schäden – (Streifen) 

2 Stärkere Schäden – kleinere flächige Veränderungen 

3 Massive Schäden – flächige Veränderungen von mehr als der Hälfte 
des Glomerulums 
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Abbildung 8: Beispiel einer PAS Färbung anhand einer hypertensive geschädigten Niere im DOCA-Salz Modell.  
Pink dargestellt sind PAS-positive Strukturen wie einem Proteinzylinder im dilatierten distalen Tubulus (A), einem stark 
vernarbten Glomerulum (B) und dem Bürstensaum der proximalen Tubuli (C). 

Tabelle 3: Tubuloinsterstitielles Scoring in 200facher Vergrößerung. 

Scoring Beschreibung 

0 Keine Veränderungen der proximalen und distalen Tubuli, keine 
Proteinzylinder, Interstitium zart 

1 Interstitium leicht verbreitert 

2 Flächenförmige Verbreiterung des Institiums <50 % des Gesichtsfelds 

3 Flächenförmige Verbreiterung des Institiums >50 % des Gesichtsfelds 

3.2.8.2. Sirius Rot - Fast Green Färbung (SRFG) 

Die Sirius Rot - Fast Green Färbung gilt als Fibrose Färbung und findet vor allem bei Herz- 

und Lebergewebe Anwendung. Hierfür werden 3 µm dünne Schnitte nach der 

Entparaffinierung in einer Pikrinsäure-Lösung angefärbt. Es folgt eine Gegenfärbung mit 

Fast Green. Nach einer zügig durchgeführten aufsteigenden Alkoholreihe werden die 

Schnitte mit Xylol-basiertem Eindeckmittel (Eukit) eingedeckt. 

Kollagene Strukturen werden rot und das restliche Gewebe grün angefärbt, beispielhaft in 

Abbildung 9 abgebildet. 

A 

B 

C 
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Abbildung 9: Beispiel des Fibrose Scorings anhand von Sirius Rot – Fast Green Färbungen.  
Rot dargestellt sind Kollagene Strukturen, grün sind Myokard-Gewebe und Erythrozyten. (0) Gesundes Myokardgewebe, 
ohne Kollagene Strukturen, (1) dezente, septenartige Fibrose, (2) deutliche teilweise flächige Kollagene Strukturen und (3) 
mit großflächigen vernarbten Bereichen. 

Die semiquantitative Auswertung der Herz-Histologien erfolgte fast ausschließlich durch 

mich. Ein kleinerer Anteil wurde durch die medizinischen Doktoranden M. Kohsar, A. Cai, 

V. Luu und N. Diemer ausgewertet. Hierbei wurden die Schnitte hinsichtlich der Menge an 

vernarbten Myokard-Gewebes hin gescort, siehe Tabelle 4. 

Tabelle 4: Fibrose Scorings. 

Scoring Beschreibung 

0 Gesund - Keine Kollagenen Strukturen erkennbar 

1 Dezent - Geringfügige Kollagene Strukturen vorhanden 

2 Deutlich – teilweise kleinflächige Kollagene Strukturen 

3 Massiv – großflächige, mehr als die Hälfte ausfüllende Kollagene 
Strukturen 

3.2.8.3. Immunfluoreszenz Färbung 

Für den morphologischen Nachweis vom tdTomato Reportergen, wurde das cryo-

konservierte Nierengewebe im Cryotom auf ca. 3µm geschnitten und anschließend 

immunhistologisch angefärbt. Hierfür wurde tdTomato und das Strukturprotein WGA 

(Wheat Germ Agglutinin) mittels Antikörper angefärbt. Zusätzlich erfolgte eine Kernfärbung 
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(4´,6-diamindino-2-phenylindole, DAPI). Dies und die konfokalmikroskopische Analyse 

erfolgte ausschließlich durch Prof. Dr. med. C. Meyer-Schwesinger. 

3.2.9. Daten- und Statistische Analyse 

Die in dieser Arbeit ausgewerteten Daten wurden im Zeitraum von Mitte 2016 bis Mitte 2021 

erhoben und basieren auf insgesamt 14 Ang II-, 7 DOCA- und 1 Reporter -Versuchen. Da 

bei einzelnen Versuchen die Auswertungsschwerpunkte verschieden waren, wurden nicht 

bei allen Versuchen alle Versuchsparameter gemessen bzw. Proben genommen. Die 

Anzahl an Messwerten pro Auswertung variiert daher abhängig vom Versuch. Außerdem 

wurden bei der Auswertung punktuell Daten nicht berücksichtigt, wenn die Messwerte 

nachvollziehbar falsch waren. Dies umfasst FACS-Proben ohne nennenswerte Population 

an lebenden Zellen, das Versterben von Tieren im Versuch durch Rangordnungskämpfe 

oder durch Pelletdurchbruch, qualitativ mangelhafte cDNA Proben. Auch fehlen punktuell 

Messwerte bei der Albuminurie, der Blutdruck- und der GFR-Messung, da mit lebenden 

Tieren gearbeitet wurde und diese nicht immer für die Messung compliant waren. 

Die statistische Analyse der erhobenen Daten wurde mittels Graph Pad Prism 9 

vorgenommen. Hierbei wurde die Gaußsche Normalverteilung der Daten mittels 

Kolmogorov-Smirnov-Test überprüft.  

Für die Datenanlaysen von mehr als 2 Gruppen wurde wie folgt vorgegangen: Bei 

Normalverteilung aller miteinander verglichener Datensets wurden Daten mit dem 

ungepaarten One-Way ANOVA mit Post-hoc Analyse nach Turkey (Korrektur für 

Mehrfachvergleiche) analysiert. Bei Nicht-Normalverteilung von mindestens 1 Datenset 

wurden die Daten mit dem ungepaarten, nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Test und 

Korrektur für Mehrfachvergleiche nach Dunn’s verwendet.  

Für die Datenvergleiche von 2 Gruppen miteinander wurde wie folgt vorgegangen: Bei 

Normalverteilung beider Gruppen wurde der parametrische, ungepaarte t-Tests verwendet. 

Bei einer nicht normalen Verteilung wurde der nicht-parametrische, ungepaarte Mann-

Whitney-Test verwendet. 

Die Sterblichkeit wurde mittels einer Kaplan-Meyer Kurve ermittelt und durch den Log-Rank 

(Mantel-Cox) Test auf Signifikanz überprüft. 

Für Verlaufs-Datenvergleiche von mehr als 2 Gruppen erfolgte ein Two-Way ANOVA Test 

mit Post-hoc Analyse nach Turkey. 

Die Daten werden als Mittelwerte mit den Standardfehlern (SEM) angegeben. Die 

dargestellten Signifikanzen werden wie folgt definiert: * signifikant p<0,05, ** p≤0,005, *** 

p≤0,001 und **** p≤0,0001.  
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3.2.10. Abbildungen 

Die Fotos der histologischen Präparate wurden an Mikroskopen der Firma Zeiss mit den 

Programmen ZEN 3.5 und AxioVision40 4.8.2.0 aufgenommen. Die Bearbeitung der Bilder 

erfolgte mittels ZEN 3.5, Coral Draw, Paint 3D und Powerpoint.  

Die schematischen Abbildungen wurden mittels Powerpoint und Biorender erstellt. 
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4. Resultate 
4.1. C3a Rezeptor (C3aR) 

Um zu bestimmen, ob C3a Rezeptor (C3aR) eine Rolle bei Bluthochdruck spielt, wurden 

Analysen an verschiedenen Mauslinien vorgenommen. Zunächst wurde der C3aR mittels 

der tdTomato-C3aR Reporter-Maus via Konfokalmikroskopie und Durchflusszytometrie 

lokalisiert und charakterisiert. Im nächsten Schritt erfolgte die Untersuchung unter 

Bluthochdruck-Bedingungen. Hierfür kamen 2 Hochdruckmodelle zum Einsatz: das 

Angiotensin II (Ang II) und das Deoxycorticosteron Acetat (DOCA)-Salz Modell. In jedem 

Versuch wurden hierfür Balb/c Kontrollen (im Folgenden nur noch Kontrollen genannt) mit 

hypertensiven Balb/c Wildtypen (im Folgenden Wildtypen genannt) und C3aR-defizienten 

Mäusen miteinander verglichen. 

4.1.1. Detektion von C3aR mittels Konfokalmikroskopie und 
Durchflusszytometrie 

Die gleichzeitige Expression von C3aR und dem Reportergen tdTomato ermöglicht im 

Gewebe der tdTomato-C3aR Reporter-Maus die indirekte Detektion des C3a Rezeptors.  

 

Abbildung 10: C3aR – Konfokalmikroskopie von tdTomato-C3aR Nierenschnitten.  
Abgebildet sind 2 Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Nierenschnitten. Auf den Bildern (A) + (C) ist das Tomato red-
C3aR Signal in grün dargestellt. In den Abbildungen (B) + (D) sind zusätzlich Zellkerne in blau (DAPI) und Zellmembranen 
(Wheat Germ Agglutinin, WGA) in Rot dargestellt. Im tubulointerstitiellen Raum finden sich Tomato-positive polymorph-
kernige Zellen (weißer Kasten). Zusätzlich dazu finden sich entlang der äußeren Bowman-Kapsel der Glomeruli und um die 
proximalen Tubuli Tomato Signale (Pfeile). Färbung und Bilder von Prof. Dr. med. C. Meyer-Schwesinger. 

tdTomato-C3aR kombiniert mit WGA + DAPI 
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Für die Detektion des Tomato Proteins wurde im cryo-konservierten Nierengewebe 

immunhistologisch das Reportergen angefärbt und im Konfokalmikroskop analysiert 

(durchgeführt von Prof. Dr. med. C. Meyer-Schwesinger).  

Mikroskopisch ist das Tomato red Signal (in der Abbildung 10 grün dargestellt) im 

tubulointerstitiellen Raum auf infiltrierenden polymorph-kernigen Zellen zu finden. 

Zusätzlich dazu findet sich ein Tomato red Signal auch auf der äußeren Seite der Bowman-

Kapsel der Glomeruli und auf einzelnen proximalen Tubuli, welche jedoch als Artefakte 

eingestuft werden. 

Bei der Durchflusszytometrie kann das tdTomato Protein direkt detektiert werden. Hierfür 

wurden Leukozyten aus Nieren- und Herzgewebe einer tdTomato-C3aR Reporter Maus 

isoliert und für das Monozyten-Makrophagen und das T-Zell Panel angefärbt. 

 
Abbildung 11: C3aR – Durchflusszytometrie der Monozyten-Makrophagen Gatings von renalen tdTomato-C3aR 
Zellen.  
(A) Die renalen Leukozyten werden auf lebende (Nir- gegen FSC-A) CD45 positive (CD45+ gegen SSC-A) Singlets (FSC-A 
gegen FSC-W) vorgegatet. (B) Anschließend werden die Leukozyten auf Neutrophile Granulozyten (Ly6G+, CD11b+), 
Dendritische Zellen (MHC II+, CD11c+) und Makrophagen (CD11c-, CD11b+) gegatet (blauer Pfeilpfad). Jede dieser 
Zellpopulationen wird dann noch auf das Reportersignal (Tomato red+, Tomato green-) gegatet (nicht abgebildet, aber in 
nachfolgenden Mengendiagrammen mit aufgeführt). (C) Alternativ werden die Leukozyten erst auf das Tomato-Reportersignal 
(Tomato red+, Tomato green-) gegatet und anschließend in Neutrophile Granulozyten, Dendritische Zellen und Makrophagen 
unterteilt (grüner Pfeilpfad). 

A 

B 

C 
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Bei der Monozyten-Makrophagen Gating Strategie wurden zunächst die isolierten Zellen 

auf Singlets (FSC-A gegen FSC-W), dann auf lebende (Nir- gegen FSC-A) und dann auf 

CD45 positive Zellen (CD45+ gegen SSC-A) gegatet. Danach wurden einerseits die CD45+ 

Zellen auf Neutrophile (Ly6G+, CD11b+), Dendritische Zellen (MHC II+, CD11c+) und 

Makrophagen (CD11b+, CD11c-) (Reihe B von Abbildung 11) und anschließend auf Tomato 

red+ Signal (Tomato red+, Tomato green-) gegatet (nicht dargestellt). Andererseits wurden 

die CD45+ Zellen auf Tomato red positive Zellen und anschließend auf Neutrophile, 

Dendritische Zellen und Makrophagen gegatet (Reihe C von Abbildung 11). 

Bei der ersteren Monozyten-Makrophagen Gating Strategie lassen sich renal 2,5 % 

Neutrophile finden. Davon sind 1,2 % Tomato red+ Zellen. Kardial sind hingegen 4,7% der 

CD45+ Zellen Neutrophile und nur 0,4 % davon sind positiv für das Reporter-Signal. Der 

Anteil der Dendritischen Zellen ist renal 27,7 %, welcher zu 95 % Tomato positiv ist. Im 

Herzen ist der Anteil der Dendritischen Zellen um das 10-fache geringer und liegt bei 2,7 %. 

Davon tragen jedoch 29 % der Zellen das Tomato-Signal. Es lassen sich zudem renal 7,4 % 

Makrophagen finden, von denen 12,7 % Tomato red+ sind. Kardial liegt der Makrophagen 

Anteil mit 26,6 % höher. Im Vergleich fällt der Anteil an Tomato red positiven kardialen 

Makrophagen mit 1,4 % sehr viel geringer aus, siehe Abbildung 12 und Abbildung 13 (A) 

und (B). 

 
Abbildung 12: C3aR – Ergebnisse der renalen tdTomato-C3aR-Durchflusszytometrie vom Monozyten-Makrophagen-
Panel dargestellt in Mengendiagrammen 
Die renalen Leukozyten lassen sich im Monozyten-Makrophagen Gating in 2,5 % Neutrophile, 27,7 % Dendritische Zellen, 
7,4 % Makrophagen und 62,4 % andere CD45 positive Zellen unterteilen. (B) Das Reportersignal weisen 1,2 % der 
Neutrophilen, 95 % der dendritischen Zellen und 12,7 % der Makrophagen auf. (C) 27,4 % der Leukozyten weisen das 
Reportergen tdTomato red auf. (D) Diese lassen sich in 0,4 % Neutrophile, 96 % Dendritische Zellen, 3,4 % Makrophagen 
und 0,3 % andere Leukozyten unterteilen. 
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Bei der zweiten Monozyten-Makrophagen Gating Strategie (Reihe C von Abbildung 11), bei 

dem die CD45+ Zellen zunächst auf das positive Tomato red Signal (Tomato red+ und 

Tomato green-) gegatet wurden, finden sich renal 27,4 % und kardial 1,2 % Tomato red 

positive Leukozyten. Die Verteilung dieser Zellen ist ebenfalls unterschiedlich. In der Niere 

sind 0,4 % der Tomato red positiven Zellen Neutrophile, 95 % Dendritische Zellen, 3,4 % 

Makrophagen und 0,3 % andere Leukozyten. Kardial sind 1,5 % der Tomato red positiven 

Zellen Neutrophile Granulozyten, 64,2 % Dendritische Zellen, 25,4 % Makrophagen und 

9 % andere Leukozyten, siehe Abbildung 15 und Abbildung 13 (C) und (D). 

 
Abbildung 13: C3aR – Ergebnisse der kardialen tdTomato-C3aR-Durchflusszytometrie vom Monozyten-
Makrophagen-Panel dargestellt in Mengendiagrammen. 
(A) Die kardialen Leukozyten unterteilen sich in 7% Neutrophile, 2,7 % Dendritische Zellen, 26,5 % Makrophagen und 66 % 
andere CD45 positive Zellen. (B) Das Reportersignal weisen 0,4 % der Neutrophilen, 29,0 % der dendritischen Zellen und 
1,4 % der Makrophagen. (C) Werden die Leukozyten vor der Unterteilung auf das Reportergen gegatet, sind (D) 1,5 % 
Neutrophile, 64,2 % Dendritische Zellen, 25,4 % Makrophagen und 9 % andere CD45 positive Zellen Tomato red positiv. 

Es wurden zudem Leukozyten aus Niere und Herz auf T-Zellen gegatet. Hierbei wurden die 

Zellen zunächst auf Singlets (FSC-A gegen FSC-W), dann auf lebende Zellen (Nir- gegen 

FSC-A) und anschließend auf CD45+ high Zellen (CD45+ gegen SSC-A) gegatet, siehe 

Abbildung 14, Reihe A. 

Danach erfolgte wie auch bei der Monozyten-Makrophagen Gating Strategie eine Aufteilung 

des Gatings. Einerseits wurden die CD45+ high Zellen zunächst auf T-Zellen gegatet. Hierfür 

wurden die CD45+ high Zellen auf γδT-Zellen (γδTCR+, CD3+) und parallel dazu auf T-Zellen 

(CD3+ gegen SSC-A) und diese dann CD4+ bzw. CD8+ (CD4 gegen CD8) T-Zellen gegatet, 

siehe Reihe B Abbildung 14. Zu jedem dieser Gates erfolgte anschließend das Gating auf 

das Tomato red Signal (Tomato red+, Tomato green- ) (nicht dargestellt). 
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Abbildung 14: C3aR – Durchflusszytometrie des T-Zell Gatings von renalen tdTomato-C3aR Leukozyten.  
(A) Die renalen Leukozyten auf lebende (Nir- gegen FSC-A) CD45 positive (CD45+ gegen SSC-A) Singlets (FSC-A gegen 
FSC-W) vorgegatet (B) und anschließend auf γδT-Zellen (γδTCR+, CD3+), CD3+ T-Zellen (CD3+ gegen SSC-A), CD4+ bzw. 
CD8+ T-Zellen (CD4 gegen CD8) gegatet (blauer Pfeilpfad). Jede dieser Zellpopulationen wird dann noch auf das 
Reportersignal (Tomato red+, Tomato green-) gegatet (nicht abgebildet, aber in nachfolgenden Mengendiagrammen mit 
aufgeführt). (C) Andererseits werden die Leukozyten erst auf das Tomato-Reportersignal (Tomato red+, Tomato green-) 
gegatet und anschließend in γδT-Zellen, CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen unterteilt (grüner Pfeilpfad). 

Andererseits wurden die CD45+ high Zellen zunächst auf das tdTomato Signal gegatet und 

anschließend auf γδT-Zellen, CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen, siehe Reihe C von Abbildung 

14 (grüner Pfeilpfad).  

Bei der ersteren T-Zell Gating Strategie sind 56,7% der renalen CD45+ high Zellen CD3+ T-

Zellen, welche einen Anteil an 0,6 % Tomato red+ Zellen aufweisen. Kardial beträgt der 

Anteil an CD3+ T-Zellen 22,6 %, wobei diese Zellen vollständig negativ für das Tomato red 

Signal sind. Keine Zelle des renalen 0,5 % und des kardialen 0,1 % γδT-Zell-Anteils weist 

das Reportersignal auf. In der Niere finden sich zudem 35,2 % CD4+ und 17,2 % CD8+ T-

Zellen, welche einen Anteil an Tomato red positiven Zellen von 0,25 % (CD4+ T-Zellen) und 

0,02 % (CD8+ T-Zellen) aufweisen. Bei den kardialen 14,0 % CD4+ T-Zellen und 6,7 % 

CD8+ T-Zellen ist in keiner dieser beiden Zellpopulationen ein Tomato red Signal 

vorhanden, Abbildung 15 und Abbildung 16 (A) und (B). 

A 

B 

C 



Resultate 

44 

 
Abbildung 15: C3aR – Ergebnisse der renalen tdTomato-C3aR-Durchflusszytometrie vom T-Zell-Panel dargestellt in 
Mengendiagrammen. 
(A) Die renalen Leukozyten unterteilen sich in 0,5 % γδT-Zellen, 56 % CD3+, 35,2 % CD4+, 17,2 % CD8+ T-Zellen und 42,8 % 

anderer Leukozyten, welche als Differenz zu CD3+ und γδT-Zellen, da CD4+ und CD8+ Unterpopulationen von CD3+ sind, 

ermittelt werden. (B) Die γδT-Zellen weisen 0 %, die CD3+ T-Zellen 0,6 %, die CD4+ T-Zellen 0,2 % und die CD8+ T-Zellen 
0 % an Tomato red+ Zellen auf. (C) 15,8 % aller CD45+ high Zellen sind Tomato red positiv (Tomato red+) und (D) unterteilen 
sich in 1,9 % T-Zellen, 0,5 % CD4+, 0,04 % CD8+ T-Zellen und 97,4 % andere CD45+ Zellen. 

Bei der zweiten T-Zell Gating Strategie sind 15,8 % der renalen Leukozyten positiv für das 

Reportergen-Signal. Diese Leukozyten lassen sich in 1,9 % CD3+ T-Zellen, 0,6 % CD4+ T-

Zellen und 97,5 % andere Zellen unterteilen. Kardial hingegen sind nur 0,11 % aller 

Leukozyten Tomato red positiv, bei denen es sich weder γδT-Zellen, CD3+, CD4+ noch 

CD8+ T-Zellen handelt, Abbildung 15 und Abbildung 16 (C) und (D). 

 
Abbildung 16: C3aR – Ergebnisse der kardialen tdTomato-C3aR-Durchflusszytometrie vom T-Zell-Panel dargestellt 
in Mengendiagrammen. 
(A) Die kardialen Leukozyten unterteilen sich in 0,1 % γδT-Zellen, 22,6 % CD3+ T-Zellen, 14,0 %CD4+, 6,7 % CD8+ T-Zellen 

und 77,2 % andere Leukozyten, welche als Differenz zu CD3+ und γδT-Zellen, da CD4+ und CD8+ Unterpopulationen von 
CD3+ sind, ermittelt werden. (B) Keine der unter (A) aufgeführten Zellpopulationen weist einen Anteil an Tomato red+ Zellen 
auf. (C) 0,11 % aller CD45+ high Zellen sind Tomato red+. (D) Keine dieser Zellen lässt sich den γδT-Zellen, CD3+ T-Zellen 
oder den CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen zuordnen.  

A 

B 
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A 

B 

C 

D 



Resultate 

45 

Zusammengefasst kann man sagen, dass der C3aR mikroskopisch auf infiltrierenden 

Zellen zu finden ist. In der Durchflusszytometrie kann man C3aR vor allem auf renalen und 

kardialen dendritischen Zellen, aber auch auf Neutrophilen Granulozyten, Makrophagen 

und zu einem sehr geringen Anteil auf Lymphozyten nachweisen.  

4.1.2. C3a Rezeptor (C3aR) im Ang II-Hochdruckmodell 

Um die Frage, ob der C3a Rezeptor (C3aR) bei Hypertonie und den daraus resultierenden 

hypertensiven Endorganschäden eine Rolle spielt, zu beantworten, wurde das in der 

Arbeitsgruppe Wenzel gut etablierte Ang II-Hochdruckmodell angewandt (Ahadzadeh et al., 

2018; Weiss et al., 2016). Als Beurteilungs-Parameter wurden hierfür die glomeruläre 

Filtrationsrate (GFR), Albuminurie, Blutplasma-Werte, Organgewichte, Histologie, 

systolischer Blutdruck, Expression von pro-inflammatorischen und pro-fibrotischen Genen 

(qPCR) und die Sterblichkeit herangezogen. Es wurden hierfür 7 Versuche mit insgesamt 

106 Tieren für die unterschiedlichen Auswertungen berücksichtigt. Bei allen Versuchen 

wurden 3 Versuchsgruppen miteinander verglichen: Balb/c Kontrollen, hypertensive Balb/c 

Wildtypen und hypertensive C3aR-defiziente Mäuse. Da die einzelnen Versuche andere 

Schwerpunkte und somit andere Parameter zum Ziel hatten, können bei den Analysen die 

Tierzahlen sehr stark variieren. Für alle Verlaufs-Parameter wurde vor Beginn der 

Hochdruck-Induktion eine basale Bestimmung vorgenommen. Da sich zu diesem Zeitpunkt 

die normotensiven Kontrolltiere nicht von den späteren hypertensiven Wildtypen 

unterscheiden, wurden beide Gruppen als Gruppe „Wildtyp“ in der Basalbestimmung 

zusammengefasst.  

Um den Erfolg der Induktion von Hypertonie im Ang II-Hochdruckmodell beurteilen zu 

können, wurde der systolische Blutdruck vor Beginn des Versuches und an den Tagen 5, 8 

und 12 nach Ang II-Infusion non-invasiv via Tail-cuff-Methode gemessen. Der systolische 

Blutdruck wird im Verlauf und als „Area under the curve“ (AUC), dem Mittel der 

verschiedenen Zeitpunkte ab Tag 5 des Versuchs, dargestellt.  
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Abbildung 17: C3aR – Systolischer Blutdruck im Verlauf und als AUC unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt ist (A) der durchschnittliche systolische Blutdruck und die Standardabweichung vom Mittelwert (SEM) und (B) die 
AUC. Der Blutdruck ist vor Beginn der Versuche bei allen 3 Versuchsgruppen vergleichbar. Ab Tag 5 der Ang II-Infusion ist 
der systolische Blutdruck sowohl in der Wildtyp- als auch in C3aR-/--Gruppe signifikant erhöht und erreicht zum Ende des 
Modells das Maximum. Signifikante Unterschiede zwischen hypertensiven Wildtypen und C3aR-Knockouts besteht zu keiner 
Zeit. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: ** p≤0,005, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001 

Wie in Abbildung 17 erkennbar ist, entwickeln sowohl die Wildtypen als auch die C3aR-

Knockouts im Ang II-Hochdruckmodell einen signifikant erhöhten systolischen Blutdruck im 

Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe. Ein signifikanter Unterschied besteht 

zwischen Wildtyp-Gruppe und C3aR-Knockout nicht. 

 

Abbildung 18: C3aR – Kaplan-Meyer Kurve der Mäuse unter Ang II-Hochdruck.  
Dargestellt ist die Sterblichkeit der Kontrollgruppe mit insgesamt 17 Tieren, der hypertensiven Wildtypen mit 34 und der 
hypertensiven C3aR-defizienten Gruppe mit 45 Tieren. In der Kontrollgruppe gab es keine Tierverluste. Bis zum Ende der 
Versuche verstarben 40 % der hypertensiven Wildtypen und 51 % der hypertensiven C3aR-Knockouts. Die Sterblichkeit 
beider hypertensiver Versuchsgruppen ist signifikant höher zur normotensiven Kontrollgruppe. Untereinander besteht jedoch 
kein signifikanter Unterschied. 

Die Mortalität ist in Abbildung 18 gezeigt. Diese umfasst in insgesamt 7 Versuchen 18 

Kontrollen, 35 hypertensive Balb/c- und 45 hypertensive C3aR-defiziente Mäuse. In der 

normotensiven Kontrollgruppe wurde ein Tier exkludiert, da es an einer Pyelonephritis 

erkrankt war. In der Wildtypgruppe wurde ein Tier exkludiert, da die osmotische Ang II-
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Pumpe nicht funktionierte und das Tier nicht krank wurde. Diese beiden Tiere wurden in 

allen anderen Analysen ebenfalls exkludiert. 

In der hypertensiven Wildtyp-Gruppe verstarben 40 % der Tiere (16 Tiere) im Verlaufe des 

Versuches. Dies geschah zwischen dem 3. und dem 10. Tag nach Implantation der 

osmotischen Minipumpe. In der hypertensiven C3aR-Knockout-Gruppe verstarben 51 % 

der Tiere (25 Tiere). Hierbei wurden vermehrt Blutungen in Thorax und Abdomen sowie 

Nasenbluten festgestellt. Im Vergleich der beiden hypertensiven Versuchsgruppen 

miteinander ergibt der Log-Rank-Test keine signifikanten Unterschiede. Dieser besteht 

jedoch im Vergleich beider hypertensiven Gruppen mit der normotensiven Kontrollgruppe. 

Es liegt ein signifikant erhöhte Sterblichkeit beider hypertensiven Versuchsgruppen vor. Die 

Sterblichkeitskurven der Gruppen umfassen sowohl die Tötung von Tieren, gemäß der im 

Methodenteil erläuterten Abbruchkriterien, wie auch das Auffinden von toten Tieren. 

4.1.2.1. Beurteilung renaler hypertensiver Organschäden im C3aR-
Knockout unter Ang II-Hochdruck 

Ein Parameter zur Beurteilung der Nierenfunktion ist die GFR. Sie kann non-invasiv bei 

Mäusen gemessen werden. 

 
Abbildung 19: C3aR – Glomeruläre Filtrationsrate (GFR) unter Ang II-Hochdruck.  
Dargestellt ist die glomeruläre Filtrationsrate welche (A) vor Beginn der Hochdruck-Induktion und (B) am Tag 11 nach Start 
der Ang II-Infusion bestimmt wurde. (A) Basal liegt sowohl bei den Wildtypen wie auch bei den C3aR-/--Knockouts die mittlere 
GFR bei 1,48mL/min/100g BW. (B) Am Versuchsende ist die GFR bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen signifikant zur 
Kontrollgruppe abgefallen. Zwischen beiden hypertensiven Versuchsgruppen besteht kein signifikanter Unterschied. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: **** p≤0,0001 

Laut Literatur liegt die physiologisch normale glomeruläre Filtrationsrate abhängig vom 

Mausstamm bei 1,0 bis 1,4 mL/min/100g BW (Schock-Kusch et al., 2013). Vor Beginn der 

Hochdruck-Induktion unterscheidet sich die durchschnittliche basale GFR bei den Balb/c 

Wildtypen wie auch bei den C3aR-defizienten Tieren nicht, siehe Abbildung 19 (A). Bei 

beiden Gruppen liegt die mittlere GFR bei 1,48 mL/min/100g BW. Elf Tage nach Ang II-

Infusionsbeginn zeigt sich bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen ein starker Abfall der 
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GFR, währenddessen die GFR der Kontrollgruppe annähernd gleich bleibt, siehe Abbildung 

19 (B). Einen signifikanten Unterschied gibt es nur zwischen der Kontrollgruppe und den 

hypertensiven Versuchsgruppen, nicht zwischen den jeweiligen Hochdruck-Gruppen. 

Die Albuminurie wird als ein weiterer Marker für die Beurteilung der Nierenschädigung im 

Rahmen der induzierten Hypertonie herangezogen. Hierbei werden Albumin und Kreatinin 

im Urin gemessen und der daraus bestimmte Quotient ergibt die Albuminurie. Die 

Messungen werden vor Beginn der Hochdruckinduktion und an den Tagen 4, 7 und 13 nach 

Implantation der mit Ang II befüllten osmotischen Minipumpe vorgenommen und im Verlauf 

und als AUC, dem Mittel der verschiedenen Zeitpunkte ab Tag 4 des Versuchs, dargestellt. 

Die AUC stellt hierbei die mittlere Veränderung der Albuminurie zwischen 2 Messpunkten 

pro Mess-Zeitpunkt dar. 

 

Abbildung 20: C3aR – Verlauf und AUC der Albuminurie unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt ist die Albuminurie als der durchschnittliche Quotient von Albumin und Kreatinin (A) Verlauf mit den SEM und als 
(B) AUC. Basal weisen weder Wildtyp- noch C3aR-/--Mäuse Albumin im Urin auf. Bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen 
ist am Tag 4 nach Beginn der Ang II-Infusion ein leichter, aber signifikanter Anstieg der Albuminurie messbar. An Tag 7 nach 
Ang II-Induktion weisen die hypertensiven Versuchsgruppen einen deutlichen Anstieg der Albuminurie auf, der zum Ende des 
Versuchs weiter ansteigt. Der Unterschied zu beiden hypertensiven Gruppen ist ab Tag 4 signifikant. Die Unterschiede 
zwischen beiden hypertensiven Gruppen sind zu keinem Zeitpunkt signifikant. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: 
* p<0,05, ** p≤0,005 und *** p≤0,001 

Die Kontrollgruppe weist über den Verlauf des gesamten Hochdruckmodells nur eine sehr 

geringe Albumin-Ausscheidung auf, siehe Abbildung 20. Sie liegt gleichbleibend unter 

1mg/mg. Im Vergleich dazu steigen die Albuminurie-Werte beider hypertensiver 

Versuchsgruppen schon an Tag 4 der Ang II-Infusion signifikant im Vergleich zur 

Kontrollgruppe an. An Tag 7 ist ein deutlich erhöhter Albumin-Anstieg bei beiden Gruppen 

erkennbar, welcher sich zum Ende des Versuches noch einmal verdoppelt. Die Albuminurie 

Unterschiede beider hypertensiven Gruppen untereinander sind statistisch nicht signifikant. 

Harnstoff (Urea-N) ist ein Parameter der Nierenfunktion. Wie Cholesterin, welches aufgrund 

der Albuminurie ansteigt, werden beide Parameter im Blutplasma bestimmt.  
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Abbildung 21: C3aR – Blutplasmawerte von Cholesterin und Urea-N unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt sind Plasma-Cholesterin- und Harnstoffwerte (Urea-N). (A) Die beide hypertensiven Versuchsgruppen weisen 
signifikant höhere Cholesterin-Werte im Vergleich zu den normotensiven Kontrollen auf. (B) Auch die Harnstoffwerte beider 
Hochdruckgruppen sind im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhöht. Die Unterschiede zwischen beiden hypertensiven 
Versuchsgruppen sind nicht signifikant. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: **** p≤0,0001 

Der Plasma-Cholesterin-Spiegel steigt im Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl bei der 

hypertensiven Wildtyp-Gruppe als auch bei der Knockout-Gruppe stark an, siehe Abbildung 

21 (A). Auch die Harnstoffwerten (Urea-N) in Abbildung 21 (B) bei beiden hypertensiven 

Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhöht. Zwischen den 

hypertensiven Gruppen lässt sich kein statistischer Unterschied feststellen. 

Bei der Organentnahme wurden das Körpergewicht, das Nierengewicht und die Tibialänge 

bestimmt. Das Gewicht der Niere wird als Hypertrophie Parameter genutzt und wird in 

Bezug auf das Körpergewicht oder die Tibialänge angegeben. Hierbei ist zu beachten, dass 

das Nierengewicht bezogen auf das Körpergewicht stark abhängig vom Gewicht des Tieres 

ist. Vereinzelte Ödeme können diese Werte verzerren. Dies lässt sich umgehen, indem das 

Nierengewicht auf die Tibialänge bezogen wird. Die Tibialänge ist unabhängig vom 

Gesundheitszustand der Tiere. Hierbei können jedoch Mess- oder Präparierfehler der Tibia 

die Werte einzelne Werte leicht verzerren. Daher werden zur Beurteilung der renalen 

Hypertrophie beide Gewichte herangezogen. 
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Abbildung 22: C3aR – Körper- und Nierengewichte unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt sind (A) Körpergewicht, (B) das Nierengewicht bezogen auf das Körpergewicht und (C) das Nierengewicht 
bezogen auf die Tibialänge. (A) Das Körpergewicht ist bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen signifikant niedriger. (B) 
Das Nierengewicht bezogen auf das Körpergewicht ist hingegen bei beiden Hochdruckgruppen signifikant. (C) Es besteht 
kein signifikanter Unterschied der Nierengewichte in Bezug auf die Tibialänge. Bei allen 3 Gewichten besteht kein signifikanter 
Unterschied zwischen Wildtyp- und C3aR-/--Gruppe. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: **** p≤0,0001 

Das Körpergewicht der Kontrollen ist im Vergleich mit beiden hypertensiven 

Versuchsgruppen signifikant höher, siehe Abbildung 22 (A). Die (B) Nierengewichte in 

Bezug auf das Körpergewicht sind bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen signifikant 

erhöht. Das (C) Nierengewicht in Bezug auf die Tibialänge ist bei allen drei 

Versuchsgruppen ähnlich. Signifikante Unterschiede zwischen den hypertensiven Gruppen 

bestehen nicht.  

Um die Nephropathie beurteilen zu können, wird das Nierengewebe nach Beendigung des 

Versuches histologisch analysiert. Hierbei wird sowohl die Morphologie der renalen 

Schädigung, wie auch die Morphometrie histologischer Parameter berücksichtigt. Es erfolgt 

eine semiquantitative Beurteilung der glomerulären und tubulointerstitiellen Schäden, sowie 

die morphometrische Bestimmung der glomerulären Größe. Hypertensive glomeruläre 

Schäden können sich unter anderem in der Verbreiterung des Mesangiums, dem Verlust 

des kapillaren Lumens, und der Ablagerung von Kollagenen Strukturen äußern (Hill, 2008). 

Tubulointerstitielle Schäden reichen von dilatierten Tubuli, über tubuläre Proteinzylinder 

und die Erweiterung des tubulointerstitiellen Raums bis hin zur Atrophie der Tubuli (Seccia 

et al., 2017). Als Folge der Nephrektomie und der glomeruläre Schädigungen, 

hypertrophieren die verbliebenen Glomeruli um zu hyperfiltrieren (Hill, 2008). Diese 

glomeruläre Größe lässt sich durch die morphometrische Bestimmung des glomerulären 

Tufts nachweisen. 
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Abbildung 23: C3aR – Histologische Beurteilung von Nierengewebe unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt sind (A) die glomeruläre Schädigung, (B) die glomeruläre Größe  und (C) der tubulointerstitielle Schaden. Alle drei 
histologischen Parameter zeigen im einen signifikanten Anstieg unter Hochdruckbedingungen. Hierbei gibt es jedoch keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen. Signifikanzangaben vs. normotensive 
Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001 

Die Auswertung der Nierenhistologien ergibt einen signifikant erhöhten Anstieg des 

glomerulären Schadens (Abbildung 23 (A)) sowohl bei den hypertensiven Wildtypen, als 

auch bei den hypertensiven C3aR-defizienten Mäusen im Unterschied zur Kontrollgruppe. 

Wie in Abbildung 24 (E) und (F) zu erkennen ist, weisen die hypertensiv geschädigten 

Glomeruli eine Abnahme des Kapillarvolumens mit einhergehender Zunahme des 

Mesangiums (größere PAS-positive Flächen) auf. Der Anstieg des glomerulären Schadens 

spiegelt sich zudem in der glomerulären Größe wieder, siehe Abbildung 23 (B). Unter 

Hochdruckbedingungen hypertrophieren die Glomeruli der Wildtyp- und der Knockout-

Gruppe signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch der tubulointerstitielle Schaden 

steigt unter Hochdruck signifikant an, siehe Abbildung 23 (C). Die Kontrollen weisen kaum 

tubulointerstitielle Veränderungen auf, wo hingegen die beiden Hochdruckgruppen 

deutliche Veränderungen zeigen. Dieser Anstieg an tubulointerstiellen Veränderungen ist 

in Abbildung 24 (E) und (F) deutlich in Form der dilatierten Tubuli und Proteinzylinder in den 

Tubuli und Glomeruli erkennbar. Zwischen beiden hypertensiven Versuchsgruppen ist bei 

allen 3 Parametern kein signifikanter Unterschied zu erkennen. 
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Abbildung 24: C3aR – PAS-gefärbte Nierenhistologien im Ang II-Hochdruckmodell. 
Dargestellt sind PAS-gefärbte Nierenschnitte (A)+(D) einer Kontrolle, (B)+(E) einem hypertensiven Wildtypen und (C)+(F) 
einem hypertensiven C3aR-Knockout im Ang II-Hochdruckmodell. (A)+(D) Die Niere ist unauffällig mit einer normalen 
glomerulären Architektur und klar erkennbaren Kapillaren, das Lumen der Tubuli ist klein und der interstitielle Raum ist kaum 
vorhanden. (B), (C), (E) und (F) Die Niere weist vergleichbare Schäden auf. Die Glomeruli zeigen stark PAS-positive Areale 
auf, das Kapillar-Lumen ist sehr viel geringer, das Mesangium ist expandiert. Die Tubuli sind dilatiert, Proteinzylinder sind 
vorhanden und der interstitielle Raum ist leicht verbreitert. 

Ein weiterer Parameter zur Beurteilung der hypertensiven renalen Schädigungen ist die 

Analyse der Expression diverser Gene mittels quantitative Real-Time PCR (qPCR). Hierzu 

zählen Renin, PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1), NGAL (Neutrophilen-

Gelatinase-assoziiertes Lipocalin), CCL2 (CC-Chemokin-Ligand-2), Kollagen I und 

Kollagen III.  

Renin ist Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und dient der Regulation 

des Blutdrucks. Im Falle des Ang II-Hochdruckmodells, dient es als indirekte Kontrolle der 

erfolgreichen Ang II-Infusion mittels der osmotischen Minipumpen. Unter Ang II-Infusion 

wird Renin aufgrund der negativen Rückkopplung im RAAS supprimiert. Dies lässt sich in 

Abbildung 25 (A) erkennen. Beide hypertensiven Versuchsgruppen weisen eine signifikant 

niedrigere Expression von Renin im Vergleich zur Kontrolle auf. 
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Abbildung 25: C3aR – Quantitative Real-Time PCR von Nierengewebe unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt ist die relative Gen-Expression diverser Gene in der Niere. (A) Renin ist signifikant in beiden hypertensiven 
Versuchsgruppen supprimiert. (B) PAI-I, wie auch (C) NGAL und (D) CCL2 werden unter Hochdruck signifikant vermehrt 
exprimiert. Keine statistischen Unterschiede sind bei allen Vergleichen zwischen hypertensiven Wildtypen und hypertensiven 
C3aR-Knockout feststellbar. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: ** p≤0,005, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001 

PAI-1 ist Teil der Serin-Proteinase-Inhibitoren und kann zu den pro-fibrotischen Enzymen 

gezählt werden (Ghosh et al., 2012). In fibrotischen Gewebe ist PAI-1 erhöht, wodurch die 

proteolytischen Vorgänge im Gewebe inhibiert und Kollagene nicht degradiert werden. 

Unter Ang II-Hochdruck lässt sich ein signifikanter Anstieg von PAI-1 in beiden 

Hochdruckgruppen im Vergleich zu den Kontrollen verzeichnen, siehe Abbildung 25 (B). 

Der Unterschied zwischen beiden Hochdruck-Gruppen ist nicht signifikant. 

NGAL gilt als Marker für eine akute Nierenschädigung (Shang et al., 2017) und ist in beiden 

hypertensiven Versuchsgruppen signifikant erhöht. Wo hingegen zwischen den beiden 

Gruppen keine signifikanten Unterschiede feststellbar sind, siehe Abbildung 25 (C).  

CCL2 gehört in die Familie der CC-Chemokine und wird mit der Pathogenese diverser 

Krankheiten in Verbindung gebracht. Es zieht Monozyten an und aktiviert diese (Palomino 

et al., 2015), wodurch es zu den pro-inflammatorischen Markern gezählt werden kann. 

Unter Ang II-Hochdruckbedingungen wird CCL2 in der hypertensiven Wildtyp-Gruppe und 

in der C3aR-Knockout-Gruppe signifikant höher exprimiert. Zwischen beiden Hochdruck-

Gruppen besteht kein signifikanter Unterschied. 

Als nächstes wurden die Expressionen von Komplementfaktoren in der Niere analysiert. 

Für die klassische Aktivierung wurden die Faktoren C1q, C1r und C1s gemessen. Auch 

wurden die Komplementfaktoren C2 und C4 gemessen, da sie sowohl im klassischen, wie 

auch beim Lektin-Weg eine Rolle spielen (Krishnan et al., 2009). Ebenfalls wurde der 

Komplementfaktor C3 gemessen, da er eine zentrale Rolle sowohl in der alternativen 

Aktivierung wie auch in der klassischen und der Lektin-Aktivierung spielt (Ricklin et al., 

2016).  
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Abbildung 26: C3aR – Komplementfaktoren in der Niere unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt ist die relative Gen-Expression von Komplementfaktoren in der Niere. (A) Die Expression von C1q unterscheidet 
sich in den hypertensiven Versuchsgruppen nicht von den Kontrollen. (B) C1r ist im C3aR-Knock tendenziell erniedrigt. (C) 
Komplementfaktor C1s ist in der C3aR-/--Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrolle signifikant verringert. (D) der 
Komplementfaktor C2 wird nicht reguliert. In beiden hypertensiven Versuchsgruppen ist (E) C3 signifikant erhöht und (F) C4 
signifikant erniedrigt. Ein statistischer Unterschied zwischen hypertensiver Wildtyp- und C3aR-Knockout-Gruppe besteht bei 
allen Faktoren nicht. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001 

Die Komplementfaktoren des klassischen Aktivierungs-Weges zeigen kaum Veränderung 

in der Gen-Expression. C1q (Abbildung 26 (A)) wird in allen drei Versuchsgruppen ähnlich 

exprimiert. Gleiches gilt für C2, siehe Abbildung 26 (D). Die hypertensive C3aR-defizienten 

Mäuse exprimieren C1r tendenziell und C1s signifikant weniger im Vergleich zur 

Kontrollgruppe, siehe Abbildung 26 (B) + (C). C3 wird hingegen unter Hochdruck bei beiden 

Versuchsgruppen vermehrt exprimiert, siehe Abbildung 27 (E). C4 ist bei beiden 

hypertensiven Versuchsgruppen signifikant gemindert, Abbildung 27 (F). Die Unterschiede 

zwischen den beiden Hochdruck-Gruppen sind bei keinem Faktor signifikant. 

Zuletzt wurde das Nierengewebe immunologische mittels Durchflusszytometrie untersucht. 

Hierfür wurden Leukozyten aus dem Nierengewebe isoliert und für die Analyse myeloider 

bzw. lymphozytärer Zellen gefärbt. Da sowohl die Konfokalmikroskopie, wie auch die 

Durchflusszytometrie der tdTomato-C3aR Maus den C3a Rezeptor vor allem auf myeloiden 

Zellen nachgewiesen hat, liegt der Schwerpunkt dieser Auswertung auf dem Monozyten-
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Makrophagen Panel. Die Auswertung der Lymphozyten ist im Anhang (ab Seite 122) zu 

finden. 

 

Abbildung 27: C3aR – Durchflusszytometrische Analyse des Monozyten-Makrophagen-Panels im Ang II Modell. 
Dargestellt ist die Häufigkeit von (A) Neutrophile Granulozyten, (B) Dendritischen Zellen und (C) Makrophagen relative 
bezogen auf CD45+ Zellen und den (D) F4/80+ und (E) Ly6C+ Makrophagen relative bezogen auf die Makrophagen. (A) 
Hypertensive Wildtypen weisen signifikant und die hypertensiven C3aR-Knockouts tendenziell mehr Neutrophile auf. Keinerlei 
signifikante Unterschiede bestehen bei der Anzahl der (B) Dendritischen, (C) Makrophagen und (D) F4/80+ Makrophagen. (E) 
Bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen ist die Anzahl an Ly6C+ Makrophagen signifikant gemindert. Nicht signifikant sind 
die Unterschiede zwischen den beiden hypertensiven Gruppen. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05 und 
** p≤0,005 

Wie in Abbildung 27 (A) zu erkennen ist, nimmt die Anzahl an Neutrophile Granulozyten bei 

den hypertensiven Wildtypen signifikant und bei den hypertensiven C3aR-Knocktouts 

tendenziell im Vergleich zur Kontrollgruppe zu. Im Vergleich dazu sind weder bei den 

Dendritischen Zellen (DC abgekürzt) (Abbildung 27 (B)), noch bei den allgemeinen 

Makrophagen (Abbildung 27 (C)) oder den F4/80+ Makrophagen (Abbildung 27 (D)) 

signifikante Veränderungen erkennbar. Einzig die die Ly6C+ Makrophagen sind in beiden 

hypertensiven Versuchsgruppen signifikant vermindert, siehe Abbildung 27 (E). Signifikante 

Unterschiede zwischen den beiden Hochdruck-Gruppen sind bei allen 5 Zellpopulationen 

nicht vorhanden. 
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4.1.2.2. Beurteilung kardialer hypertensiver Organschäden im C3aR-
Knockout unter Ang II-Hochdruck 

Um die Rolle des C3aR bei hypertensiven kardialen Schäden beurteilen zu können, werden 

wie bei der Niere Organgewichte, Histologien und die Expression von pro-

inflammatorischen und pro-fibrotischen Gene analysiert. 

 

Abbildung 28: C3aR – Herzgewichte unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt sind (A) das Herzgewicht bezogen auf das Körpergewicht und (B) das Herzgewicht bezogen auf die Tibialänge. 
(A) + (B) Das Herzgewicht beider hypertensiver Gruppen ist bezogen auf das Körpergewicht und auf die Tibia  signifikant 
erhöht Ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- und C3aR-/--Gruppe besteht nicht. Signifikanzangaben vs. 
normotensive Kontrolle: * p<0,05, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001 

Wie bei der Niere, gibt das Gewicht des Herzens Aufschluss über eine Schädigung des 

Gewebes. Hierfür wurde das Gewicht des Herzens in Bezug zum Körpergewicht und zur 

Tibialänge gesetzt. Wie in Abbildung 28 (A) zu erkennen ist, ist das Herzgewicht beider 

hypertensiver Versuchsgruppen sowohl in Bezug auf das Körpergewicht als auch auf die 

Tibialänge signifikant erhöht. Signifikante Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen 

bestehen nicht.  

 

Abbildung 29: C3aR – Semiquantitative Beurteilung kardialer Fibrose unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt ist die semiquantitativ bestimmte Fibrose des kardialen Gewebes, welche sowohl beim hypertensiven Wildtypen, 
als auch beim hypertensiven C3aR-Knockout signifikant ansteigt. Unterschiede zwischen den beiden hypertensiven 
Versuchsgruppen sind nicht signifikant. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: ** p≤0,005 und *** p≤0,001 
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Als weiterer Parameter für die kardiale Schädigung gilt die mikroskopische semiquantitative 

Analyse der Fibrose im Myokard-Gewebe. Wie in Abbildung 29 zu erkennen ist, ist die 

Menge an Kollagenen Fasern im Myokard sowohl bei den hypertensiven Wildtypen, als 

auch bei den hypertensiven C3aR-Knockouts im Vergleich zu den Kontrollen deutlich 

angestiegen und kann als Fibrose erachtet werden. Quantitativ sind keine signifikanten 

Unterschiede zwischen beiden Hochdruck-Gruppen erkennbar. 

 

Abbildung 30: C3aR – SRFG-gefärbte Herzhistologien im Ang II-Hochdruckmodell. 
Dargestellt sind SRFG-gefärbte Herzschnitte von (A)+(D) einer Kontrolle, (B)+(E) einem hypertensiven Wildtypen und (C)+(F) 
einem hypertensiven C3aR-Knockout im Ang II-Hochdruckmodell. (A) Das Herzgewebe weist ein regelmäßiges Myokard mit 
sehr geringem Anteil an Kollagenfasern auf. (B)+(C) Die Vernarbungen der des Myokards sind deutlich vom intakten Myokard-
Gewebe abgegrenzt. (E)+(F) Morphologisch beginnt die septenartige Fibrosierung an abgegrenzten Bereichen flächenartige 
Vernarbungen zu bilden. 

Morphologisch sind die fibrotischen Bereiche des im Ang II Modells geschädigten Myokards 

bei beiden Versuchsgruppen deutlich abgrenzbar. Stellenweise geht die septenartige 

Fibrose zu einer flächigen Fibrose über. Das Myokard der Kontrollgruppe weist nur 

vereinzelte Kollagene Fasern auf, die vor allem intrakardiale Gefäße zu finden sind, siehe 

Abbildung 30. 

Wie auch bei der Niere, wird die hypertensive kardiale Schädigung darüber hinaus mittels 

quantitative Real-Time PCR Analyse beurteilt. Hierbei wird die Expression von ANP 

(Atriales natriuretisches Peptid) und BNP (B-Typ natriuretisches Peptid) betrachtet. 

ANP ist ein kardiales Hormon, welches sowohl Einfluss auf die Vasodilation als auch auf 

die Natriurese hat (Cannone et al., 2019). Unter Ang II-Hochdruckbedingungen wird es 

sowohl bei der Wildtyp-Gruppe, als auch bei der C3aR-Knockout-Gruppe signifikant 

hochreguliert, siehe Abbildung 31 (A). 
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Abbildung 31: C3aR – Quantitative Real-Time PCR von Herzgewebe unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt ist die relative Gen-Expression diverser Gene im Herzen. (A) + (B) ANP und BNP  werden unter Hochdruck sowohl 
in der hypertensiven Wildtyp-Gruppe, als auch in der hypertensiven Knockout-Gruppe signifikant hochreguliert. Keinerlei 
signifikante Unterschiede bestehen bei allen Vergleichen zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen. Signifikanzangaben 
vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005 und *** p≤0,001 

BNP gilt als klinischer Marker für Herzinsuffizienz und kardiale Hypertrophie. Es ist wie ANP 

ein kardiales Peptid und spielt eine wichtige Rolle bei kardio-renalen Interaktion (Okamoto 

et al., 2019). Im Ang II-Hochdruckmodell ist BNP bei beiden hypertensiven Gruppen 

signifikant erhöht, siehe Abbildung 31 (B). 

Zusammengefasst ist zu sagen, dass unter Ang II-Infusion sowohl Wildtypen als auch 

C3aR-Knockouts einen vergleichbaren Hypertonus entwickeln. Unter Ang II-Hochdruck ist 

die Mortalität beider Hochdruckgruppen ähnlich hoch. Die GFR sinkt bei beiden 

hypertensiven Versuchsgruppen gleich stark ab. Des Weiteren entwickeln beide Gruppen 

unter Ang II-Hochdruck eine vergleichbar hohe Albuminurie. Plasma-Cholesterin und 

Plasma-Harnstoff steigen ebenfalls vergleichbar an. Außerdem verlieren beide 

Hochdruckgruppen ähnlich an Körpergewicht und weisen vergleichbar angestiegene 

Nierengewichte. Der renale histologische Schaden ist ebenfalls bei beiden Gruppen 

vergleichbar erhöht. In der renalen quantitativen Real-Time PCR zeigen beide 

Hochdruckgruppen niedrigere Renin-Werte. Die Werte für PAI-I, NGAL, CCL2 und C3 

steigen an. Die Werte für C1q, C1r, C1s, C2 und C4 sind annähernd unverändert im 

Vergleich zu den normotensiven Kontrollen. In der Durchflusszytometrie weisen die 

hypertensiven Wildtypen mehr Neutrophile Granulozyten im Vergleich zu den Knockouts 

und den Kontrollen auf. Bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen ist die Anzahl der 

Ly6C+ Makrophagen erniedrigt. Unter Ang II-Hochdruck steigt bei beiden Versuchsgruppen 

das Herzgewicht an. Außerdem zeigen beide Gruppen deutliche Fibrosen des Myokards. 

Die kardiale Gen-Expression von ANP und BNP ist bei beiden Hochdruckgruppen erhöht.  
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4.1.3. C3a Rezeptor (C3aR) im DOCA-Salz Modell 

Um die Frage der Rolle von C3aR bei Hypertonie und den daraus resultierenden 

hypertensiven Endorganschäden besser beurteilen zu können, wurde ein weiteres 

Hypertonie-Modell – das DOCA-Salz Modell – bei der C3aR-defizienten Maus angewandt. 

Im Gegensatz zum Ang II Modell wird beim DOCA-Salz Modell der Hochdruck durch die 

Implantation von DOCA-Pellets induziert. Diese Pellets geben über 21 Tage kontinuierlich 

DOCA ab. Aufgrund der Versuchsdauer von insgesamt 6 Wochen erfolgt 3 Wochen nach 

Implantation des ersten Pellets, die Implantation eines weiteren Pellets (im Folgenden 

Pellet-Wechsel genannt). Dies wird bei der Messung der Hochdruck-Beurteilungs-

Parameter (GFR, Albuminurie, Blutplasma-Werte, Organgewichte, Histologie, systolischer 

Blutdruck, Expression von pro-inflammatorischen und pro-fibrotischen Genen (qPCR), 

Sterblichkeit) berücksichtigt.  

In 2 Versuchen wurden insgesamt 24 Tiere in drei Versuchsgruppen (4 Kontrollen, 11 

Wildtypen, 9 C3aR-Knockouts) verwendet. Auch bei diesen Versuchen waren Analyse-

Schwerpunkte und Zielparameter unterschiedlich, wodurch die Tierzahlen bei den 

einzelnen Analysen variieren. Wie beim vorherigen Versuchsmodell, wurde für die Verlaufs-

Parameter vor Beginn der Hochdruck-Induktion eine basale Bestimmung vorgenommen. 

Da sich, wie auch in vorangegangenen Versuchen die Kontrolltiere nicht von den späteren 

hypertensiven Wildtypen unterscheiden, wurden wieder beide Gruppen als Gruppe 

„Wildtyp“ in der Basalbestimmung zusammengefasst.  

Der Blutdruck wurde vor Beginn des Versuches und ab Induktion in Woche 1, 3, und 6 non-

invasiv via Tail-cuff-Methode gemessen. 
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Abbildung 32: C3aR – Systolischer Blutdruck im DOCA-Hochdruck.  
Dargestellt ist der durchschnittliche systolische Blutdruck und der SEM. Der Blutdruck ist vor Beginn der Versuche bei allen 
Tieren vergleichbar. Ab Woche 1 der DOCA-Hypertonie ist der systolische Blutdruck beider hypertensiven Versuchsgruppen 
erhöht und ist in Woche 1 bei den Wildtypen und in Woche 2 bei den Knockouts signifikant höher im Vergleich zu den 
Kontrollen. Zum Ende des DOCA-Salz Modells sinken bei beiden Hochdruck-Gruppen die systolischen Blutdrücke ab. Ein 
signifikanter Unterschied zwischen den beiden hypertensiven Gruppen besteht nicht 
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Die systolische Blutdruckmessung, siehe Abbildung 32, sowohl der Kontrollen als auch der 

Wildtypen und C3aR-Knockouts war basal im vergleichbaren Bereich. (A) Im Verlaufe des 

DOCA Modells verändert sich der Blutdruck nicht. (B) Die AUC pro Woche ist bei den 

Wildtypen und den C3aR-Knockouts leicht erhöht.  

Für die Berechnung der Sterblichkeit nach Kaplan-Meyer wurden 4 Kontrollen, 9 Wildtypen 

und 8 Knockouts berücksichtigt, siehe Abbildung 33. Die Sterblichkeitskurven der Gruppen 

umfassen sowohl die Tötung von Tieren, gemäß der im Methodenteil erläuterten 

Abbruchkriterien, wie auch das Auffinden von toten Tieren. 2 Wildtypen und 1 Knockout 

wurden aufgrund eines Pelletdurchbruchs nicht bei der Mortalität berücksichtig. 

 

Abbildung 33: C3aR – Kaplan-Meyer-Kurve der C3aR-defizienten Mäuse im DOCA Hochdruckmodell. 
Dargestellt ist die Sterblichkeit der Versuchstiere im DOCA-Salz Modell. Es wurden 4 Kontrollen, 9 hypertensive Wildtypen 
und 8 hypertensive C3aR-Knockouts berücksichtigt. Im Verlauf des Modells verstarb nur 1 Tier in der hypertensiven Knockout-
Gruppe. Ein signifikanter Unterschied besteht zwischen keiner Versuchsgruppe. 

Im Verlaufe des DOCA-Salz Modells verstarb nur in der C3aR-Knockout-Gruppe 1 von 9 

Tieren (11,1 %). In der Kontrollgruppe und hypertensiven Wildtyp-Gruppe gab es keine 

Verluste. Eine Signifikanz besteht zwischen keiner der 3 Versuchsgruppen. 

4.1.3.1. Beurteilung renaler hypertensiver Organschäden im C3aR-
Knockout unter DOCA-Hochdruck 

Um die renalen hypertensiven Organschäden im DOCA-Salz Modell zu beurteilen wird die 

GFR herangezogen. Diese wurde im vor Beginn der Hochdruck-Induktion kurz vor dem 

Wechsel des DOCA-Pellets und kurz vor Ende des Modells gemessen. 

Im DOCA-Salz Modell sind die basalen GFR, siehe Abbildung 34, der Wildtypen  und 

Knockouts im Mittel vergleichbar. Auch nach 3 Wochen DOCA-Hypertonie verbleibt die 

durchschnittliche GFR der hypertensiven Wildtypen und Knockouts auf Höhe der 

Kontrollen. Dies ändert sich auch zum Ende des Hochdruckmodells nicht. Signifikant ist 

keiner der Unterschiede. 
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Abbildung 34: C3aR – Glomeruläre Filtrationsrate im DOCA-Salz Modell. 
(A) Basal wie auch (B) nach drei Wochen bzw. (C) nach 6 Wochen DOCA-Hochdruck verändert sich die GFR der 
hypertensiven Wildtypen und Knockouts nicht im Vergleich zu den Kontrollen.  

Die Albuminurie wurde wie im Ang II Modell als Quotient des Albumins und des Kreatinins 

bestimmt. Die Bestimmung erfolgte basal und dann wöchentlich. 
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Abbildung 35: C3aR – Albuminurie im Verlauf und als AUC im DOCA-Salz Modell. 
Dargestellt ist die Albuminurie (A) im Verlauf als durchschnittlicher Quotient von Albumin und Kreatinin mit SEM und (B) als 
AUC pro Woche. Basal weist keine Versuchsgruppe eine Albuminurie auf. Beide hypertensive Versuchsgruppen entwickeln 
ab der ersten Woche nach DOCA-Pellet-Implantation eine Albuminurie. In der vierten Woche des Modells, weisen die 
hypertensiven Wildtypen im Vergleich zur Kontroll- wie auch zur C3aR-Knockout-Gruppe eine signifikant höhere Albuminurie 
auf. Dieser Unterschied ist gleicht sich ab Woche 5 bis zum Ende des Versuchs in Woche 6 wieder an. Signifikanzangaben 
vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05 und ** p≤0,005, Wildtyp vs. C3aR-/-: # p<0,05 

Wie in Abbildung 35 zu erkennen ist, sind vor Beginn der Hochdruckinduktion alle 3 

Versuchsgruppen nicht albuminurisch. Ab Woche 1 des DOCA-Salz Modells steigt in den 

hypertensiven Versuchsgruppen die Albuminurie an. In Woche 4 des Versuches ist der 

Anstieg in den hypertensiven Wildtypen signifikant höher als im Vergleich zu den Kontrollen 

und den hypertensiven C3aR-Knockouts. Dieser Unterschied ist ab Woche 5 nur noch im 

Vergleich zu den Kontrollen und ab Woche 6 gar nicht mehr signifikant.  
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Die Harnstoff-Werte sind in beiden hypertensiven Versuchsgruppen im Vergleich zur 

Kontrolle signifikant niedriger. Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden hypertensiven 

Versuchsgruppen besteht nicht, Abbildung 36.  

 
Abbildung 36: C3aR – Blutplasmawerte Urea-N unter DOCA-Hochdruck. 
Unter DOCA-Bluthochdruck sind die Harnstoffwerte der hypertensiven Wildtypen und Knockouts sind im Vergleich zu den 
Kontrollen signifikant erniedrigt. Die Unterschiede zwischen beiden hypertensiven Gruppen nicht signifikant. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05 und ** p≤0,005 

In Abbildung 37 ist zu erkennen, dass die Körpergewichte (A) der Tiere aller 3 

Versuchsgruppen zum Ende des Versuches annähernd gleich sind. Das Nierengewicht ist 

sowohl im Verhältnis (B) zum wie auch (C) zur Tibialänge in beiden hypertensiven 

Versuchsgruppen signifikant erhöht. Einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden 

hypertensiven Gruppen gibt es nicht. 

 

Abbildung 37: C3aR – Körper- und Nierengewichte unter DOCA-Hochdruck. 
Das Körpergewicht der Tiere nach 6 Wochen DOCA-Hochdruck zeigt keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. 
Sowohl das (B) Nierengewicht bezogen auf das als auch (C) das Nierengewicht bezogen auf die Tibialänge sind unter DOCA-
Bluthochdruck signifikant erhöht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zwischen den hypertensiven Gruppen besteht kein 
signifikanter Unterschied. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: *** p≤0,001 und **** p≤0,0001 
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Abbildung 38: C3aR – Histologische Beurteilung von Nierengewebe unter DOCA-Hochdruck. 
Dargestellt sind (A) die glomeruläre Schädigung, (B) die glomeruläre Größe  und (C) der tubulointerstitielle Schaden  im 
DOCA-Salz Modell. Einzig die (B) glomeruläre Größe ist bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen signifikant erhöht. 
Signifikante Unterschiede zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen bestehen nicht. Signifikanzangaben vs. 
normotensive Kontrolle: **** p≤0,0001 

Wie in Abbildung 38 (B) zu erkennen ist, ist die histologische Schädigung nur in Form der 

durchschnittlichen glomerulären Größe in den hypertensiven Versuchsgruppen signifikant 

erhöht.  

 

Abbildung 39: C3aR – PAS-gefärbte Nierenhistologien im DOCA-Salz Modell. 
Dargestellt sind PAS-gefärbte Nierenschnitte (A)+(D) einer Kontrolle, (B)+(E) eines hypertensiven Wildtyps und (C)+(F) eines 
hypertensiven C3aR-Knockouts im DOCA-Salz Modell. (A)+(D) Die Niere weist eine normale glomerulären Architektur mit 
klar erkennbaren Kapillaren und geringem Tubulilumen auf. (B) bis (F) Die Nieren weisen vergleichbare Schäden auf. Die 
Glomeruli zeigen stark PAS-positive Areale auf, das Kapillar-Lumen ist viel geringer, das Mesangium ist expandiert. Die Tubuli 
sind dilatiert, Proteinzylinder sind vereinzelt vorhanden und der interstitielle Raum ist leicht verbreitert.  
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Der glomeruläre und der tubulointerstitielle Schaden  ist in den hypertensiven 

Versuchsgruppen bei einzelnen Glomeruli und dilatierten Tubuli erkennbar, siehe 

Abbildung 39 (E) und (F). Diese Parameter sind jedoch nicht signifikant erhöht im Vergleich 

zur Kontrolle. 
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Abbildung 40: C3aR – Quantitative Real-Time PCR von Nierengewebe unter DOCA-Hochdruck. 
Im DOCA-Salz Modell ist (A) Renin signifikant in beiden hypertensiven Versuchsgruppen supprimiert. (B) PAI-1 wird unter 
DOCA-Hochdruck nur tendenziell stärker exprimiert. (C) NGAL und (D) CCL2 wird nur in den hypertensiven Wildtypen 
signifikant höher exprimiert. Signifikante Unterschiede zwischen beiden hypertensiven Versuchsgruppen bestehen nicht. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005 und **** p≤0,0001 

Die Analyse der renalen Gen-Expression zeigt, dass unter DOCA-Hochdruck die Renin-

Expression signifikant supprimiert wird, siehe Abbildung 40 (A). (B) PAI-1 wird bei beiden 

Hochdruck-Gruppen tendenziell mehr exprimiert. (C) NGAL und (D) CCL2 wird bei den 

hypertensiven Wildtypen signifikant und bei den hypertensiven C3aR-Knockouts 

tendenziell höher exprimiert. Die Unterschiede zwischen beiden hypertensiven 

Versuchsgruppen sind nicht signifikant.  
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Abbildung 41: C3aR – Komplementfaktoren in der Niere unter DOCA-Hochdruck. 
Unter DOCA-Bluthochdruck, sind die Komplementfaktoren (A) C1q und (C) bei hypertensiven Wildtypen signifikant höher 
exprimiert, als bei den normotensiven Kontrollen. Bei den hypertensiven Knockouts sind diese Faktoren tendenziell erhöht. 
Tendenziell sind die Faktoren (B) C1r und (E) C3 (Kontrollen 1,03-fach, Wildtypen 3,16-fach, C3aR-Knockouts 2,87-fach) bei 
beiden hypertensiven Gruppen erhöht. (D) C2 wird nicht. (F) Faktor C4 ist bei beiden hypertensiven Gruppen signifikant 
supprimiert. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05 und ** p≤0,005 

Die Komplementfaktoren, siehe Abbildung 41, (A) C1q und (C) C1s werden bei den 

hypertensiven Wildtypen signifikant und die Faktoren (B) C1r und (E) C3 tendenziell höher 

exprimiert. Etwas schwächer sind die Expressionen bei den hypertensiven C3aR-

Knockouts. (D) C2 wird unter DOCA nicht reguliert. (F) C4 wird hingegen signifikant bei 

beiden hypertensiven Versuchsgruppen supprimiert. Die Unterschiede zwischen den 

beiden hypertensiven Versuchsgruppen sind nicht signifikant. 
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Abbildung 42: C3aR – Durchflusszytometrische Analyse des Monozyten-Makrophagen-Panels unter DOCA-
Hochdruck.  
Unter DOCA-Hochdruck ist die Anzahl der (A) Neutrophilen den Kontrollen ähnlich. (B) Die dendritischen Zellen sind im 
hypertensiven C3aR-Knockout und im hypertensiven Wildtypen tendenziell erhöht. Keine signifikanten Unterschiede 
bestehen sowohl bei der Anzahl der (C) Makrophagen. Die Anzahl der (D) F4/80+ Makrophagen sind bei beiden 
Hochdruckgruppen signifikant erhöht. (E) Die Anzahl der Ly6C+ Makrophagen ist bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen 
signifikant niedriger. Signifikante Unterschiede zwischen beiden hypertensiven Versuchsgruppen bestehen nicht. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05 

In der Durchflusszytometrie im DOCA-Salz Modell, siehe Abbildung 42, ist Die Anzahl an 

(A) Neutrophilen, (B) dendritischen Zellen und (C) Makrophagen fast unverändert im 

Vergleich zu den normotensiven Kontrollen. Es ist ein signifikanter Anstieg der (D) F4/80+ 

Makrophagen unter DOCA-Hochdruck bei beiden Hochdruckgruppen erkennbar. Die 

Anzahl der Ly6C+ Makrophagen sinkt bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen deutlich 

bis signifikant ab.  

4.1.3.2. Beurteilung kardialer hypertensiver Organschäden im C3aR-
Knockout unter DOCA-Hochdruck 

Um die kardialen hypertensiven Organschäden im DOCA-Salz Modell zu beurteilen werden 

sowohl Gewicht, histologische Schädigung und die Gen-Expression von pro-

inflammatorischen Faktoren im Herzen untersucht.  
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Es zeigt sich, dass das Herzgewicht, siehe Abbildung 43, unter DOCA-Hochdruck (A) in 

Bezug auf das Körpergewicht in allen 3 Versuchsgruppen annähernd gleich ist. (B) Das 

Herzgewicht in Bezug auf die Tibialänge steigt hingegen tendenziell an. Unterschiede 

zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen sind nicht erkennbar. 

 
Abbildung 43: C3aR – Herzgewichte unter DOCA-Hochdruck. 
Unter DOCA-Hochdruck ist das (A) Herzgewicht in Bezug auf das Köpergewicht aller 3 Versuchsgruppen vergleichbar hoch. 
(B) Das Herzgewicht in Bezug auf die Tibialänge ist bei den hypertensiven Versuchsgruppen tendenziell, aber nicht signifikant 
erhöht. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen.  

Die histologische Analyse, siehe Abbildung 44, zeigt keine Zunahme der fibrotischen 

Veränderungen des Myokards unter DOCA-Hochdruck. Die Menge an Fibrose im Myokard 

der hypertensiven Wildtypen und C3aR-Knockouts  entspricht im Durchschnitt den 

normotensiven Kontrollen. Auch die Morphologie entspricht den normotensiven Kontrollen, 

siehe Abbildung 45. 

 
Abbildung 44: C3aR – Semiquantitative Beurteilung kardialer Fibrose unter DOCA-Hochdruck. 
Unter DOCA-Bluthochdruck ist weder bei den hypertensiven Wildtypen noch bei den hypertensiven Knockouts eine erhöhte 
Fibrosierung des Myokards erkennbar.  
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Abbildung 45: C3aR – SRFG-gefärbte Herzhistologien im DOCA-Salz Modell 
Dargestellt sind SRFG-gefärbte Herzschnitte von (A)+(D) einer Kontrolle, (B)+(E) einem hypertensiven Wildtypen und (C)+(F) 
einem hypertensiven C3aR-Knockout im DOCA-Salz Modell. Das Herzgewebe weist bei allen drei Versuchsgruppen ein 
regelmäßiges Myokard mit sehr geringem Anteil an Kollagenfasern auf, die vor allem die Einbettung der intrakardialen Gefäße 
darstellen.  

Die Real-Time PCR-Analyse des Myokards, siehe Abbildung 46, zeigt einen signifikanten 

Anstieg der (A) ANP-Expression in der hypertensiven Wildtyp-Gruppe im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Welcher in der hypertensiven C3aR-Knockout-Gruppe nur tendenziell zu 

erkennen ist. Die Expression von (B) BNP ist bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen 

unterschiedlich stark aber nicht signifikant. Ein Unterschied zwischen beiden Hochdruck-

Gruppen besteht nicht. 

 

Abbildung 46: C3aR – Quantitative Real-Time PCR von Herzgewebe unter DOCA-Hochdruck. 
Im DOCA-Salz Modell weisen (A) hypertensive Wildtypherzen eine signifikant und die hypertensiven Knockouts eine 
tendenziell erhöhte ANP Gen-Expression auf. Die Expression von (B) BNP und die Vergleiche zwischen beiden hypertensiven 
Gruppen sind nicht signifikant. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: ** p≤0,005 
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Zusammengefasst ist zu sagen, dass im DOCA-Salz Modell der systolische Blutdruck bei 

Wildtypen und C3aR-Knockouts nur leicht ansteigt. Unter DOCA-Hochdruck tritt bei den 

hypertensiven Versuchsgruppen und den normotensiven Kontrollen fast keine Mortalität 

auf. Die GFR ist unverändert. Bei den hypertensiven Versuchsgruppen tritt eine leichte 

Albuminurie auf. Der Plasma-Harnstoff sinkt bei den Hochdruckgruppen ab. Das 

Körpergewicht verändert sich unter DOCA-Hochdruck nicht. Die Nierengewichte steigen bei 

beiden hypertensiven Versuchsgruppen gleich an. Die renalen histologischen Schäden sind 

bei beiden Hochdruckgruppen vergleichbar hoch. Renin wird im DOCA-Salz Modell bei 

beiden Gruppen weniger exprimiert. PAI-I, NGAL, CCL2, Kollagen I, Kollagen III, C1q, C1r, 

C1s wird vor allem in hypertensiven Wildtypen höher exprimiert. C2 und C3 wird unter 

DOCA-Salz nicht und C4 herunterreguliert. Unter DOCA-Hochdruck steigt in der Knockout-

Gruppe die Anzahl der F4/80+ Makrophagen an. Die Anzahl an Ly6C+ Makrophagen sinkt 

bei beiden Hochdruckgruppen ab. Sowohl Körper- als auch Nierengewichte sind in allen 

drei Versuchsgruppen vergleichbar. Histologisch gibt es keine Unterschiede beim Myokard. 

ANP und BNP ist bei den hypertensiven Wildtypen erhöht. 

4.2. C3aRxC5aR2 Doppelknockout 

4.2.1. C3aR-/-xC5aR2-/- im Ang II Modell 

Neben der Frage, ob die einzelnen Komplementrezeptoren C3aR und C5aR2 eine Rolle 

bei Hypertonie und den daraus resultierenden hypertensiven Endorganschäden spielen, 

steht eine weitere Frage: gibt es einen Einfluss auf die Entwicklung von Hypertonie beim 

Zusammenspiel beider Rezeptoren? Um dies zu beantworten, wurde auch bei 

C3aRxC5aR2-doppeldefizienten Mäusen das Ang II-Hochdruckmodell angewandt. 

Wie zuvor dienen als Beurteilungs-Parameter die GFR, Albuminurie, Blutplasma-Werte, 

Organgewichte, Histologie, systolischer Blutdruck, Expression von pro-inflammatorischen 

und pro-fibrotischen Proteinen (qPCR) und die Sterblichkeit. In insgesamt 4 Versuchen 

wurden 60 Tiere verwandt. Wie zuvor wurden 3 Versuchsgruppen miteinander verglichen: 

11 Balb/c Kontrollen (Kontrollen), 25 hypertensive Balb/c Wildtypen (Wildtypen) und 24 

hypertensive C3aRxC5aR2-doppeldefiziente Mäuse (Doppelknockouts). Auch in diesem 

Set an Versuchen gab es für die einzelnen Versuche andere Schwerpunkte und somit 

andere Ziel-Parameter, wodurch bei den Analysen die Tierzahlen sehr stark variieren 

können. Für die Verlaufs-Parameter wurde wie zuvor, vor Beginn der Hochdruck-Induktion 

eine basale Bestimmung vorgenommen. Die basalen GFR-Werte werden hierbei wie zuvor 

unterteilt in „Wildtyp“ und dem Doppelknockout. 

Im ersten Schritt wurde der Erfolg der Induktion von Hypertonie im Ang II-Hochdruckmodell 

beurteilt. Hierfür wurde der systolische Blutdruck vor Beginn des Versuches und an den 
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Tagen 5, 8 und 12 nach der Implantation der osmotischen Ang II-Pumpe non-invasiv via 

Tail-cuff-Methode gemessen. Der Blutdruck wird im Verlauf und als AUC dargestellt. 

In Abbildung 47 (A) ist zu erkennen, dass alle drei Versuchsgruppen vor Beginn der Ang II-

Hochdruck-Induktion einen vergleichbaren systolischen Blutdruck aufweisen. Dieser steigt 

kurz nach Beginn an Tag 5 des Modells bei beiden Versuchsgruppen mit Ang II-Infusion 

signifikant an. Im weiteren Verlauf des Modells sinkt der Blutdruck der Wildtyp-Gruppe 

wieder etwas ab und nähert sich zum Ende des Versuchs dem Blutdruck der C3aRxC5aR2-

Doppelknockout-Gruppe an, welche zu allen Zeitpunkten unter dem Blutdruck der 

Wildtypen liegt. (B) Dies ist auch bei der AUC pro Zeitpunkt zu erkennen.  

 
Abbildung 47: C3aRxC5aR2 – Systolischer Blutdruck im Verlauf und als AUC unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt ist (A) der durchschnittliche systolische Blutdruck mit SEM im Verlauf und (B) als AUC pro Zeitpunkt. Vor Beginn 
der Hochdruck-Induktion ist der Blutdruck bei allen 3 Versuchsgruppen vergleichbar. Ab Tag 5 der Ang II-Infusion steigt der 
systolische Blutdruck sowohl in der Wildtyp- als auch in Doppelknockout-Gruppe signifikant an. Zum Ende des Versuches 
zeigen beide Hochdruck-Gruppen ähnliche systolische Blutdrücke. Die AUC pro Zeitpunkt ab Tag 4 des Versuchs ist bei den 
Wildtypen signifikant höher im Vergleich zu den Kontrollen und den Wildtypen. Signifikanzangaben vs. normotensive 
Kontrolle: ** p≤0,005, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001*, Wildtyp vs. C3aR-/-C5aR2-/-: ## p≤0,005 

Als nächstes wird die Sterblichkeit analysiert. Hierfür wurde eine Kaplan-Meyer-Graphik 

gewählt, welche 11 Kontrollen, 25 hypertensive Wildtypen und 24 hypertensive 

C3aRxC5aR2-Doppelknockouts umfasst, Abbildung 48. Die Sterblichkeitskurven der 

Gruppen umfassen sowohl die Tötung von Tieren, gemäß der im Methodenteil erläuterten 

Abbruchkriterien, wie auch das Auffinden von toten Tieren. 
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Abbildung 48: C3aRxC5aR2 – Kaplan-Meyer-Kurve der C3aRxC5aR2-defizienten Mäuse im Ang II-Hochdruckmodell. 
Dargestellt ist die Sterblichkeit von 11 Kontrollen, 25 hypertensiven Wildtypen und 24 C3aRxC5aR2-Doppelknockouts im 
Ang II-Hochdruckmodell. In der Kontrollgruppe gab es keine Tierverluste. Bis zum Ende der Versuche verstarben 14 
hypertensive Wildtypen (48 %) und 10 hypertensive Doppelknockouts (32 %). Die Doppelknockouts verstarben etwas früher 
im Versuch (zwischen Tag 1 und 7) als die Wildtypen (Tag 1 und Tag 10). Die Sterblichkeit beider hypertensiver 
Versuchsgruppen ist signifikant höher zur normotensiven Kontrollgruppe. Untereinander besteht jedoch kein signifikanter 
Unterschied. 

In der hypertensiven Wildtyp-Gruppe verstarben 36 % der Tiere (11 Tiere) im Verlaufe des 

Versuches. Dies geschah zwischen dem 3. und dem 10. Tag nach Implantation der 

osmotischen Minipumpe. In der hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockout-Gruppe 

verstarben zwischen Tag 1 und Tag 7 nach der Implantation der Ang II-Pumpe 44 % der 

Tiere (10 Tiere). Hierbei wurden vermehrt Blutungen in Thorax und Abdomen sowie 

Nasenbluten festgestellt. Im Vergleich der beiden hypertensiven Versuchsgruppen 

miteinander ergibt der Log-Rank-Test keine signifikanten Unterschiede. Dieser besteht 

jedoch im Vergleich beider hypertensiven Gruppen mit der normotensiven Kontrollgruppe. 

Es liegt ein signifikant erhöhte Sterblichkeit beider hypertensiven Versuchsgruppen vor.  

4.2.1.1. Beurteilung renaler hypertensiver Organschäden im 
C3aRxC5aR2-Doppelknockout unter Ang II-Hochdruck 

Als erster Parameter für die renalen hypertensiven Organschäden wurde die GFR vor 

Beginn der Hochdruck-Induktion und am Ende des Modells an Tag 11 bei den Tieren 

gemessen. Wie in Abbildung 49 zu erkennen ist, ist (A) vor Beginn des Ang II-

Hochdruckmodells die GFR bei beiden Genotypen gleich. (B) Am 11. Tag nach Beginn der 

Hochdruck-Induktion ist die GFR sowohl der hypertensiven Wildtypen, als auch der 

hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts signifikant im Vergleich zu den Kontrollen 

abgefallen. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden hypertensiven 

Versuchsgruppen besteht nicht. 
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Abbildung 49: C3aRxC5aR2 – Glomeruläre Filtrationsrate im Ang II-Hochdruckmodell. 
(A) Die GFR der Versuchsgruppen unterscheidet sich vor Beginn des Versuches nicht voneinander. (B) An Tag 11 der Ang II-
Infusion ist die GFR bei beiden Hochdruckgruppen signifikant abgefallen. Einen signifikanten Unterschied zwischen beiden 
Hochdruckgruppen besteht nicht. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05 und ** p≤0,005 

Als Weiteres wurde die Albuminurie als Marker der Nierenschädigung bestimmt. Hierbei 

werden Albumin und Kreatinin im Urin gemessen und der daraus bestimmte Quotient ergibt 

die Albuminurie. Die Messungen werden wie zuvor vor Beginn der Hochdruckinduktion und 

an den Tagen 4, 7 und 13 nach Implantation der mit Ang II befüllten osmotischen 

Minipumpe vorgenommen.  
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Abbildung 50: C3aRxC5aR2 – Albuminurie im Verlauf und als AUC unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt ist die Albuminurie als durchschnittlicher Quotient von Albumin und Kreatinin (A) als Verlauf mit SEM und (B) als 
AUC. Zu Beginn der Ang II-Infusion an Tag 4 des Modells steigt die Albuminurie der Doppelknockouts stärker als die der 
Wildtypen an. Ab Tag 7 bis zum Ende des Versuchs an Tag 13 ist jedoch die Albuminurie der Wildtypen wesentlich höher als 
die der Doppelknockouts. Die Unterschiede zwischen beiden hypertensiven Gruppen sind zu keinem Zeitpunkt signifikant. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005 und *** p≤0,001 

Wie in Abbildung 50 zu sehen ist, weisen alle 3 Versuchsgruppen vor Beginn des Versuchs 

einen ähnlich geringen Albuminurie-Wert auf. (A) Die Ang II-Infusion induziert bei beiden 

hypertensiven Versuchsgruppen im Verlaufe des Versuchs eine Albuminurie. (B) Die AUC 

pro Zeitpunkt ab Tag 4 des Versuchs ist bei beiden Hochdruckgruppen gleich. Die 

Unterschiede zwischen beiden Hochdruckgruppen sind zu keiner Zeit signifikant. 
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Der Abbildung 51 ist zu entnehmen, dass unter Ang II-Infusion (A) die Cholesterin-Werte 

beider hypertensiver Versuchsgruppen signifikant ansteigen. (B) Die Harnstoffwerte 

(Urea- N) steigen ebenfalls bei beiden Hochdruckgruppen signifikant an. Unterschiede 

zwischen hypertensiven Wildtypen und hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts 

bestehen nicht. 

 
Abbildung 51: C3aRxC5aR2 – Blutplasmawerte von Cholesterin und Urea-N unter Ang II-Hochdruck. 
Unter Ang II-Bluthochdruck steigen sowohl (A) die Cholesterin-Werte, als auch die Harnstoffwerte bei beiden 
Hochdruckgruppen signifikant an. Die Unterschiede zwischen beiden hypertensiven Gruppen sind nicht signifikant. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: ** p≤0,005 und *** p≤0,001 

In beiden hypertensiven Gruppen kommt es zu einer signifikanten Abnahme des 

Körpergewichts der Tiere im Vergleich zu den Kontrollen, siehe Abbildung 52 (A). 

Gleichzeitig steigt (B) das Nierengewicht im Bezug zum Körpergewicht und (C) in Bezug 

zur Tibialänge sowohl bei den hypertensiven Wildtypen, als auch bei den hypertensiven 

C3aCxC5aR2-Doppelknockouts signifikant an. Es bestehen keine signifikanten 

Gewichtsunterschiede zwischen beiden Hochdruckgruppen. 
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Abbildung 52: C3aRxC5aR2 – Körper- und Nierengewichte unter Ang II-Hochdruck. 
(A) Das Körpergewicht der Tiere nach 2 Wochen Ang II-Hochdruck zeigt signifikante Unterschiede zwischen den 
hypertensiven Versuchsgruppen und den normotensiven Kontrollen. Sowohl das (B) Nierengewicht bezogen auf das 
Körpergewicht als auch (C) das Nierengewicht bezogen auf die Tibialänge sind in den hypertensiven Gruppen signifikant 
erhöht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zwischen den hypertensiven Gruppen besteht kein signifikanter Unterschied. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001 
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Die Auswertung der Nierenhistologien zeigt die Manifestation der renalen hypertensiven 

Organschäden. Der Abbildung 53 kann man entnehmen, dass im Ang II-Hochdruckmodell 

ein (A) glomerulärer Schaden zu beobachten ist, der in der C3aRxC5aR2-Doppelknockout-

Gruppe signifikant erhöht ist. (B) Die glomeruläre Größe ist in beiden Hochdruckgruppen 

signifikant höher als in den normotensiven Kontrollen. Auch (C) der tubulointerstitielle 

Schaden ist bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen signifikant erhöht. Hierbei zeigt die 

Doppelknockout-Gruppe einen signifikant höheren Schaden im Vergleich zur 

Wildtypgruppe. Alle anderen Unterschiede zwischen den Hochdruckgruppen sind nicht 

signifikant. 
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Abbildung 53: C3aRxC5aR2 – Histologische Beurteilung von Nierengewebe unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt sind (A) die glomeruläre Schädigung, (B) die glomeruläre Größe  und (C) der tubulointerstitielle Schaden. Alle drei 
histologischen Parameter sind bei den Doppelknockouts signifikant erhöht. Die hypertensiven Wildtypen zeigen signifikant 
größere Glomeruli und einen höheren tubulointerstiellen Schaden als die normotensiven Kontrollen. Der Unterschied 
zwischen den beiden Hochdruckgruppen ist nur beim tubulointerstitiellen Schaden signifikant. Signifikanzangaben vs. 
normotensive Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001, Wildtyp vs. C3aR-/-: # p<0,05 

Die glomerulären Schädigungen aufgrund des Ang II-induzierten Hochdrucks sind in 

Abbildung 54 zu erkennen. Sowohl die Niere der (B) und (E) hypertensiven Wildtypen, als 

auch (C) und (F) der C3aRxC5aR2-Doppelknockouts weisen teils mittelschwer bis schwer 

vernarbte Glomeruli auf. Das Kapillarvolumen ist im Vergleich zu den Kontrollen wesentlich 

geringer und das Mesangium zum Teil stark expandiert. Im tubulointerstiellen Bereich sind  

Proteinzylinder in den dilatierten Tubuli und inflammatorische Infiltrationen im 

tubulointerstitiellen Raum erkennbar.  
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Abbildung 54: C3aRxC5aR2 – PAS-gefärbte Nierenhistologien im Ang II-Hochdruckmodell. 
Dargestellt sind PAS-gefärbte Nierenschnitte (A)+(D) einer Kontrolle, (B)+(E) eines hypertensiven Wildtypens und (C)+(F) 
eines hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts im Ang II-Hochdruckmodell. (A)+(D) Das Nierengewebe ist unauffällig, 
zeigt eine normale glomeruläre Architektur mit klar erkennbaren Kapillaren, das Lumen der Tubuli ist klein und der interstitielle 
Raum ist kaum vorhanden. (B) bis (F) Die Nieren der hypertensiven Wildtypen und Doppelknockouts zeigen zum Teil 
mittelschwer bis schwer geschädigte Glomeruli mit einer Abnahme an Kapillarvolumen und einer Zunahme an Mesangium. 
Die Tubuli sind teils stark dilatiert, und es finden sich inflammatorische Infiltrationen.  

Die Analyse der renalen Gen-Expression mittels qPCR zeigt, dass unter Ang II-Infusion die 

Renin-Expression signifikant supprimiert wird, Abbildung 55 (A). Sowohl die hypertensiven 

Wildtypen als auch die hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts exprimieren 

signifikant weniger Renin im Vergleich zu den Kontrollen.  

 
Abbildung 55: C3aRxC5aR2 – Quantitative Real-Time PCR von Nierengewebe unter Ang II-Hochdruck. 
Dargestellt ist die relative Gen-Expression diverser Gene in der Niere. (A) Renin wird signifikant bei beiden hypertensiven 
Versuchsgruppen supprimiert. (B) PAI-I, (C) NGAL und (D) CCL2 werden unter Hochdruck tendenziell bis signifikant vermehrt 
exprimiert. Alle Unterschiede zwischen hypertensiven Wildtypen und hypertensiven Doppelknockouts sind nicht signifikant. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: ** p≤0,005, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001 
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PAI-I wird in beiden hypertensiven Versuchsgruppen höher exprimiert, wobei nur die 

Expression der Wildtypen signifikant höher liegt, als bei den Kontrollen, siehe Abbildung 55 

(B). (C) NGAL wird hingegen bei beiden Hochdruckgruppen signifikant mehr exprimiert. Die 

Expression von (D) CCL2 ist obwohl sie bei beiden hypertensiven Genotypen wesentlich 

höher liegt nur bei den Wildtypen signifikant höher. Die restlichen Unterschiede zwischen 

den beiden hypertensiven Versuchsgruppen sind nicht signifikant.  

Die Expression der Komplementfaktoren, siehe Abbildung 56, (A) C1q, (B) C1r und (C) C1s 

ist unter Ang II-Hochdruckinduktion in den Nieren der Wildtypen deutlich im Vergleich zu 

den Kontrollen erhöht. Die C3aRxC5aR2-Doppelknockouts zeigen hingegen eine leichte 

bis deutlich niedrigere Expression im Verhältnis zu den Kontrollen. Der dadurch 

entstehende Expressions-Unterschied zwischen beiden hypertensiven Versuchsgruppen 

ist signifikant. Ein ähnliches Bild zeigt sich in der Expression von (D) C2. Hierbei ist jedoch 

kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen. (E) C3 wird ebenfalls deutlich höher 

exprimiert, wobei nur die Doppelknockouts dies signifikant höher exprimieren.  

 
Abbildung 56: C3aRxC5aR2 – Komplementfaktoren in der Niere unter Ang II-Hochdruck. 
Unter Ang II-Bluthochdruck, werden die Komplementfaktoren (A) C1q, (B) C1r und (C) C1s bei hypertensiven Wildtypen höher 
und bei den Doppelknockouts tendenziell weniger exprimiert, als bei den normotensiven Kontrollen. Dieser Unterschied 
zwischen beiden Hochdruck-Gruppen ist signifikant. (D) C2 und (E) C3 werden bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen 
tendenziell höher bzw. signifikant höher exprimiert. (F) C4 wird in den Doppelknockouts wesentlich geringer im Vergleich zu 
den Kontrollen und signifikant im Vergleich zu den Wildtypen exprimiert. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: 
* p<0,05, ** p≤0,005 und *** p≤0,001, Wildtyp vs. C3aR-/-: # p<0,05 und ## p≤0,005 
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Hingegen wird (F) C4 in Wildtypen nicht verändert und in Doppelknockouts deutlich 

verringert exprimiert, siehe Abbildung 56. Dadurch entsteht ein signifikanter Unterschied 

zwischen den beiden Hochdruckgruppen. Die restlichen Expressionsunterschiede 

zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen sind nicht signifikant. 

Die Abbildung 57 zeigt die durchflusszytometrische Analyse der renalen Leukozyten. Die 

Anzahl der (A) Neutrophile Granulozyten der C3aRxC5aR2-Doppelknockouts steigt im 

Ang II-Hochdruckmodell signifikant im Vergleich zu den Kontrollen und den Wildtypen. (B) 

Dendritische Zellen treten bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen tendenziell häufiger 

auf. (C) Makrophagen sind bei beiden Hochdruckgruppen und (D) F4/80+ Makrophagen nur 

bei den Wildtypen signifikant erhöht. (E) Die Anzahl der Ly6C+ Makrophagen ändert sich 

nicht. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Hochdruck-Gruppen bestehen nur 

bei den Neutrophilen. 

 
Abbildung 57: C3aRxC5aR2 – Durchflusszytometrische Analyse des Monozyten-Makrophagen-Panels unter Ang II-
Hochdruck. 
Dargestellt ist die Häufigkeit von (A) Neutrophile Granulozyten, (B) Dendritischen Zellen und (C) Makrophagen relative 
bezogen auf CD45+ Zellen und den (D) F4/80+ und (E) Ly6C+ Makrophagen relative bezogen auf die Makrophagen im Ang II-
Hochdruckmodell. (A) Die hypertensiven Doppelknockouts weisen eine signifikant höhere Anzahl an Neutrophilen auf. (B) 
Dendritische Zellen treten bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen tendenziell mehr auf. (C) Die Anzahl an Makrophagen 
ist bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen signifikant höher. (D) Die F4/80+ Makrophagen sind bei den Wildtypen 
signifikant und bei den Doppelknockouts tendenziell vermehrt. (E) Die Anzahl an Ly6C+ Makrophagen ist bei allen drei 
Versuchsgruppen annähernd gleich. Nicht signifikant sind bis auf die Anzahl der Neutrophilen die Unterschiede zwischen den 
beiden hypertensiven Gruppen. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005, und **** p≤0,0001, 
Wildtyp vs. C3aR-/-: ### p≤0,001 
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4.2.1.2. Beurteilung kardialer hypertensiver Organschäden im 
C3aRxC5aR2-Knockout unter Ang II-Hochdruck 

Die kardialen hypertensiven Schäden werden wie zuvor mittels Analyse von 

Organgewichten, Histologien und Gen-Expressionen von pro-inflammatorischen und pro-

fibrotischen Genen beurteilt.  

Wie in Abbildung 58 zu erkennen ist, nimmt das (A) Herzgewicht im Verhältnis zum 

Körpergewicht und (B) im Verhältnis zur Tibialänge signifikant sowohl bei den 

hypertensiven Wildtypen, als auch bei den hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts 

zu. Unterschiede zwischen beiden Hochdruckgruppen bestehen nicht. 
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Abbildung 58: C3aRxC5aR2 – Körper- und Herzgewichte unter Ang II-Hochdruck. 
Unter Ang II-Hochdruck steigen (A) das Herzgewicht bezogen auf das Körpergewicht und (B) das Herzgewicht bezogen auf 
die Tibialänge im Vergleich zu den normotensiven Kontrollen signifikant an. Ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- 
und Doppelknockout-Gruppe besteht nicht. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005 und 
*** p≤0,001 

Die semiquantitative Analyse der kardialen hypertensiven Schädigung wird in Abbildung 59 

dargestellt. Dem kann man entnehmen, dass die Ang II-Hypertonie sowohl in den 

hypertensiven Wildtypen, als auch in den hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts 

signifikant höhere Schäden hervorruft.  
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Abbildung 59: C3aRxC5aR2 – Semiquantitative Beurteilung kardialer Fibrose unter Ang II-Hochdruck. 
Die semiquantitative Beurteilung des kardialen Gewebes zeigt unter Ang II-Hochdruck eine signifikant höhere Fibrosierung 
des Myokards sowohl bei den hypertensiven Wildtypen, als auch bei den hypertensiven Doppelknockouts. Der Unterschied 
zwischen beiden Hochdruckgruppen ist nicht signifikant. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: ** p≤0,005 und 
*** p≤0,001 
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Die histopathologischen kardialen Schäden der hypertensiven Versuchsgruppen sind in 

Abbildung 60 gut erkennbar. Sowohl die (B) und (E) hypertensiven Wildtypen, als auch die 

(C) und (F) hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts zeigen in unterschiedlicher 

Ausprägung eine Zunahme an Kollagenen Fasern. Bei beiden Genotypen sind im Myokard 

septenartige Fibrosen zu beobachten, die teilweise in flächige Vernarbungen übergehen.  

 
Abbildung 60: C3aRxC5aR2 – SRFG-gefärbte Herzhistologien im Ang II-Hochdruckmodell. 
Dargestellt sind SRFG-gefärbte Herzschnitte von (A)+(D) einer Kontrolle, (B)+(E) einem hypertensiven Wildtypen und (C)+(F) 
einem hypertensiven C3aRxC5aR2-Knockout im Ang II-Hochdruckmodell. (A) Das Herzgewebe weist ein regelmäßiges 
Myokard mit sehr geringem Anteil an Kollagenfasern auf, der Einbettung der Vasa privata. (B)+(C) Die Vernarbungen des 
Myokards sind deutlich zu erkennen. (E)+(F) Die septenartige Fibrosierung geht in flächenartige Vernarbungen über. 

Abschließend wird die kardiale Schädigung mittels quantitative Real-Time PCR Analyse 

beurteilt. Wie in Abbildung 61 (A) zu erkennen ist, steigt die ANP Expression unter Ang II-

Hochdruck signifikant bei beiden Versuchsgruppen an. (B) BNP wird bei beiden Gruppen 

auch vermehrt, aber nicht signifikant höher exprimiert. (C) Kollagen I und (E) Kollagen III 

werden beide in beiden Hochdruckgruppen signifikant stärker exprimiert. Signifikante 

Expressions-Unterschiede zwischen beiden Hochdruckgruppen bestehen nicht. 
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Abbildung 61: C3aRxC5aR2 – Quantitative Real-Time PCR von Herzgewebe unter Ang II-Hochdruck. 
Unter Ang II-Hochdruck steigt die Gen-Expression von (A) ANP signifikant und (B) tendenziell an. (C) Kollagen I und (D) 
Kollagen III  werden in beiden hypertensiven Versuchsgruppen signifikant exprimiert. Es bestehen keine signifikanten 
Unterschiede zwischen beiden hypertensiven Versuchsgruppen. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05, 
** p≤0,005 und **** p≤0,0001 

Zusammengefasst ist zu sagen, dass sich im Ang II-Hochdruckmodell bei den Wildtypen 

und den C3aRxC5aR2-Doppelknockouts ein vergleichbarer Hypertonus entwickelt. Die 

Mortalität unter Ang II-Infusion ist bei beiden Gruppen erhöht. Die GFR sinkt bei beiden 

Hochdruckgruppen vergleichbar ab. Unter Ang II-Hochdruck entwickeln beide Gruppen 

eine Albuminurie. Sowohl die Plasma-Cholesterin- als auch die Plasma-Harnstoffwerte 

steigen bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen an. Das Körpergewicht sinkt bei beiden 

Gruppen ab, die Nierengewichte nehmen zu. Beide hypertensive Gruppen weisen renale 

histologische Schäden auf. Unter Ang II-Infusion wird Renin supprimiert. Renal wird PAI-I, 

NGAL und CCL2 bei beiden Hochdruckgruppen höher exprimiert. C1q, C1r, C1s, C2 und 

C3 wird in hypertensiven Wildtypen hochreguliert. C4 wird bei den hypertensiven 

Doppelknockouts supprimiert. Im Ang II Modell steigt die bei den Doppelknockouts Anzahl 

der Neutrophilen an. Makrophagen treten bei beiden Hochdruckgruppen vermehrt auf. Die 

Herzgewichte sind unter Ang II-Hochdruck bei beiden Gruppen erhöht. Kardial tritt bei 

beiden Gruppen Fibrose auf. Außerdem sind kardial ANP, BNP, Kollagen I und Kollagen III 

bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen erhöht.  

4.2.2. C3aR-/-xC5aR2-/- im DOCA-Salz Modell 

Um die Frage der Rolle von C3aR und C5aR2 bei Hypertonie und den daraus 

resultierenden hypertensiven Endorganschäden abschließend beurteilen zu können, kam 

das DOCA-Salz Modell zur Anwendung. Wie bei den Versuchen des Einzel-Knockouts war 

die Versuchsdauer 6 Wochen und beinhaltete die Implantation zweier DOCA-Pellets im 

Abstand von 3 Wochen zu einander. In 3 Versuchen wurden insgesamt 45 Tiere in drei 

Versuchsgruppen (6 Kontrollen, 17 Wildtypen, 22 C3aRxC5aR2-Doppelknockouts) 

verwendet. Auch bei diesen Versuchen waren Analyse-Schwerpunkte und Zielparameter 
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unterschiedlich, wodurch die Tierzahlen bei den einzelnen Analysen variieren. Wie beim 

vorherigen Versuchsmodell, wurde für die Verlaufs-Parameter vor Beginn der Hochdruck-

Induktion eine basale Bestimmung vorgenommen. Da sich, wie auch in vorangegangenen 

Versuchen, die normotensiven Kontrolltiere nicht von den späteren hypertensiven 

Wildtypen unterscheiden, wurden wieder beide Gruppen als Gruppe „Wildtyp“ in der 

Basalbestimmung der GFR zusammengefasst. Bei diesem Versuchsset wurden jedoch 

weder Blutdruck gemessen noch eine Durchflusszytometrie von myeloiden Zellen 

vorgenommen. 

 
Abbildung 62: C3aRxC5aR2 – Kaplan-Meyer-Kurve der C3aRxC5aR2-defizienten Mäuse im DOCA-Salz Modell. 
Dargestellt ist die Sterblichkeit der Kontrollgruppe mit insgesamt 6 Tieren, der hypertensiven Wildtypen mit 12 und der 
hypertensiven C3aR-/-xC5aR2-/- Doppelknockout-Gruppe mit 20 Tieren. Es gab weder in der Kontrollgruppe noch in der 
hypertensiven Wildtypgruppe Verluste aufgrund der DOCA-Bluthochdruck-Induktion. In der hypertensiven Doppelknockout-
Gruppe verstarben an Tag 3 und 36 der Hochdruck-Induktion insgesamt 3 Tiere (15%). Die Sterblichkeit beider hypertensiver 
Versuchsgruppen im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe und untereinander ist nicht signifikant erhöht.  

Die Kaplan-Meyer-Kurve der C3aRxC5aR2-DOCA Versuche, siehe Abbildung 62, basiert 

auf 6 Kontrollen, 12 Wildtypen und 22 Doppelknockouts. Aufgrund von Pelletdurchbrüchen 

wurden 5 Wildtypen und 2 Doppelknockouts exkludiert. Wie zu erkennen ist, verstarb im 

Verlaufe des DOCA-Salz Modells kein Kontroll- und kein Wildtyptier. In der Gruppe der 

Doppelknockouts gab es einen Verlust von 15% (3 Tiere). Eine Signifikanz besteht 

zwischen keiner der 3 Versuchsgruppen. 

4.2.2.1. Beurteilung renaler hypertensiver Organschäden im 
C3aRxC5aR2-Doppelknockout unter DOCA-Hochdruck 

Als erster Parameter zur Beurteilung der renalen hypertensiven Organschäden und den 

damit einhergehenden Funktionsverlusten wurde auch in diesem Versuchsset die GFR 

gemessen. Wie zuvor erfolgte die Messung vor Beginn der Hochdruck-Induktion kurz vor 

dem Wechsel des ersten DOCA-Pellets und kurz vor Ende des Modells. 

Der Abbildung 63 ist zu entnehmen, dass die GFR (A) vor Beginn der DOCA-

Hochdruckinduktion bei beiden Genotypen annähernd gleich ist. (B) In der Mitte des 
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Versuches in der dritten Woche des Modells ist die GFR aller drei Versuchsgruppen noch 

immer gleich hoch. (C) Zum Ende des Versuchs in Woche 6 des Modells weisen die die 

hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts eine geringfügig höhere GFR im Vergleich 

zu den Kontrollen und den hypertensiven Wildtypen auf. Zu keinem Zeitpunkt besteht ein 

signifikanter Unterschied.  

 
Abbildung 63: C3aRxC5aR2 – Glomeruläre Filtrationsrate im DOCA-Salz Modell. 
Die glomeruläre Filtrationsrate ist (A) basal bei Wildtypen und den Doppelknockouts annähernd gleich. Unter DOCA-
Bluthochdruck verändert sich die GFR weder nach (B) 3 Wochen noch (C) nach 6 Wochen signifikant im Vergleich zur 
normotensiven Kontrollgruppe. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden hypertensiven 
Versuchsgruppen.  

Die Albuminurie (als Quotient von Albumin und Kreatinin gemessen im Urin) als zweiter 

Parameter der Nierenschädigung zeigt in Abbildung 64 einen deutlichen Unterschied 

zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe.  

 
Abbildung 64: C3aRxC5aR2 – Albuminurie im Verlauf und als AUC unter DOCA-Hochdruck. 
Dargestellt ist die Albuminurie als durchschnittlicher Quotient von Albumin und Kreatinin (A) im Verlauf mit SEM und (B) als 
AUC pro Woche. (A) Basal weisen alle drei Versuchsgruppen annähernd die gleiche geringe Albuminurie auf. Ab Woche 1 
der Bluthockdruck-Induktion steigt die Albuminurie der hypertensiven Wildtypgruppe signifikant an. Die Albuminurie der 
hypertensiven Doppelknockouts ist ab Woche 2 bis Woche 5 signifikant höher im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe. 
Am Ende des Versuchs in Woche 6 nähert sie sich den Kontrollen wieder an. (B) Die AUC pro Woche ist bei den hypertensiven 
Wildtypen signifikant höher im Vergleich zu den Kontrollen und den Doppelknockouts. Signifikanzangaben vs. normotensive 
Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001, Wildtyp vs. C3aR-/-: # p<0,05, ## p≤0,005 

Vor Beginn der DOCA-Hochdruckinduktion ist die Albuminurie aller drei Versuchsgruppen 

vergleichbar gering, Abbildung 64 (A). Ab Woche 1 steigt die Albuminurie beider 
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hypertensiver Versuchsgruppen an. Die Albuminurie der Wildtypen steigt hierbei sehr viel 

stärker und signifikant im Vergleich zu den Kontrollen und bis zum Ende des Modells in 

Woche 6 an. Ab Woche 2 ist auch die Albuminurie der hypertensiven C3aRxC5aR2-

Doppelknockouts signifikant höher, als die der Kontrollen. Jedoch sinkt ab Woche 5 die 

Albuminurie wieder und hat sich in Woche 6 der Albuminurie der Kontrollen wieder 

angenähert. Der Albuminurie-Unterschied zwischen beiden hypertensiven 

Versuchsgruppen ist nur in Woche 5 signifikant. 

 
Abbildung 65: C3aRxC5aR2 – Blutplasmawerte von Cholesterin und Urea-N unter DOCA-Hochdruck. 
Unter DOCA-Bluthochdruck ist der Plasma-Harnstoff  bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen signifikant im Vergleich zur 
normotensiven Kontrollgruppe niedriger. Die Unterschiede zwischen beiden hypertensiven Gruppen nicht signifikant. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05 

Die Plasma-Harnstoff-Werte der DOCA-Doppelknockout-Versuche sind in Abbildung 65 

dargestellt. Sie sind bei beiden Hochdruckgruppen signifikant niedriger im Vergleich zu den 

normotensiven Kontrollen. Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden hypertensiven 

Versuchsgruppen besteht nicht.  

 
Abbildung 66: C3aRxC5aR2 – Körper- und Nierengewichte unter DOCA-Hochdruck. 
6 Wochen nach DOCA-Bluthochdruck-Induktion sinkt das (A) Körpergewicht der hypertensiven Doppelknockouts signifikant 
sowohl im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe als auch im Vergleich zur hypertensiven Wildtypgruppe. Das 
Nierengewicht (B) im Verhältnis zum Körpergewicht und (C) im Verhältnis zur Tibialänge steigt bei beiden hypertensiven 
Versuchsgruppen signifikant zur Kontrollgruppe an. Die hypertensiven Wildtypen weisen jeweils signifikant höhere 
Nierengewichte im Vergleich zu den hypertensiven Doppelknockouts auf. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: 
* p<0,05, ** p≤0,005, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001, Wildtyp vs. C3aR-/-: # p<0,05, ## p≤0,005 und ### p≤0,001 
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Der Abbildung 66 (A) ist zu entnehmen, dass unter DOCA-Hochdruck das Körpergewicht 

bei den hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts abfällt. Dies ist sowohl im Vergleich 

zu den Kontrollen als auch zu den hypertensiven Wildtypen signifikant. Das (B) 

Nierengewicht im Verhältnis zum Körpergewicht und (C) im Verhältnis zur Tibialänge beider 

Hochdruckgruppen steigt signifikant an. Jedoch steigen beide Gewichte in der 

Doppelknockout-Gruppe nicht so stark wie die der Wildtypen an, wodurch signifikante 

Gewichtsunterschiede zwischen den beiden Genotypen entstehen. 
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Abbildung 67: C3aRxC5aR2 – Histologische Beurteilung von Nierengewebe unter DOCA-Hochdruck. 
Die beiden hypertensiven Versuchsgruppen zeigen unter DOCA-Hochdruck einen signifikant aggravierten (A) glomerulären  
und (C) tubulointerstitiellen Schaden. Der sich auch in einer signifikanten (B) Größenzunahme der Glomeruli wiederspiegelt. 
Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden hypertensiven Versuchsgruppen ist nicht gegeben. Signifikanzangaben vs. 
normotensive Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005 und *** p≤0,001 

Abbildung 67 zeigt, dass sowohl die hypertensiven Wildtypen als auch die hypertensiven 

C3aRxC5aR2-Doppelknockouts deutliche Schädigungen des renalen Gewebes nach 

DOCA-Hochdruck-Induktion aufweisen. Der (A) glomeruläre Schaden ist bei beiden 

Hochdruckgruppen ähnlich stark und signifikant höher im Vergleich zu den Kontrollen. 

Damit einher geht eine für beide hypertensive Versuchsgruppen signifikante (B) 

Größenzunahme der Glomeruli. (C) Der tubulointerstitielle Schaden ist ebenfalls bei beiden 

hypertensiven Genotypen signifikant gegenüber der Kontrollgruppe. Hierbei ist die 

Schädigung in der Wildtypgruppe tendenziell etwas stärker. Jedoch sind sämtliche 

Unterschiede sind zwischen den Hochdruckgruppen nicht signifikant. 

Die in Abbildung 68 exemplarisch abgebildeten Nierenhistologien zeigen deutlich, dass 

unter DOCA-Hochdruck sowohl die (B) und (E) hypertensiven Wildtypen, als auch die (C) 

und (F) die hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts glomeruläre Schädigungen 

vorliegen. Die zum Teil stark geschädigten Glomeruli weisen deutliche 

Kapillarvolumenverluste und Mesangium-Expansionen auf. Die Tubuli sind teilweise 

dilatiert und weisen Proteinzylinder auf. Vereinzelt treten inflammatorische Infiltrationen auf 

und der tubulointerstitielle Raum weist leichte Verbreiterungen auf.  
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Abbildung 68: C3aRxC5aR2 – PAS-gefärbte Nierenhistologien im DOCA-Salz Modell. 
Dargestellt sind PAS-gefärbte Nierenschnitte (A)+(D) einer Kontrolle, (B)+(E) einem hypertensiven Wildtypen und (C)+(F) 
einem hypertensiven C3aRxC5aR2-Knockouts im DOCA-Salz Modell. (A)+(D) Die Niere weist die normale glomerulären 
Architektur mit klar erkennbaren Kapillaren und kleinem Tubulilumen auf. (B) bis (F) Die Niere weist vergleichbare Schäden 
auf. Die Glomeruli zeigen stark PAS-positive Areale, das Mesangium ist expandiert. Die Tubuli sind dilatiert, Proteinzylinder 
treten vereinzelt auf und der interstitielle Raum ist etwas verbreitert. 

Abschließend wird mittels qPCR die hypertensive Schädigung der Nieren im unter DOCA-

Hypertonie-Induktion beurteilt.  

 
Abbildung 69: C3aRxC5aR2 – Quantitative Real-Time PCR von Nierengewebe unter DOCA-Hochdruck. 
Unter DOCA-Bluthochdruck sinkt die (A) Renin Expression bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen ab. Die (B) PAI-1, (C) 
NGAL, (D) und CCL2 Expression ist in der hypertensiven Wildtypgruppe signifikant und in der hypertensiven Doppelknockout-
Gruppe tendenziell bis signifikant zur Kontrollgruppe erhöht. Es bestehen signifikante Unterschiede zwischen beiden 
hypertensiven Versuchsgruppen. Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001, 
Wildtyp vs. C3aR-/-: # p<0,05, ## p≤0,005 und ### p≤0,001 

Wie in Abbildung 69 (A) zu erkennen ist, wird bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen 

die Renin-Expression supprimiert. (B) PAI-1 wird sowohl in den hypertensiven Wildtypen, 

als auch in den hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts hochreguliert. Jedoch ist 
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dies nur für die Wildtypen signifikant. (C) NGAL wird in beiden Hochdruckgruppen 

signifikant höher exprimiert. Ähnlich wie PAI-1 wird (D) CCL2 bei beiden hypertensiven 

Versuchsgruppen höher, aber nur bei den Wildtypen signifikant höher exprimiert.  

Die Expression der Komplementfaktoren unter DOCA-Hochdruck wird in Abbildung 70 

dargestellt. (A) C1q und (B) C1r werden in beiden hypertensiven Versuchsgruppen höher 

im Vergleich zu den Kontrollen exprimiert. Jedoch ist nur der Expressionsanstieg der 

hypertensiven Wildtypen signifikant. (C) C1s wird sowohl bei den Wildtypen, als auch bei 

den hypertensiven C3aRxC5aR2-Doppelknockouts signifikant höher exprimiert. Bei beiden 

Hochdruckgruppen ist die Expression von (D) C2 tendenziell und (E) C3 signifikant 

vermehrt. (F) C4 wird hingegen bei den Wildtypen tendenziell stärker und bei den 

Doppelknockouts tendenziell schwächer im Vergleich zu den Kontrollen exprimiert. Der 

dadurch entstehende Expressions-Unterschied ist als einziger signifikant. 

 
Abbildung 70: C3aRxC5aR2 – Komplementfaktoren in der Niere unter DOCA-Hochdruck. 
Die Komplementfaktoren (A) C1q, (B) C1r, (C) C1s, (D) C2, (E) C3 und (F) C4 werden unter DOCA-Hochdruck in beiden 
hypertensiven Versuchsgruppen tendenziell bis signifikant im Vergleich zu den normotensiven Kontrollen vermehrt exprimiert. 
Unterschiede zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen sind nicht signifikant. Signifikanzangaben vs. normotensive 
Kontrolle: * p<0,05, ** p≤0,005, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001, Wildtyp vs. C3aR-/-: # p<0,05 
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4.2.2.2. Beurteilung renaler hypertensiver Organschäden im 
C3aRxC5aR2-Doppelknockout unter DOCA-Hochdruck 

Um abschließend die kardialen hypertensiven Organschäden im DOCA-Salz Modell 

beurteilen zu können, werden wie zuvor das Gewebegewicht, histologische Schädigung 

und die Gen-Expression von pro-inflammatorischen Faktoren im Herzen analysiert. 

Der Abbildung 71 ist zu entnehmen, dass (A) das Herzgewicht in Bezug zum Körpergewicht 

in der Doppelknockout-Gruppe tendenziell niedriger ist. Das (B) Herzgewicht in Bezug zur 

Tibialänge ist in der Doppelknockout-Gruppe im Vergleich zu den normotensiven Kontrollen 

und den hypertensiven Wildtypen signifikant niedriger. Alle weiteren Unterschiede sind nicht 

signifikant. 
-/-

-/-

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R

-/- x 
C5a

R2
-/-

 
Abbildung 71: C3aRxC5aR2 – Körper- und Herzgewichte unter DOCA-Hochdruck. 
Unter DOCA-Bluthochdruck sinkt das (A) das Herzgewicht im Verhältnis zum Körpergewicht bei den hypertensiven 
Doppelknockouts tendenziell ab. (B) Das Herzgewicht im Verhältnis zur Tibialänge sinkt bei den hypertensiven 
Doppelknockouts signifikant im Vergleich zu den normotensiven Kontrollen und den hypertensiven Wildtypen ab. 
Signifikanzangaben vs. normotensive Kontrolle: * p<0,05, Wildtyp vs. C3aR-/-: # p<0,05 

Die histopathologische Analyse, siehe Abbildung 72, des kardialen Gewebes zeigt keine 

fibrotischen Veränderungen des Myokards unter DOCA-Hochdruck. Die Menge an 

Kollagenen Fasern im Myokard der hypertensiven Wildtypen und C3aRxC5aR2-

Doppelknockouts entspricht im Durchschnitt den normotensiven Kontrollen. Signifikante 

Unterschiede bestehen nicht. 
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Abbildung 72: C3aRxC5aR2 – Semiquantitative Beurteilung kardialer Fibrose unter DOCA-Hochdruck. 
Unter DOCA-Hochdruck ist bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen keine Fibrosierung des Myokard-Gewebes zu 
erkennen. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede.  

In Abbildung 73 ist zu erkennen, dass sowohl die Kontrollen (A) und (D) als auch die 

Wildtypen (B) und (E) und C3aRxC5aR2-Doppelknockouts (C) und (F) ein regelmäßiges 

Myokard aufweisen. Die geringe Menge an Kollagenen Fasern findet sich vornehmlich als 

Einbettung von intrakardialen Gefäßen. Fibrotische Veränderungen wie Septen oder 

flächige Vernarbungen treten nicht auf. 

 

Abbildung 73: C3aRxC5aR2 – SRFG-gefärbte Herzhistologien im DOCA-Salz Modell. 
Dargestellt sind SRFG-gefärbte Herzschnitte von (A)+(D) einer Kontrolle, (B)+(E) einem hypertensiven Wildtypen und (C)+(F) 
einem hypertensiven C3aR-Knockout im DOCA-Salz Modell. Das Herzgewebe weist bei allen drei Versuchsgruppen ein 
regelmäßiges Myokard mit sehr geringem Anteil an Kollagenfasern auf, die vor allem die Einbettung der intrakardialen Gefäße 
darstellen.  
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Die quantitative Gen-Expressions-Analyse des kardialen Gewebes mittels qPCR zeigt in 

Abbildung 74, dass (A) ANP im DOCA-Salz Modell in den Wildtypen signifikant und in den 

C3aRxC5aR2-Doppelknockouts tendenziell höher exprimiert wird. (B) BNP ist in den 

Wildtypen deutlich höher als in den Kontrollen und den Doppelknockouts exprimiert. (C) 

Kollagen I wird in beiden Hochdruckgruppen signifikant höher exprimiert. Hierbei weist die 

Wildtyp-Gruppe erneut eine signifikant höhere Expression im Vergleich zu den 

Doppelknockouts auf. Auch (D) Kollagen III wird bei den hypertensiven Versuchsgruppen 

vermehrt exprimiert. Hierbei ist jedoch nur der Unterschied zwischen Kontroll- und Wildtyp-

Gruppe signifikant. Alle weiteren Unterschiede der Expressionen sind nicht signifikant.  
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Abbildung 74: C3aRxC5aR2 – Quantitative Real-Time PCR von Herzgewebe unter DOCA-Hochdruck. 
Unter DOCA-Hochdruck steigt bei hypertensiven Wildtypen die kardiale Gen-Expression von (A) ANP, (B) BNP, (C) Kollagen 
I und (D) Kollagen III im Vergleich zu den normotensiven Kontrollen schwach aber deutlich bis signifikant an. Bei den 
hypertensiven Doppelknockouts wird nur die Expression von Kollagen I signifikant hochreguliert. Signifikanzangaben vs. 
normotensive Kontrolle: * p<0,05, *** p≤0,001 und **** p≤0,0001, Wildtyp vs. C3aR-/-: # p<0,05 und ### p≤0,001 

Zusammengefasst kann man sagen, dass im DOCA-Salz Modell keine Unterschiede bei 

den hypertensiven Wildtypen und C3aRxC5aR2-Doppelknockouts bei der Mortalität 

bestehen. Die GFR bleibt unverändert. Unter DOCA-Hochdruck entwickeln sowohl die 

hypertensiven Wildtypen, als auch die hypertensiven Doppelknockouts eine Albuminurie, 

die bei den Wildtypen höher ist. Die Plasma-Harnstoffwerte sinken bei beiden 

Hochdruckgruppen ab. Im DOCA-Salz Modell verlieren die Doppelknockouts an Gewicht, 

die Nierengewichte steigen bei beiden Hochdruckgruppen an. Der renale histologische 

Schaden ist bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen gleich. Unter DOCA-Hochdruck 

wird bei beiden Versuchsgruppen Renin supprimiert und renal PAI-I, NGAL, CCL2, C1q, 

C1r, C1s, C2 und C3 hochreguliert. C4 wird nicht reguliert. Es kommt zu keiner 

hypertensiven Herzschädigung. Kardial tritt keine Fibrose auf. ANP, BNP, Kollagen I und 

Kollagen III wird unter DOCA-Hochdruck vor allem bei den Wildtypen hochreguliert. 
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5. Diskussion 

Das adaptive und das angeborene Immunsystem gewinnen bei der Entstehung von 

arterieller Hypertonie und den Hochdruck-induzierten Endorganschäden zunehmend an 

Bedeutung (Wenzel et al., 2016; Wenzel et al., 2021). In den letzten Jahren hat sich unsere 

Arbeitsgruppe mit der Frage beschäftigt, ob das Komplementsystem hierbei eine Rolle 

spielt (Wenzel et al., 2017; Wenzel et al., 2020). Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der 

Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und C5aR2 auf die Pathophysiologie von Bluthochdruck 

und den dadurch induzierten Endorganschäden näher zu beleuchten. Hierfür wurde der 

C3aR mittels der tdTomato-C3aR Reporter-Maus via Konfokalmikroskopie und 

Durchflusszytometrie lokalisiert und charakterisiert. Wir untersuchten dann den Einfluss von 

C3aR auf Bluthochdruck und hypertensive Endorganschäden mittels zweier 

Hochdruckmodellen in C3aR-defizienten Mäusen und analysierten hierfür den Blutdruck, 

die GFR, die Nieren- und Herzgewichte, die Albuminurie, die Durchflusszytometrie, die 

Expression von pro-inflammatorischen und pro-fibrotischen Proteinen, sowie die 

histologische Quantifizierung der Herz- und Nierenschäden. Anschließend untersuchten wir 

den Einfluss des C3aRxC5aR2-Doppelknockouts auf Bluthochdruck und hypertensive 

Endorganschäden. 

5.1. Lokalisierung des Anaphylatoxinrezeptors C3aR 

Mikroskopisch konnte der C3aR renal im tubulointerstitiellen Raum auf infiltrierenden 

polymorph-kernigen Zellen nachgewiesen werden. Obwohl dies den Ergebnissen anderer 

Studien zum größten Teil entspricht, konnte der C3aR jedoch nicht auf Podozyten wie von 

Braun et al. beschrieben, nachgewiesen werden (Braun et al., 2004; Gao et al., 2020; Quell 

et al., 2017). Dies könnte daran liegen, dass wir zum Nachweis des C3aR die Expression 

des tdTomato-Reportersignals in murinen Nieren verwendet haben. Braun et al. wies den 

humanen C3aR mittels Antikörper nach, dessen Clone (8H1) nicht länger für die Detektion 

von C3aR verwendet wird (Braun et al., 2004). Unspezifische, d. h. falsch positive, Effekte 

sind insbesondere beim Nachweis von Rezeptoren im Gewebe mit Antikörpern nicht 

auszuschließen. 

In der Durchflusszytometrie konnten die dendritischen Zellen sowohl renal als auch kardial 

als primär C3aR-exprimierende Zellen identifiziert werden. Des Weiteren wurde der C3aR 

auf Neutrophilen Granulozyten und Makrophagen nachgewiesen werden. Dies deckt sich 

mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Chen et al., 2007; Quell et al., 2017; Wu et 

al., 2013). Jedoch wiesen die renalen T Zellen der tdTomato-C3aR Maus nur eine sehr 

geringe C3aR Expression auf. Wie von Quell et al. berichtet, gibt es diesbezüglich konträre 

Berichte (Quell et al., 2017). Ältere Studien konnten den C3aR nicht auf humanen naiven T 

Zellen nachweisen (Martin et al., 1997; Quell et al., 2017; Werfel et al., 2000). Wohingegen 
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neuere Studien ihn durchaus auf humanen naiven und regulatorischen T Zellen 

identifizieren konnten (Cravedi et al., 2013; Kwan et al., 2013; Liszewski et al., 2013b; Quell 

et al., 2017). Des Weiteren konnte Strainic et al. in in vitro Versuchen den murinen C3aR in 

T Zellen nachweisen (Strainic et al., 2008). Da in unseren Versuchen der C3aR in naiven 

Tieren nachgewiesen worden ist, ist zu vermuten, dass die C3aR Expression bei T Zellen 

erst durch Stimuli angeregt wird. 

Die Lokalisierung und Charakterisierung von C5aR2 mittels tdTomato-Reportermaus war 

Teil der Dissertation von M. Kohsar. Zusammengefasst ist zu sagen, dass C5aR2 

mikroskopisch renal auf infiltrierenden Zellen im glomerulären und tubulointerstitiellen 

Raum detektiert wurde. In der Durchflusszytometrie zeigte sich, dass mehrheitlich 

Neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen und Makrophagen den C5aR2 exprimierten. 

Dies deckt sich mit anderen Berichten (Chen et al., 2007; Li et al., 2013; Ohno et al., 2000). 

Auf T Zellen wird der C5aR2 ebenfalls nur sehr gering exprimiert. Wie auch bei dem C3aR 

gibt es hierzu gegenläufige Berichte. Karsten et al. konnten auf murinen T Zellen den 

C5aR2 nicht nachweisen (Karsten et al., 2017). Wohingegen Verghese et al. durchaus die 

Expression von C5aR2 auf naiven und regulatorischen T Zellen zeigen konnten (Verghese 

et al., 2018). Es ist daher denkbar, dass wie auch bei C3aR die Expression von C5aR2 auf 

T Zellen einen Stimulus benötigt. 

5.2. C3aR-Knockout und C3aRxC5aR2-Doppelknockout unter 
Hochdruckbedingungen 

Der C3aR-Knockout zeigte sowohl im Ang II als auch im DOCA-Salz Modell keinen 

relevanten Unterschied zum hypertensiven Wildtypen. In beiden Modellen wiesen der 

hypertensive Wildtyp und der hypertensive Knockout ähnliche Mortalitäten, systolische 

Blutdrücke, GFR, Albuminurien, Blutplasmawerte, Organgewichte, histologische Schäden 

in Herzen und Nieren und Ausmaße der Inflammation, sowohl auf mRNA-Ebene als auch 

in der Durchflusszytometrie auf. Bei den C3aRxC5aR2-Doppelknockouts sind leichte 

Unterschiede zu den hypertensiven Wildtypen erkennbar. In beiden Modellen sind die 

Mortalitäten, die GFR, die Harnstoffwerte und die Expression von pro-inflammatorischen 

Markern vergleichbar. Hingegen ist der Anstieg der Albuminurie bei beiden Modellen etwas 

geringfügiger im Vergleich zu den Wildtypen. 

Im Ang II Modell findet sich kein Unterschied beim Blutdruck zwischen hypertensiven 

Wildtypen und C3aR-Knockouts. Dahingegen findet sich ein kleiner aber signifikanter 

Unterschied zwischen den hypertensiven Wildtypen und C3aRxC5aR2-Knockouts.Es 

könnte sich hierbei um Messungenauigkeiten handeln. Möglich wäre aber auch, dass in der 

Gruppe der hypertensiven Wildtypen durch die Mortalität der Effekt „Survival of the Fittest“ 

einsetzt, so dass die am stärksten hypertensiven Tiere im weiteren Verlauf der Versuche 
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fehlen. Im DOCA-Salz Modell hingegen steigt der Blutdruck wesentlich geringer und 

unterscheidet sich nur leicht von den normotensiven Kontrollen. 

Zusätzlich zu den geringeren Blutdrücken sind im DOCA-Salz-Modell zum Teil hohe 

Blutdruckschwankungen erkennbar. Diese Schwankungen basieren auf einer Kombination 

von externen Faktoren und einer kleinen Kohorten-Größe in den DOCA-Versuchen. Da die 

Versuche mit Mäusen auf Balb/c-Hintergrund durchgeführt wurden, hat die größere 

Nervosität der Balb/c im Vergleich zu C57BL/6 zu einer größeren Streuung der Messwerte 

geführt. Andere DOCA-Salz Studien mit relativ kleiner Endzahl an Tieren nutzten zum 

überwiegenden Teil Mäuse mit C57BL/6 Hintergrund (Jama et al., 2022). Die externen 

Faktoren umfassen eine relativ hohe Messungenauigkeit der Blutdruckmessung mittels 

Tail-cuff-Methode im Vergleich zur Telemetrie-Messung. Die Blutdruckmessung mittels 

Tail-cuff wird von vielen Faktoren beeinflusst, wie eine komplexe Körpertemperatur-

Regelung, welche ihrerseits Einfluss auf die Vasomotorik hat (Bigiarelli, 2022; Drüeke et 

al., 2019). Wir haben in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Ehmke versucht, die Telemetrie 

in Balb/c Mäusen in den verwendeten Hochdruckmodellen durchzuführen. Balb/c Mäuse 

tolerieren die Kombination aus Nephrektomie, DOCA Pellet/ Ang II Pumpe und Implantation 

der Telemetriesender nicht. Daher konnten wir keine validen Blutdruckmessungen 

durchführen. 

Die Mortalität ist ebenfalls bei beiden Knockouts im Ang II Modell deutlich erhöht. Hierbei 

zeigen die C3aR-Knockouts eine tendenziell höhere Mortalität und die C3aRxC5aR2 eine 

tendenziell niedrigere Mortalität im Vergleich zu den hypertensiven Wildtypen. Die erhöhte 

Mortalität der C3aR, die mit Nasenbluten und inneren Blutungen einherging, kann man mit 

längeren Blutungszeiten erklären, da der C3aR auf den Thrombozyten für die Funktion der 

Thrombozyten notwendig ist (Sauter et al., 2019; Sauter et al., 2018). Diese erhöhte 

Mortalität scheint bei zusätzlicher Defizienz des C5aR2 teilweise kompensiert zu werden. 

Ein Vergleich der Blutungszeiten beider Knockouts könnte darüber Aufschluss geben. Es 

zeigt aber auch, dass der niedrigere Blutdruck der Doppelknockouts in Kombination mit der 

etwas milderen Mortalität auf einer allgemein besseren „Fitness“ der Tiere basieren könnte. 

Im DOCA-Salz Modell gibt es keine erhöhte Mortalität in den Hochdruckgruppen. 

Der deutliche Hochdruck-Induktionseffekt des Ang II Modells ist auch bei der Schädigung 

von den Nieren zu erkennen. Sowohl bei den C3aR-Knockouts als auch bei den 

C3aRxC5aR2-Doppelknockouts geht die höhere Albuminurie mit dem deutlichen 

Funktionsverlust (GFR) der Niere, den erhöhten Cholesterin- und Harnstoffwerten, den 

Gewichtsverlusten der Tiere und der starken Zunahme der Nierengewichte einher. Bis auf 

die Albuminurie gibt es bei all diesen Parametern keinerlei Unterschiede zwischen den 

hypertensiven Wildtypen und Knockouts. Es scheint, als ob die Defizienzen von der C3aR 
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und C3aRxC5aR2 im Ang II Modell keinen Einfluss auf die Pathophysiologie der renalen 

Schädigungen haben. Die niedrigere Albuminurie der Doppelknockouts im Ang II Modell, 

vor allem zum Ende des Modells, scheint jedoch die Theorie „Survival of the Fittest“ 

teilweise zu stützen. Im DOCA-Salz Modell ist die Schädigung der Nieren sowohl bei beiden 

Knockouts als auch bei den Wildtypen nicht so deutlich ausgeprägt. Die Albuminurie der 

Wildtypen ist in diesem Modell am stärksten ausgeprägt. Die AUC der Albuminurie ist bei 

den C3aR tendenziell und bei den C3aRxC5aR2-Doppelknockouts signifikant niedriger. 

Dies könnte darauf hinweisen, dass die zumindest die Doppelknockouts teilweise geschützt 

sein könnten. Diese Vermutung wird auch dadurch gestützt, dass auch die Nierengewichte 

der Doppelknockouts im Vergleich zu den Wildtypen signifikant niedriger sind, wohingegen 

die C3aR-Knockouts keinerlei Unterschiede zu den hypertensiven Wildtypen zeigen. 

Bei beiden Hypertonie-Modellen ist auf mRNA-Ebene deutlich zu erkennen, dass Renin 

supprimiert wird. Gleichzeitig werden die Marker für die renalen Schädigungen 

hochreguliert. Es ist auch erkennbar, dass in den hypertensiven Wildtypen im Vergleich zu 

den Knockouts diese Marker leicht bis signifikant höher exprimiert werden. Dies spiegelt 

sich teilweise in der histopathologischen Analyse der Gewebs-Schädigungen wieder. Die 

C3aR-Knockouts zeigen bei beiden Hochdruckmodellen im Vergleich zu den Wildtypen 

vergleichbare glomeruläre und tubulointerstitielle Schädigungen. Wohingegen die 

Doppelknockouts im Ang II Modell bei ähnlichen Gen-Expressionen höhere renale 

Schädigungen aufzeigen. Im DOCA-Salz Modell entwickeln die Doppelknockouts sogar 

etwas geringere tubulointerstitielle Schädigungen. Es wäre daher denkbar, dass sich die 

auf mRNA-Ebene festgestellten Veränderungen noch nicht auf histologischer Ebene 

manifestiert haben. Des Weiteren ist zu bedenken, dass die Auswertung der 

Histopathologien semiquantitativ sind und Differenzen in der Analyse immer vom Analytiker 

abhängig ist. Der geringere tubulointerstitielle Schaden der Doppelknockouts im DOCA-

Salz Modell könnte dennoch auf einen partiellen protektiven Effekt hindeuten. 

Die kardialen Schädigungen sind bei beiden Knockouts und den hypertensiven Wildtypen 

im Ang II Modell vergleichbar. Alle drei Versuchsgruppen zeigen deutlich schwerere Herzen 

mit einer ausgeprägten Fibrose des Myokards, sowie einen deutlichen Anstieg von ANP 

und BNP. Im DOCA-Salz Modell sind die Schädigungen aller drei Versuchsgruppen deutlich 

schwächer ausgeprägt. Keine der drei Gruppen weist eine Fibrose des Myokards auf. Die 

Herzgewichte und Gen-Expressionen bei den C3aR-Knockouts und den Wildtypen 

vergleichbar sind. Wohingegen die Doppelknockouts weniger starke Gewichtszunahmen 

der Herzen und wesentlich geringere Gen-Expressionen der Marker für die kardialen 

Schädigungen aufweisen. Auch dies stützt die These, dass die Doppeldefizienz teilweise 

protektiv wirkt. 
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Im Ang II Modell sind keine deutlichen Unterschiede bei der immunologischen Antwort 

zwischen hypertensiven Wildtypen und C3aR-Knockouts erkennbar. Beide Gruppen zeigen 

einen Anstieg der Neutrophilen Granulozyten und Makrophagen. Wobei sich das Verhältnis 

von Ly6C+ Makrophagen (pro-inflammatorisch) zugunsten der F4/80+ Makrophagen (tissue-

resident) verschiebt. Auch im DOCA-Salz Modell bestehen keine deutlichen Unterschiede 

zwischen beiden hypertensiven Gruppen. Erneut ist das Verhältnis von Ly6C+ 

Makrophagen zugunsten der F4/80+ Makrophagen verschoben. Dies bestätigt die voran 

gegangenen Beobachtungen, dass C3aR keinen Einfluss auf Bluthochdruck zu haben 

scheint.  

Hingegen zeigt der Doppelknockout im Ang II Modell eine signifikant höhere Anzahl an 

Neutrophilen. Dendritische Zellen und auch die erhöhte Anzahl an Makrophagen ist bei den 

hypertensiven Wildtypen und den Doppelknockouts annähernd gleich. Es wäre daher 

möglich, dass die partiellen protektiven Eigenschaften des Doppelknockouts mit der 

veränderten Neutrophilen Antwort zusammenhängen könnte. Da C3aR keine Effekte zu 

haben scheint, wird vor allem die C5aR2-Defizienz des Doppelknockouts ausschlaggebend 

für diesen Effekt sein. Dies würde jedoch nicht zu der Theorie passen, dass der C5aR2 als 

Decoy-Rezeptor von C5aR1 fungiert und dessen pro-inflammatorische Immunantwort, 

welche unsere Arbeitsgruppe in früheren Versuchen zu der Rolle von C5aR1 bei 

Bluthochdruck zeigte, abschwächt (Bamberg et al., 2010; Okinaga et al., 2003; Weiss et 

al., 2016). 

Unveröffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe zur Rolle des C5aR2-Singleknockouts bei 

Bluthochdruck deuten jedoch daraufhin, dass die C5aR2-Defizienz allein keinen Einfluss 

auf Bluthochdruck und hypertensive Endorganschäden haben könnte. Es wäre daher 

möglich, dass C3aR und C5aR2 in einem sehr geringen Maße miteinander interagieren und 

dass bei der Doppeldefizienz beider Rezeptoren ein sehr geringer Effekt bei Bluthochdruck 

und hypertensiven Endorganschäden erkennbar ist. Da es jedoch ein sehr geringer Effekt 

ist, könnte es sich auch um zufällig statistische Effekte handeln. 

Abschließend ist zu sagen, dass bei beiden Hochdruckmodellen und bei allen drei 

Hochdruckgruppen vor allem der Komplementfaktor C3 hochreguliert wird. Daher ist eine 

Aktivierung des Komplementsystems bei Bluthochdruck eindeutig feststellbar. Dies deckt 

sich mit Daten einer von uns kürzlich eingereichten Arbeit bei dem wir eine Hochregulierung 

von C3 in der Niere sowohl bei Patienten als auch bei hypertensiven Mäusen finden (Bode 

et. al. submitted).  

5.3. Ausblick 

Bluthochdruck und die daraus resultierenden Erkrankungen und Endorganschädigungen 

stellen ein großes Problem für die Bevölkerung und die Gesundheitssysteme dar (Wenzel 
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et al., 2021). Neuere Daten haben gezeigt, dass das Komplementsystem eine Rolle bei 

Bluthochdruck spielen könnte (Weiss et al., 2016; Wenzel et al., 2020). Die hier 

präsentierten Daten hatten zur Aufgabe, die Rolle Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und 

C5aR2 bei Bluthochdruck näher zu beleuchten. Zusammengefasst ist zu sagen, dass die 

Defizienz von C3aR und die Doppeldefizienz von C3aRxC5aR2 nur einen geringen Einfluss 

auf die Entwicklung von Bluthochdruck bei der Maus hatte. Daher ist es wahrscheinlich, 

dass die Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und C5aR2 bei Bluthochdruck und hypertensiven 

Endorganschäden kaum bis keine Rolle spielen.  
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6. Zusammenfassung 

Bluthochdruck und die daraus resultierenden Endorganschäden stellen, epidemiologisch 

gesehen, das höchste Gesundheitsrisiko für die Bevölkerung dar (GBD 2016, 2017; Mills 

et al., 2020). Trotz guter Fortschritte in der Therapie von Bluthochdruck gibt es noch immer 

Therapieresistenzen diverser Art. Es wurde gezeigt, dass das adaptive Immunsystem eine 

Rolle bei Bluthochdruck spielt (Guzik et al., 2007). Zudem gibt es neuere Erkenntnisse, die 

zeigen, dass das Komplementsystem, ein Teil des angeborenen Immunsystems, ebenfalls 

eine Rolle bei der Bluthochdruck spielt (Weiss et al., 2016; Wenzel et al., 2020). Ziel dieser 

Arbeit war es, die Rolle der Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und C5aR2 bei Hypertonie zu 

untersuchen. Hierfür kamen 2 Bluthochdruck-Modelle in der Maus zum Einsatz (Ang II und 

DOCA). Zu untersuchende Parameter dieser Arbeit waren der Blutdruck (non-invasiv 

mittels Tail-cuff), die Nierenfunktion (minimal invasive GFR-Messung), Nieren- und 

Herzgewichte, Albuminurie, Durchflusszytometrie, Expression von pro-inflammatorischen 

und pro-fibrotischen Genen, sowie histologische Quantifizierung der Herz- und 

Nierenschäden. Zur Lokalisation von C3aR wurden tdTomato-Reportermäuse verwendet. 

Zusammengefasst ist zu sagen, dass die Defizienz von C3aR und die Doppeldefizienz von 

C3aRxC5aR2 kaum Einfluss auf die Entwicklung von Bluthochdruck und hypertensiven 

Endorganschäden bei der Maus hatte. C3aR und C3aRxC5aR2 sind damit kein Ziel bei 

neuen Therapieansätzen der arteriellen Hypertonie.  
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7. Summary 

From an epidemiological point of view, hypertension and resulting hypertensive end-organ 

damage remain an important global health issue (GBD 2016, 2017; Mills et al., 2020). 

Despite the progress in the treatment of hypertension, there is still resistance to therapies 

of various kinds. It has been shown that adaptive immunity plays a role in hypertension 

(Guzik et al., 2007). Moreover, new insights show that the complement system, a part of 

innate immunity, also plays a role in hypertension (Weiss et al., 2016; Wenzel et al., 2020). 

The purpose of this work was to investigate whether the anaphylatoxin receptors C3aR and 

C5aR2 play a role in hypertension and, therefore, could be used as new therapy targets. 

For this purpose, we used 2 different models of hypertension (Ang II and DOCA). Target 

parameters in this work were blood pressure (non-invasive via tail cuff), kidney function 

(minimal invasive GFR measurement), kidney and heart weights, albuminuria, flow 

cytometry, expression of pro-inflammatory and pro-fibrotic genes, as well as histological 

quantification of heart and kidney damage. For localisation of C3aR, tdTomato reporter mice 

were used.  

To conclude, the deficiency of C3aR and the double deficiency of C3aRxC5aR2 have barely 

any effect on the development of hypertension and hypertensive end organ damage in mice. 

Therefore, C3aR and C3aRxC5aR2 are not targets for new therapies in arterial 

hypertension. 
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8. Abkürzungen 
 
ACE Angiotensin-Converting-Enzym 

Ang II Angiotensin II 

ANP Atriales natriuretisches Peptid 

APC Antigen präsentierende Zelle 

AUC Area under the curve 

BNP B-Typ natriuretisches Peptid 

C3aR Komplementfaktor C3a Rezeptor 

C5aR1 Komplementfaktor C5a Rezeptor 1 

C5aR2 Komplementfaktor C5a Rezeptor 2 

C5L2 C5a-like receptor 2 

Ca2+ Kalzium 2 Ionen 

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat 

CCL2 CC-Chemokin-Ligand-2 

CD11b Cluster of Differentiation 11b 

CD11c Cluster of Differentiation 11c 

CD3 Cluster of Differentiation 3 

CD4 Cluster of Differentiation 4 

CD45 Cluster of Differentiation 45 

CD8 Cluster of Differentiation 8 

CD88 Cluster of Differentiation 88 

CL-11 Collectin 11 

CR1 Komplementrezeptor 1 

CR2 Komplementrezeptor 2 

DAMP Schaden-assoziierte Molekül Struktur 

DAPI 4´,6-diamindino-2-phenylindole 

DC Dendritische Zellen 

DOCA Deoxycorticosteron Acetat 

ELISA Enzym-linked Immunosorbent Assay 

ERK1/2 Extracellular-signal Regulated Kinases 1/2 

FACS Fluorescence-activated cell sorting 

FB Komplement Factor B 

Fcn Ficolin 

FD Komplement Factor D 

FSC-A Forwarts scatter area 

GFR glomerulären Filtrationsrate 
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GPR77 G-Protein Coupled Receptor 77 

HRP horseradish peroxidase 

IFN-γ Interferon-Gamma 

IgE Immunglobulin E 

IgG Immunglobulin G 

IgM Immunglobulin M 

IL-1 Interleukin 1 

IL-12 Interleukin 12 

IL-17A Interleukin 17A 

IL-18 Interleukin 18 

IL-1β Interleukin 1Beta 

IL-2 Interleukin 2 

IL-23 Interleukin 23 

kDa Kilo-Dalton 

Ly6C lymphocyte antigen 6 complex, locus C1  

Ly6G lymphocyte antigen 6 complex, locus G 

MAC Membran-Attack-Komplex 

MAPK mitogenaktivierte Proteinkinasen 

MASP MBL-assoziiertes Protein 

MBL Mannose-Bindungs-Lektin 

MHCII Major histocompatibility complex 2 

NGAL Neutrophilen-Gelatinase-assoziiertes Lipocalin 

NK Zellen Natürliche Killer Zellen 

NKT-Zellen Natürliche Killer T-Zellen 

NLRP3 NOD-, LRR und Pyrin Domänen-beinhaltendes Protein 3 

PAI-1 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 

PAS Periodsäure Färbung 

PC1 Proprotein Convertase 1 

PKA Proteinkinase A 

PT Pertussis Toxin 

qPCR quantitative Real-Time Polymerase Kettenreaktion 

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

Rag1 Rekombinase-Aktivierungsgen 1 

SRFG Sirius Rot - Fast Green Färbung 

SSC-A Sitewarts scatter area 

tdTomato tandem repeat Tomato 

TH1 T-Helferzelle Typ 1 
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TH17 T-Helferzelle Typ 17 

TLR Toll-like Rezeptor 

TNFα Tumornekrosefaktor-Alpha 

Tregs Regulatorische T-Zellen 

Urea-N Harnstoff 
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16. Anhang 
16.1. Supplemental Data 

 

 
Abbildung 75: C3aR - Renale Real-Time PCR-Analyse unter Ang II-Hochdruck 
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Abbildung 76: C3aR - Durchflusszytometrie-Analyse von renalen Lymphozyten unter Ang II-Hochdruck 
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Abbildung 77: C3aR - Durchflusszytometrie-Analyse der relativen medianen Fluoreszenz-Intensität von renalen 
Lymphozyten unter Ang II-Hochdruck 

 

 

Abbildung 78: C3aR - Kardiale Real-Time PCR-Analyse unter Ang II-Hochdruck 
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Abbildung 79: C3aR - Durchflusszytometrie-Analyse von kardialen Leukozyten unter Ang II-Hochdruck 

 

 
Abbildung 80: C3aR - Renale Real-Time PCR-Analyse unter DOCA-Hochdruck 
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Abbildung 81: C3aR - Durchflusszytometrie-Analyse von renalen Lymphozyten unter DOCA-Hochdruck 
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Abbildung 82: C3aR - Durchflusszytometrie-Analyse der relativen medianen Fluoreszenz-Intensität von renalen 
Lymphozyten unter DOCA-Hochdruck 
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Abbildung 83: C3aR - Kardiale Real-Time PCR-Analyse unter DOCA-Hochdruck 
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Abbildung 84: C3aRxC5aR2 - Renale Real-Time PCR-Analyse unter Ang II-Hochdruck 
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Abbildung 85: C3aRxC5aR2 - Kardiale Real-Time PCR-Analyse unter Ang II-Hochdruck 
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Abbildung 86: C3aRxC5aR2 - Durchflusszytometrie-Analyse von renalen Lymphozyten unter Ang II-Hochdruck 
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Abbildung 87: C3aRxC5aR2 - Durchflusszytometrie-Analyse der relativen medianen Fluoreszenz-Intensität von 
renalen Lymphozyten unter Ang II-Hochdruck 

 

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/-  x 

C5a
R2

-/-

CD4+ Zellen

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-
45

60

75

*****

CD8+ Zellen

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-
0

5

10

15

20

25

T Zellen

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-
0

1

2

3

4

5

ROR t+ T Zellen

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-
0

20

40

60

80

100

*

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-

bi regulatorische
T Zellen

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-

TH2 Zellen

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-
0

2

4

6

8

TH17 Zellen

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-
0

2

4

6

8

IL17A+ T Zellen

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-
0

5

10

15

Kon
tro

lle
 

W
ild

typ

C3a
R
-/- x C

5a
R2

-/-

 
Abbildung 88: C3aRxC5aR2 - Durchflusszytometrie-Analyse von renalen Lymphozyten unter DOCA-Hochdruck 
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Abbildung 89: C3aRxC5aR2 - Durchflusszytometrie-Analyse der relativen medianen Fluoreszenz-Intensität von 
renalen Lymphozyten unter DOCA-Hochdruck 

 

 
Abbildung 90: C3aRxC5aR2 - Durchflusszytometrie-Analyse von kardialen Lymphozyten unter DOCA-Hochdruck 
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16.2. Material 

16.2.1. Material für OPs und in vivo Messungen 

Material/ Gerät/ 
Software 

Hersteller Bestellnummer/ PZN 

Altromin Haltungsfutter Altromin Spezialfutter GmbH & 
Co. KG, Lage, Deutschland 

1328P 

Tramadol (oral) Grünenthal GmbH, Aachen, 
Deutschland 

PZN 11236125 

26G Nadel BD 
Microlane 3 

Becton, Dickinson & Co. Ltd. 
Drogheda, Ireland 

303800 

Buprenorphin (s.c.) 
(Buprenorphin 
hydrochlorid) 

Indivior Europe Ltd., Dublin, Irland PZN 00345928 

Isofluoran Baxter Deutschland, 
Unterschleißheim, Deutschland 

HDG9623 

Perma-Hand Seide, 2-
0 

Ethicon Inc. By Johnson&Johnson 
Company, New Brunswick, New 
Jersey, USA 

EH6724H 

Perma-Hand Silk, 3-0 Ethicon Inc. By Johnson&Johnson 
Company, New Brunswick, New 
Jersey, USA 

1679H 

Wundklammern 
Michel, 11*2mm 

Aesculap AG, Tuttlingen, 
Germany 

BN511R 

Natriumchlorid, NaCl Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 

9265.2 

AngiotensinII Acetat Bachem AG, Bubendorf, Schweiz 4006473.1001000010781 

osmotischen 
Minipumpe 

Alzet®, Durect Corporation, 
Cupertino Kalifornien, USA 

Modell 1002 

DOCA Pellets 
(Deoxycorticosterone 
Acetate, 50°mg/ Pellet, 
21-day-release) 

Innovative Research of America, 
Sarasota, Florida, USA 

M-121 

Hatteras 
Blutdruckmessgerät 

Hatteras Instruments, 
Incorporated, Cary, North 
Carolina, USA 

MC4000 blood pressure 
analysis system 

Enthaarungscreme 
Veet Sensitive 

Reckitt Benckiser Deutschland 
GmbH, Heidelberg, Deutschland 

PZN07768307 

30G Nadel (BD Micro-
Fine Demi) 

Becton Dickinson GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 

PZN 04144150 
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Bepanthen® Wund- 
und Heilsalbe 

Bayer Vital GmbH, Leverkusen, 
Deutschland 

PZN 02182413 

doppelseitigem 
Klebepatch für GFR 

MediBeacon Inc., Mannheim, 
Deutschland 

Direktvertrieb durch die 
Firma MediBeacon Inc., 
daher keine 
Bestellnummer/ PZN 

FITC-Sinistrin MediBeacon Inc., Mannheim, 
Deutschland 

GFR Photoelektrode MediBeacon Inc., Mannheim, 
Deutschland 

MB Lab2 MediBeacon Inc., Mannheim, 
Deutschland 

MB Studio2 MediBeacon Inc., Mannheim, 
Deutschland 

16.2.2. Material für Organentnahmen und Durchflusszytometrie 

Material/ Gerät/ 
Software 

Hersteller Bestellnummer 

Heparin-Natrium LEO, 
25000I.E/ 5mL 

Leo Pharma AS, Ballerup, Dänemark 050618 

EDTA, Ultra Pure™, 
0,5M 

Invitrogen by life technologies 
Paisley, UK 

15575-038 

Dulbeccos‘ Phosphate 
Bullered Saline (DPBS--) 

Gibco Invitrogen by life technologies, 
Paisley, UK 

14190-094 

Fetal Bovine Serum, 
Qualified, Heat 
Inactivated (FCS) 

Gibco Invitrogen by life technologies, 
Paisley, UK 

10500-064 

MACS Tubes 
(gentleMACS™ C Tubes, 

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach, Deutschland 

130096334 

RPMI Medium 1640 Gibco Invitrogen by life technologies, 
Paisley, UK 

21875-034 

Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

P4458-100ML 

Hanks’ Balanced Salt 
Solution (HBSS++) 

Gibco Invitrogen by life technologies, 
Paisley, UK 

24020-091 

autoMACS Running 
Puffer 

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach, Deutschland 

130-091-221 

Tris-HCl (C4H11NO3ClH) Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

1.08219.1000 

Ammoniumchlorid 
(NH4Cl) 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

A9434-500G 
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Maus-IgG (Normal 
mouse serum) 

Jackson Immunoresearch, Ely, UK 015-000-120 

Collagenase D  Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Deutschland 

11088858001 

DNAse I Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Deutschland 

10104159001 

1000°mg/ml Collagenase 
II, lyophilized 

Gibco Invitrogen by life technologies, 
Paisley, UK 

17101-015 

Collagenase I Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

C0130 

Collagenase XI Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

C7657 

Hyaluronidase I Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

H3506-500mg 

PMA (Phorbol 12-
Myrisate 13-Acetat) 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

79346-1MG 

Ionomycin EMD Milipore Corp, Merck KGaA, 
Darmstadt, Deutschland 

407950-1MG 

Brefeldin A (BFA) Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

B7651-5mg 

Percoll™ Plus  GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Uppsala, Schweden 

17-544-01 

Phosphate Buffered 
Saline (PBS 10x--) 

Lonza, Verviers, Belgium BE17-517Q 

70°µM Zellsieb Labsolute, Th. Geyer GmbH & Co. 
KG, Renningen, Deutschland 

7.696.768 

40°µm Zellsieb Labsolute, Th. Geyer GmbH & Co. 
KG, Renningen, Deutschland;  

7.696.767 

CountBrigth™ albsolute 
counting beads 

Life Technologies Corporation, 
Eugene, Oregon, USA 

C36950 

gentleMACS Dissociator 
(Miltenyi Biotec) 

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach, Deutschland 

130-093-235 

MACS Mix Rotator 
(Miltenyi Biotec) 

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach, Deutschland 

130-090-753 

Becton & Dickinson LSRII 
System  

Becton Dickinson GmbH, 
Heidelberg, Deutschland Direktvertrieb durch 

die Firma Becton 
Dickinson GmbH, 
daher keine 

Diva software Becton Dickinson GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 
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FlowJo Software Tree Star, Inc., Ashland, Oregon, 
USA 

Bestellnummer/ 
PZN 

 

16.2.3. Material für Histologie 

Material/ Gerät/ 
Software 

Hersteller Bestellnummer 

Formaldehyd Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

K44006603 245 

Watman-Paper, 
Thickness 0,34mm 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 

4926.1 

Tissue-Tek® 
O.C.T.™Compound 

Sakura Finetek Europe B. V., Alphen 
aan den Rijn, Niederlande 

4583 

Paraplast Plus® 
(Paraffin) 

Leica Biosystems Richmond Inc., 
Richmond, Illinois, USA 

39602004 

Zitadelle STP120  Thermo Shandon Liminted (Thermo 
Fisher Scientific), Runcorn, 
Cheshire, UK 

813150 

Ethanol, 96% Chemsolute by Th. Geyer GmbH & 
Co. KG, Renningen, Deutschland 

2206.5000 

Ethanol, 99% Chemsolute by Th. Geyer GmbH & 
Co. KG, Renningen, Deutschland 

2212.5000 

Xylol J. T. Baker by Avantor (VWR), 
Darmstadt, Deutschland 

8080.2500 

unbeschichtete 
Objektträger 

Assistent by Glaswarenfabrik Karl 
Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim, 
Deutschland 

42406010-C 

Superfrost-Objektträger Assistent by Glaswarenfabrik Karl 
Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim, 
Deutschland 

42409110 

Rotationsmikrotom Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 

Modell RM 2255 

Hämatoxylin Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschlan 

24420 

Aluminiumkaliumsulfat 
(KAl(SO4)2*12H2O) 

Supelco by Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

1.01047.1000 

Na-Iodat (NaIO3) Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

1.06525.0100 

Periodsäure Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 

3257.1 
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Schiffscher Reagenz Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

HX02687433 

Neufuchsin Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

72200-25g 

Naphtol-AS-BI-Phosphat Honeywell Fluka™, Charlotte, North 
Carolina, USA 

70482 

Natriumnitrit Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

106549 

Tris (C4H11NO3) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 

AE15.2 

Eukitt® Quick-hardening 
mounting medium 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

03989-100mL 

Wässrige Pikrinsäure Morphisto GmbH, Frankfurt am 
Main, Deutschland 

10339.00500 

Essigsäure (Eisessig) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 

3738.5 

Direct Red 80 Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

365548-5G 

Fast Green FGF Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

F7252-5G 

10x DAKO Target 
Retrieval Solution pH°9 

DAKO by Agilent, Santa Clara, 
Kalifornien, USA 

S2367 

10x DAKO Citrate Target 
Retrieval Solution pH°6 

DAKO by Agilent, Santa Clara, 
Kalifornien, USA 

S2369 

Trypsin Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

T7168-50TAB 

Proteinase bakteriell 
XXIV (Protease 24) 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

P8038-1G 

ZytoChem Plus, AP 
Polumer System (Polap 
Kit) 

Zytomed Systems GmbH, Berlin, 
Deutschland 

POLAP-100 

Anti-CD3, polyclonaler 
Rabbit-Anti-Human 
Antikörper 

DAKO by Agilent, Santa Clara, 
Kalifornien, USA 

A0452 

Anti-F4/80 (Clone BM8), 
monoclonaler Rat-Anti-
Mouse Antikörper 

BMA, Biomedicals, Augst, Schweiz T-2006 

Anti-GR1 (Clone NIMP-
R14) monoclonaler Rat-
Anti-Mouse Antikörper 

Hycult Biotech Inc., Wayne, 
Pennsylvania, USA 

HM1039-FS 
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Anti-FoxP3 (Clone FJK-
16s), monoclonaler Rat-
Anti-Mouse Antikörper 

eBioscience, San Diego, Kalifornien, 
USA 

14-5773 

Brücken-Antikörper, 
Rabbit-Anti-Rat IgG 
biotinylated Antikörper 

Vector Laboratories, Burlingame, 
Kalifornien, USA 

BA-4001 

Gummi arabicum Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

G9752 

Natrium-Cacodylat 
Trihydrat 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

C0250 

16.2.4. Material für qPCR und ELISA 

Material/ Gerät/ 
Software 

Hersteller Bestellnummer 

TRIzol® Reagent Ambion by Life Technologies, 
Carlsbad, Kalifornien, USA 

15596018 

Tungsten Carbide Beads, 
3mm 

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland 69997 

Tissue LyzerII 
Homogenizer 

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland 85300 

Chloroform J. T. Baker by Avantor (VWR), 
Darmstadt, Deutschland 

7386 

Isopropanol Chemsolute by Th. Geyer GmbH & 
Co. KG, Renningen, Deutschland 

1136.2500 

RNaseOUT™ Invitrogen by life technologies 
Paisley, UK 

10777-019 

Speed Vac® DNA110 Savant™ by Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, Massachusetts, 
USA 

13442549 

Nanodrop, DeNovix, DS-
11 Spectrophotometer 

DeNovix Inc., Wilmington, Delaware, 
USA 

31DS-11-B 

dNTPs Set, 100mM, PCR 
Grade 

Invitrogen by life technologies 
Paisley, UK 

10297-018 

Reverse Transkriptase 
RevertAid Reverse 
Transcriptase + Puffer für 
cDNA Synthese 

Molecular Biology by Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, Massachusetts, 
USA 

EP0442 

Random Hexamer Primer Invitrogen by life technologies 
Paisley, UK 

48190011 
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PCR Cycler, 
TProfessional TRIO 
Thermocycler 

Biometra by Ananlytik Jena GmbH, 
Jena, Deutschland 

846-2-070-720 

PowerUP™ Sybr™ 
Green 

Applied Biosystems by Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

A25742 

qPCR Platten Sarstedt AG & Co KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

72.1981 

QuantStudio™ 3 System Applied Biosystems by Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

A28136 

QuantStudio™ Design & 
Analysis Software 

Applied Biosystems by Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Version v1.5.1 

Multistix® 10SG 
Teststreifen 

Siemens Healthcare Diagnostics Inc. 
Manufacturing Ltd., Swords, Co. 
Dublin, Ireland 

01526748 

ELISA-Platten, High 
binding F 

Sarstedt AG & Co KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

82.1581.200 

Coatingpuffer Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

C3041 

Postcoatpuffer Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

T6789 

10% Tween-20 Biozol Diagnostics Vertrieb GmbH, 
Echning, Deutschland 

E108  

Albumin-Standard, Maus 
Albumin 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

 

Coating-AK: Goat Anti-
Mouse Albumin Affinity 
Purified 

Biozol Diagnostics Vertrieb GmbH, 
Echning, Deutschland 

A90-134A  

Detection AK: Goat Anti-
Mouse Albumin HRP 
conjugated 

Biozol Diagnostics Vertrieb GmbH, 
Echning, Deutschland 

A90-134P 

TMB Elisa Peroxidase 
Substrate 

Aviva/ Biozol Diagnostics Vertrieb 
GmbH, Echning, Deutschland 

OORA01684  

Phosphorsäure (1M 
H3PO4) 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 
USA 

30417-1L-M 

ELISA Plate Reader, 
EL808 

BioTek Instruments Inc., Winooski, 
Vermont, USA 

25-315S 

Cobas Integra ® 400 Plus Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Deutschland 

04922859001 
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16.2.5. FACS Antikörper 

Antikörper (Clone) - 
Fluochrom 

Hersteller Bestellnummer 

Vivid, LIVE/DEAD 
staining 

Molecular Probes by life 
technologies by ThermoFisher 
Scientific, Waltham, Massachusetts, 
USA 

L34963 

CD45 (30-F11) - PerCP BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

103129 

CD11b (M1/70) – AF700 BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

10122 

CD11c (N418/HL3) – 
V450 

BD Biosciences by Benson & 
Dickinson, Franklin Lakes, New 
Jersey, USA 

562782 

Ly6G (1A8) – PE-Cy7 BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

127618 

MHCII (M5/114.15.2) - 
PE 

BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

107608 

F4/80 (BM8) - APC eBioscience, San Diego, Kalifornien, 
USA 

17-4801-82 

Ly6C (AL-21/HK1.4) - 
FITC 

BD Biosciences by Benson & 
Dickinson, Franklin Lakes, New 
Jersey, USA 

553104 

CD3 (17A2) – AF700 BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

100216 

IL-17A (TC11-18410) – 
BV605 

BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

506927 

IFNg (XMG1.2) – V450 BD Horizon™ by Becton Dickinson 
GmbH, Heidelberg, Deutschland 

560661 

CD4 (RM4-5) – PE-Cy7 BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

100528 

CD8 (53-6.7) – V500 BD Biosciences by Benson & 
Dickinson, Franklin Lakes, New 
Jersey, USA 

560776 

CD8 (53-6.7) – BV711 BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

100759 

FoxP3 (FJK-16s) - APC Invitrogen by Life Technologies, 
Carlsbad, Kalifornien, USA 

17-5773-82 

FoxP3 (FJK-16s) - FITC Invitrogen by Life Technologies, 
Carlsbad, Kalifornien, USA 

11-5773-82 
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RORgt (Q31-378) - PE BD Biosciences by Benson & 
Dickinson, Franklin Lakes, New 
Jersey, USA 

5620607 

RORgt (Q31-378) – 
BV785 

BD Horizon™ by Becton Dickinson 
GmbH, Heidelberg, Deutschland 

564723 

Tbet (4B10) – BV421 BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

644816 

GATA3 (L50-823) – 
AF488 

BD Biosciences by Benson & 
Dickinson, Franklin Lakes, New 
Jersey, USA 

560163 

CD19 (6D5) – BV605 BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

115540 

NKp46 = CD335 (29A1.4) 
- PE 

BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

137604 

γdTCR (GL3) - 510 BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

118131 

γdTCR (GL3) - APC BioLegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 

118116 

16.2.6. qPCR Primersequenzen 

Name Sequenz (5'-3') Gen 
Bereich 

18s Fw CAC GGC CGG TAC AGT GAA AC   
18s Rev AGA GGA GCG AGC GAC CAA A   
ANP Fw GTG CGG TGT CCA ACA CAG AT   
ANP Rev GCT TCC TCA GTC TGC TCA CTC A   
BNP Fw CCA GTC TCC AGA GCA ATT CAA   
BNP Rev AGC TGT CTC TGG GCC ATT TC   
mC1q Fw CAA AGG AGA GAG AGG GGA GC   
mC1q Rev CCC CAC ATT GCC AGG TTT G   
mC1r Fw GTA CAG GGT GAA GCT GGT CT   
mC1r Rev ACC TCC CCA GTG TTT GCT TA   
mC1s Fw ACC TCA GAC TTC TCC AAC GA   
mC1s Rev AAG TGG CTA CAG GGG ACA TC   
mC2 Fw GAT GGA GAG ACG GCT GTG T   
mC2 Rev CAA AGT TCA AGC CTG TCC GA   
mC3 Fw GGA AAC GGT GGT GGA GAA AG   
mC3 Rev ATA AGA CAG TGG AGC CAG GG   
C3.2 Fw CAA GGG AGT GTT TGT GCT GA   
C3.2 Rev AGC CAA TGT CTG CCT TCT CT   
mC4 Fw CAT CCA GGC CAG GTA CAT CT   
mC4 Rev CCT CTT CCC TTG CTC ATC CA   
C5 Fw GCC GGA CCA GTC AGT AAA GA   
C5 Rev AAG ACA GTC TCC CGT TTG GC   
mC6 Fw CCC TCC AAG CTC TGC AAA AT   
mC6 Rev GTC TCC ACA GTC ATT CTC TCC A   
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C3aR Fw CCC CAA GAC ATT GCC TCC AT   
C3aR Rev GAC TGT GTT CAC GGT CGT CT   
C5aR neu Fw GTT ACC ACA GAA CCC AGG AG   
C5aR neu Rev CGC AGG TAT GTT AGG ATC CAT G   
Collagen I α2 Fw (Col1a2) CCC CGG GAC TCC TGG ACT T Exon 11 
Collagen I α2 Rev (Col1a2) GCT CCG ACA CGC CCT CTC TC Exon 14 
Collagen III α1 Fw (Col3a1) CCT GGA GCC CCT GGA CTA ATA G Exon 18 
Collagen III α1 Rev 
(Col3a1) 

GCC CAT TTG CAC CAG GTT CT Exon 20 

Collagen IV α2 Fw (Col4a2) TAC CTG CCA CTA CTT CGC TAA C Exon 47 
Collagen IV α2 Rev 
(Col4a2) 

CGG ATG GTG TGC TCT GGA AG Exon 47 

Foxp3.1 (Fw) CCC AGG AAA GAC AGC AAC CTT Exon 4/5 
Foxp3.2 (Rev) TTC TCA CAA CCA GGC CAC TTG Exon 5 
Foxp3 Fw2 AAG GAG AAG CTG GGA GCT ATG Exon 7 
Foxp3 Rev2 TAC TGG TGG CTA CGA TGC AG Exon 8 
NGAL_P Fw GGC CTC AAG GAC GAC AAC A 

 

NGAL_P Rev TCA CCA CCC ATT CAG TTG TCA 
 

MCP-1 Fw (CCL-2) GGC TCA GCC AGA TGC AGT TAA Exon 1/2 
MCP-1 Rev (CCL-2) CCT ACT CAT TGG GAT CAT CTT 

GCT 
Exon 2 

PAI-1 Fw GGA CAC CCT CAG CAT GTT CA Exon 4 
PAI-1 Rev TCT GAT GAG TTC AGC ATC CAA 

GAT 
Exon 4 

Renin Fw GCT CTG GAG TCC TTG CAC CTT Exon 1 
Renin Rev CTT GAG CGG GAT TCG TTC AA Exon 1/2 
Renin Fw2 CCC CTG TCT TTG ACC ACA TT Exon 5 
Renin Rev2 TCG CTA CCT CCT AGC ACC AC Exon 6 
TGF-beta FW CCG CAA CAA CGC CAT CTA TGA Exon 1/2 
TGF-beta Rev GGG GGT CAG CAG CCG GTT AC Exon 3 
TNF alpha Fw CCA CCA CGC TCT TCT GTC TA Exon 1 
TNF alpha Rev CAC TTG GTG GTT TGC TAC GA Exon 3/4 

 

  



Anhang 

140 

16.3. Protokoll zur Pumpenbefüllung 
 

16.4. Protokoll Blutdruckmessung MC4000 Hatteras 
 

16.5. Protokoll Albumin-Elisa 
 

16.6. Protokolle der FACS Färbungen 

16.6.1.  Einzelzellsuspension Niere MMph 

16.6.2.  Einzelzellsuspension Niere T-Zellen 

16.6.3.  Einzelzellsuspension Herz  
 

16.7. Protokolle der Histo Färbungen 

16.7.1. PAS Färbung 

16.7.2. SRFG Färbung 
 

16.8. Protokoll der RNA Isolierung 
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Befüllen von osmotischen Minipumpen 

 

 

 Benötigte Menge des zu applizierenden Stoffes berechnen (Extraprotokoll!!) und 
abwiegen bzw. fertige Lösung im Originalgefäß herstellen 

 

 Pumpen unter der Sterilwerkbank in Petrischale geben, je Pumpendeckel und -
korpus einzeln 

 

 Lösung mit Kanüle in Spritze aufziehen, Luftblasen aus Kanüle entfernen!! 
 

 Lösung langsam in den Pumpenkorpus füllen bis die wässrige Lösung austritt, ggf. 
am Ende nochmal überall geringe Mengen ergänzen 

 

 Deckel auf den Pumpenkorpus stecken 
 

 Die fertig befüllten Pumpen in 0,9% NaCl-Lösung einlegen 
 Unbedingt darauf achten, dass die Pumpen in die Salzlösung  hinabsinken! 
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Protokoll Blutdrucktraining und –messung 

 

Vor der ersten Messung müssen die Mäuse an das Handling gewöhnt werden (≥ 4 Mal), 
ansonsten ist die Durchführung bei Training und Messung nahezu identisch. 

 

1.) Termin für den Raum 99.079 rechtzeitig per Onlinekalender reservieren! 
2.) Gerät einschalten, Laptop anschließen (grauer Adapter in GFR-Port), Holder auf 

der Heizplatte vorwärmen, Klebestreifen vorbereiten 
3.) Laptop starten (Password kleiner Chef+PLZ), Programm Hatteras MC4000 öffnen 
4.) Jedes Mal vor Beginn einen „Pressuretest“ (kleines Hammersymbol) durchführen: 

Mit „Up“ starten und bei ungefähr 150mm Hg auf „Pause“ drücken. Jetzt sollte der 
Druck um 3-4mmHg absinken und dann für mehrere Sekunden konstant bleiben. 
Abschließend mit „Down“ den Druck abbauen. 
Sollte der Druck stetig sinken oder sich gar nicht erst aufbauen, dann müssen die 
Gummicuffs gewechselt werden. Hierfür eines der gebrauchten Gummis als 
Schablone nehmen, mit der Schere einen Luftballon zurechtschneiden und die 
Gummis auf die Metallcuffs aufziehen. Immer alle 4 Gummis gleichzeitig 
austauschen! Die schwarzen Endkappen vorsichtig ab- und aufziehen, die werden 
so  
lange wie möglich wiederverwendet. 

5.) Wenn die Temperatur der Heizplatte ungefähr die eingestellten 105°F erreicht 
hat, können die Mäuse hineingesetzt werden. Hierfür die Maus auf die Heizplatte 
setzen und von hinten vorsichtig aber bestimmt den Holder über die Maus 
platzieren. Den Holder über die Magnete auf der Heizplatte fixieren; bei 
Widerstand hat das Tier noch eine oder mehrere Pfoten eingeklemmt, diese dann 
vorsichtig durch leichte Seitwärtsbewegungen des Holders lösen. 

6.) Den Holder direkt vor den entsprechenden Cuff schieben und den Schwanz durch 
den Cuff fädeln. Den Cuff in die halbkreisförmige Einkerbung des 
Heizplattenaufsatzes legen, den Schwanz über die Messzelle legen und hinter der 
Messzelle mit dem Klebeband fixieren. 

7.) Beim Training kann die Messung sofort gestartet werden, bei regulären 
Messungen ein wenig warten (2-5min.) und erst dann die Messung starten, damit 
sich alle Tiere an die Umgebung equilibrieren können. 

8.) Die Messung wird über den „Go“-Button gestartet, hier müssen die Tiere dem 
entsprechenden Messchannel zugeordnet werden, die Versuchstiere werden 
generell mit <Versuchsnummer> M1, <Versuchsnummer> M2, etc. nummeriert. 

9.) Nach der Messung werden misslungene Zyklen über den Reject-Button 
ausgeschlossen. Die Daten dann über „Specimenlog“ -> Tier aus der Liste 
auswählen -> „Show data“ -> Reiter „File“ -> „Export csv“ auf den Server ziehen. 
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Protokoll Albumin-Elisa 

Tag 1: 

 Urinproben mit U-Stix (9µl) analysieren und je nach Ergebnis den 
Verdünnungsfaktor 
festlegen  
ø = 1:500; + = 1:5000; ++ = 1:20.000; +++ = 1:50.000; ++++ = 1:100.000 
Bei Unsicherheiten weniger hoch verdünnen, um das Risiko für evt. 
Pipettierungenauigkeiten zu minimieren 
 

 Alle Proben 1:500 in Sample Conjugate Diluent (2µl Urin + 998 SCD) verdünnen 
und aus dieser Ausgangsverdünnung ggf. weitere Verdünnungen herstellen 
 

 Platte coaten: Anzahl der benötigten Wells bestimmen und anschließend 
entsprechende Menge Coatingpuffer (Carbonate/Bicarbonate-Puffer) mit 
Coatingantikörper Goat Anti-Mouse Albumin 1:100 ansetzen und von dieser Lösung 
jeweils 100µl in die Wells geben, Inkubation über Nacht bei 4°C 

Tag 2: 

 Platte 3x mit Waschpuffer (~150µl/Well) waschen, Waschlösung zwischendrin 
abkippen und Platte auf Papier kräftig ausklopfen 
 

 Jeweils 200µl Postcoat-Puffer in die Wells geben und Platte für 30‘ bei RT 
inkubieren 
 

 Standardreihe ansetzen: Dazu folgender Pipettiervorschlag (für EINE Platte!) 

 Konzentration  Sample Conjugate Diluent 

S0 10000 ng/ml 2µl Stocklösung 
[1mg/ml] 198µl 

S1 1000 ng/ml 100µl S0 900µl 
S2 500 ng/ml 300µl S1 300µl 
S3 250 ng/ml 300µl S2 300µl 
S4 125 ng/ml 300µl S3 300µl 
S5 62,5 ng/ml 300µl S4 300µl 
S6 31,25 ng/ml 300µl S5 300µl 
S7 15,625 ng/ml 300µl S6 300µl 
S8 7,8 ng/ml 300µl S7 300µl 

 
 Platte 3x mit Waschpuffer waschen (s.o.) 

 
 Jeweils 100µl Standard und Probe in Doppelbestimmung gemäß Pipettierschema 

auf die Platte laden und 60‘ bei RT inkubieren 
 

 Platte 5x mit Waschpuffer waschen (s.o.) 
 

 Den Detection-Antikörper Goat Anti-Mouse Albumin-HRP 1:50.000 (oder ggf. 
abweichend) in SCD verdünnen und von dieser Lösung jeweils 100µl in die Wells 
geben, bei RT für 60‘ inkubieren 
 

 Platte 5x mit Waschpuffer waschen (s.o.) 
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 Benötigte Menge an TMB-Substrat vorher abfüllen und im Dunklen auf RT 
equilibrieren, jeweils 100µl TMB-Substrat in die Wells geben und Platte im Dunklen 
bei RT inkubieren bis die Blaufärbung die gewünschte Intensität erreicht hat (ca. 5-
10‘) 
 

 Substratreaktion durch Zugabe von jeweils 100µl 1M H3PO4 abstoppen und Platte 
zeitnah im Elisa-Reader bei 450nm analysieren 
 

 

Lösungen und Reagenzien für den Elisa: 

 

 Coatingpuffer: Den Inhalt von 2 Kapseln Carbonate/Bicarbonate-Puffer (#C3041 
Sigma) in 200mL dH2O lösen 
 

 Postcoatpuffer: Den Inhalt eines Beutels TBS+BSA (#T6789 Sigma) in 1L dH2O 
lösen 
 

 Waschpuffer: Den Inhalt eines Beutels TBS+Tween (#T9039 Sigma) in 1L dH2O 
lösen 
 

 Sample Conjugate Diluent (SCD): 500µl 10% Tween-20 (#E108 Biozol) zu 100ml 
Postcoatpuffer geben 
 

 Coating-AK: Goat Anti-Mouse Albumin Affinity Purified (#A90-134A Biozol) 
 

 Detection AK: Goat Anti-Mouse Albumin HRP conjugated (#A90-134P Biozol) 
 

 TMB-Substrat: TMB Elisa Peroxidase Substrate (#OORA01684 Aviva/Biozol) 
 

 1M H3PO4: 16,9mL 85% Phosphorsäure ad 250ml mit dH2O 
 

 U-Stix: Multistix 10SG Teststreifen (#01526748 Siemens) 
 

 Elisaplatten: Elisa plate, High binding F (#82.1581.200 Sarstedt) 
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Niereneinzelzellsuspension für MMph (ohne Percoll) Anmerkungen 

1. Niere ausbauen Kapsel entfernen, stück für RNA und Scheibe für 
Histo abschneiden, mit Skalpell kleinstmöglich 
würfeln, in Gentle MACS C-Tubes mit 5ml Digestions-
Medium (RPMI, 10%FCS, 1% Pen/Strep, 1% Hepes) 
überführen, auf Eis 

 

2. Digestion  Pro Probe je 10µl DNAse und 20µl 
Collagenase D zufügen (Endvolumen 
5ml/Niere) 

 Inkubation 45min bei 37°C im Wasserbad  

 Master-Mix erstellen, 30µl in 
jede Probe. 

3. Gentle-MACS Dissoziieren der Einzelzellen:  

 C-Tubes auf Gentle-MACS stecken 
 1x Programm „mSpleen 01.01 C Tube“ 
 ggf. 1x Programm „mLung 02.01 C Tube“ 
 Zentrifuge: 360g, 8min, 4°C 
 dekantieren 

 

4. Zellsieb 70µm  Zellsuspension über 70µm Zellsieb geben, 
Sieb mit 10-20ml kaltem MACS nachspülen 

 Zentrifuge: 360g, 8min, 4°C 
 dekantieren 

 

5. Ery-Lyse  Resuspension in 2ml Erylyse-Puffer (2mL pro 
Niere), (1ml bei Milz) 5-8min bei RT, dann 
Reaktionsstopp mit 10ml kaltem MACS 

 Cave: Bei Milz erforderlich 

6. Waschen  Zentrifuge: 360g, 8min, 4°C 
 Dekantieren, Resuspension in 10mL MACS 

 

7. Zellsieb 40µm  Zellsuspension über 40µm Zellsieb geben, 
Sieb mit 10-20ml kaltem MACS nachspülen 

 Zentrifuge: 360g, 8min, 4°C 
 dekantieren 

 

8. Überführen 96-
well 

 Überführen in 96-well Platte 
 Zentrifuge: 360g, 2min, 4°C 
 Überstand Ausschlagen, nicht klopfen 

 Platte mit V-Buttom  
 Beschriftung auf Plastikdeckel 
 Cave: Bei Makrophagen UND 

T-Zellen Proben halbieren, auf 
Platte immer eine Reihe 
freilassen zwischen 
verschiedenen Färbungen 

9. Blocken  200µl MACS + 5% Mausserum (10µl 
Mausserum/190µl) 

 10µL Zellsuspension für cell count 
entnehmen 

 Inkubation 20min, Kühlschrank 4°C 
 AK-Mix vorbereiten 
 Zentrifuge: 360g, 2min, 4°C 
 Platte ausschlagen 

 Mausserum bei Collagenase, 
DNAse im Frierer 
 

10. Cell count  40µL MACS in einem FACS Tube mit Einsatz 
vorlegen 

 10µL Zellsuspension pro Probe hinzu 
 50µL Beads-Mastermix (pro Probe: 40µL 

MACS, 10µL Beads c=500/µL, 0,5µL CD45 
PerCP) hinzu 

 Beads als Aliquots im 
Kühlschrank 
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 Bestellnummer Resuspendieren KonzEnd 

Digestionsmedium 500ml RPMI, 50ml FCS, 5ml 
Penicilin/Streptomycin, 5ml 
Natrium Pyruvat, 10ml 
HEPES 

  

Erylyse-Puffer Stock I: 170mM Tris-HCl, pH 
7,6 

Stock II: 160mM NH4Cl 

4,22g ad 200ml 
dH2O 

1,71g ad 200ml 
dH2O 

1ml Stock I + 9ml 
Stock II immer 
frisch ansetzen 
(RT) 

Maus-IgG Jackson Immunoresearch 

Normal mouse serum 

015-000-120 

+5ml dH2O 50mg/ml Protein 

Collagenase D („CD“) Roche 500mg 11088858001 + 5ml PBS 100µg/µl 

DNAse („D“) Roche 100mg 

10104159001 

+ 2ml PBS 50µg/µl 

PMA Phorbol 12-Myrisate 13-
Acetat  Sigma 79346-1MG 

+1ml Ethanol p.a. 1µg/µl 

Ionomycin Calbiochem 1mg 407950 +1ml Methanol p.a. 1µg/µl 

Brefeldin A (BFA) Sigma 654-5mg +1ml Ethanol p.a. 5µg/µl 

 20 min lichtgeschützt, 4°C inkubieren 
11. Färben 
Oberfläche 

 AK-Mastermix: In MACS, 50µl/Probe 
 20 min Inkubation, lichtgeschützt, 4°C  
 VIVID vorbereiten 

 

12. Waschen (2x)  100µl PBS  
 Zentrifuge: 360g, 2min, 4°C 
 Platte ausschlagen 

 

13. Fixierung  Ebioscience Foxp3-staining kit 
 100µl „Permeabilisation working 

solution“/Probe 
 Inkubation 30min, lichtgeschützt, 4°C 
 

 1 Teil Concentrate (kl. 
Flasche), 3 Teile Diluent 
(große Flasche), FACS 
Kühlschrank 

 Alternative ohne Perm.: mit 100µl 
1% PFA fixieren (Kühlschrank 16% 
PFA mit PBS verdünnen), danach 
2x mit PBS waschen, 100µl PBS 
draufgeben, fertig. 

14. Waschen (2x)  100µl 1x Permeabilisation buffer (Foxp3 kit) 
 Zentrifuge: 360g, 2min, 4°C 
 Platte ausschlagen 

 Aus 10x Puffer mit H20 
verdünnen 

15. fertig  Zellen in PBS (FACS Tubes) aufnehmen und 
bei 4°C lagern  

 (wenn nicht fixiert mit 1% PFA, innerhalb der 
nächsten 24h messen) 

 Oder PBS in Platte, wenn 
FACSen am nächsten Tag. 
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Niereneinzelzellsuspension für Zytokine und Tcells 
(mit Percoll) 

Anmerkungen 

1. Niere ausbauen Kapsel entfernen, stück für RNA und Scheibe für 
Histo abschneiden, mit Skalpell kleinstmöglich 
würfeln, in Gentle MACS C-Tubes mit 5ml Digestions-
Medium (RPMI, 10%FCS, 1% Pen/Strep, 1% Hepes) 
überführen, auf Eis 

  

2. Digestion  Pro Probe je 10µl DNAse und 20µl 
Collagenase D zufügen (Endvolumen 
5ml/Niere) 

 Inkubation 45min bei 37°C im Wasserbad  

 Master-Mix erstellen, 30µl in 
jede Probe. 

3. Gentle-MACS Dissoziieren der Einzelzellen:  

 C-Tubes auf Gentle-MACS stecken 
 1x Programm „mSpleen 01.01 C Tube“ 
 ggf. 1x Programm „mLung 02.01 C Tube“ 
 Zentrifuge: 360g, 7min, RT dekantieren 

  

4. Percoll-
Gradient 

 Resuspendieren des Nierenhomogenats in 
7ml Percoll 37% bei Raumtemperatur  

 Überführen in 15ml Falcon-Tubes 
 Zentrifuge: 500g, 15min, RT 

 Für schönes T-Zell Panel (Nicht 
so gut für Makrophagen 
geeignet) 

 Falls leer, am Vortag ansetzen 
(Stock im FACS Kühlschrank 
mit PBS). 

 Fuge: Acc:9; Dec.: 7 
5. Waschen  Dekantieren 

 Resuspension in 10ml HBSS 
 Zentrifuge: 360g, 7min, 4°C 

  

6. Ery-Lyse  Resuspension in 2ml Erylyse-Puffer (2mL pro 
Niere!), (1ml bei Milz) 5-8min bei RT, dann 
Reaktionsstopp mit 10ml kaltem MACS 

 Zusätzliche Erylyse fällt bei 
Herz und Niere bei Stimulation 
weg, weil Erys bei Stimulation 
zerstört werden. Cave: Bei 
Milz erforderlich 

7. Waschen  Zentrifuge: 360g, 7min, 4°C 
 Dekantieren, Resuspension in 

Stimulationsmedium und vollständig 
überführen in FACS-Tubes 

 Falls Erylyse entfallen: 
Dekantieren, 10ml MACS 
zugeben. 

 Gut abtropfen nach 
Dekantieren. 

8. Zellsieb  Zellsuspension über 50µm Zellsieb geben, 
Sieb mit 5-10ml kaltem MACS nachspülen 

 Zentrifuge: 360g, 7min, 4°C 
 dekantieren 

 

9. Stimulation PMA/Ionomycin 

1ml X-Vivo mit ß-Mercaptoethanol (1µl/ml) pro 
Ansatz 

- PMA: 0,05µl auf 1ml X-Vivo (= 0.05µg/ml) 
- Ionomycin: 1µl auf 1ml X-Vivo (= 1µg/ml) 

     -     Brefeldin A (2µl auf 1ml Probe (= 10µg/ml) 

 Zusätzlich unstimmuliertes 
Röhrchen (miT-Zellen aus 
Kontrollen). 

 Kühlschrank: ß-Mercapto, 
Xvivo & Ionomycin, PMA 
(blaues Eppi) & Brefeldin A 
(BFA) 

 X-Vivo + ß-Mercapto 
Vortexen, in unstimmulierte 
Probe; Mix mit beiden davor + 
PMA, Iono und BFA in alle 
anderen. 
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 150 min 37°C, 5% CO2 (Brutschrank, 
Plastikdeckel auf Platte um Verdunstung zu 
verhindern) 

 Hierfür immer 1 Milz zur Kontrolle 
mitfärben, sowie 1 unstimmulierte Blut- und 
1 unstimmulierte Milz Kontrolle 

10. Waschen  Resuspension in 2ml MACS-Puffer 
 Zentrifuge: 360g, 7min, 4°C 
 Dekantieren und Abtropfen (Zellstoff) 
 Resuspension im Rücklauf des Mediums 

  

11. Überführen 
96-well 

 Überführen in 96-well Platte 
 Zentrifuge: 360g, 2min, 4°C 
 Überstand Ausschlagen, nicht klopfen 

 Platte mit V-Buttom 
Beschriftung auf Plastikdeckel 

 auf Platte immer eine Reihe 
freilassen zwischen 
verschiedenen Färbungen 

12. Blocken  200µl MACS + 5% Mausserum (10µl 
Mausserum/190µl) pro Probe  

 10µL Zellsuspension für cell count 
entnehmen 

 Inkubation 20min, Kühlschrank 4°C 
 AK-Mix vorbereiten 
 Zentrifuge: 360g, 2min, 4°C 
 Platte ausschlagen 

 Mausserum bei Collagenase, 
DNAse im Frierer 
 

13. Cell count  40µL MACS in einem FACS Tube mit Einsatz 
vorlegen 

 10µL Zellsuspension pro Probe hinzu 
 50µL Beads-Mastermix (pro Probe: 40µL 

MACS, 10µL Beads c=500/µL, 0,5µL CD45 
PerCP) hinzu 

 20 min lichtgeschützt, 4°C inkubieren 

 Beads als Aliquots im 
Kühlschrank 
 

14. Färben 
Oberfläche 

 AK-Mastermix: In MACS, 50µl/Probe 
 20 min Inkubation, lichtgeschützt, 4°C  
 VIVID vorbereiten 

  

15. Waschen (2x)  100µl PBS (Azidfrei wegen VIVID!) 
 Zentrifuge: 360g, 2min, 4°C 
 Platte ausschlagen 

  

16. Färben 
LIVE/DEAD 

 100µl/ Probe 
 3ml PBS + 1µl VIVID (gelöst in 50µl DMSO) 
 20 min Inkubation, lichtgeschützt, 4°C 

 VIVID 5min vorher auftauen, 
danach wieder einfrieren 

 Bei Kaede: Nir statt Vivid, 1µl 
auf 999µl PBS 

17. Waschen (2x)  100µl PBS (Azidfrei wegen VIVID!) 
 Zentrifuge: 360g, 2min, 4°C 
 Platte ausschlagen 

 PBS ist Azidfrei 

18. 
Permeabilisierung
/ Fixierung 

 Ebioscience Foxp3-staining kit 
 100µl „Permeabilisation working 

solution“/Probe 
 Inkubation 30min, lichtgeschützt, 4°C 
 AK-Mix vorbereiten 

 1 Teil Concentrate (kl. 
Flasche), 3 Teile Diluent 
(große Flasche), FACS 
Kühlschrank 

 Alternative ohne Perm.: mit 100µl 
1% PFA fixieren (Kühlschrank 16% 
PFA mit PBS verdünnen), danach 
2x mit PBS waschen, 100µl PBS 
draufgeben, fertig. 

19. Waschen (2x)  100µl 1x Permeabilisation buffer (Foxp3 kit) 
 Programm 4: 360g, 2min, 4°C 

 Aus 10x Puffer mit H20 
verdünnen 
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 Bestellnummer Resuspendieren KonzEnd 

Digestionsmedium 500ml RPMI, 50ml FCS, 5ml 
Penicilin/Streptomycin, 5ml 
Natrium Pyruvat, 10ml 
HEPES 

  

Erylyse-Puffer Stock I: 170mM Tris-HCl, pH 
7,6 

Stock II: 160mM NH4Cl 

4,22g ad 200ml 
dH2O 

1,71g ad 200ml 
dH2O 

1ml Stock I + 9ml 
Stock II immer 
frisch ansetzen 
(RT) 

Maus-IgG Jackson Immunoresearch 

Normal mouse serum 

015-000-120 

+5ml dH2O 50mg/ml Protein 

Collagenase D („CD“) Roche 500mg 11088858001 + 5ml PBS 100µg/µl 

DNAse („D“) Roche 100mg 

10104159001 

+ 2ml PBS 50µg/µl 

PMA Phorbol 12-Myrisate 13-
Acetat  Sigma 79346-1MG 

+1ml Ethanol p.a. 1µg/µl 

Ionomycin Calbiochem 1mg 407950 +1ml Methanol p.a. 1µg/µl 

Brefeldin A (BFA) Sigma 654-5mg +1ml Ethanol p.a. 5µg/µl 

 

 Platte ausschlagen 
20. Färben 
intrazellulär 

 Mastermix: 100µl Permeabilisation buffer + 
AK/Probe 

 Inkubation 30min 

  

21. Waschen (2x)  100µl 1x Permeabilisation buffer (Foxp3 kit) 
 Zentrifuge: 360g, 2min, 4°C 
 Platte ausschlagen 

  

22. fertig  Zellen in 100µL PBS (FACS Tubes) 
aufnehmen und bei 4°C lagern  

 (wenn nicht fixiert mit 1% PFA, innerhalb der 
nächsten 24h messen) 

 Oder PBS in Platte, wenn 
FACSen am nächsten Tag. 
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 Herzeinzelzellsuspension- Gentle-MACS 

MMph 

 

Anmerkungen 

 1. Herz ausbauen  Stück für RNA, Scheibe für Histo 
abschneiden, Zweiteilen, in C-Tubes mit 5ml 
HBSS++ geben 

 

 

 2. Gentle-MACS  10µl DNAse, 20µl Collagenase I, 10µl 
Collagenase II 

 M_heart_01 und  m_heart_02.01 laufen 
lassen (C-Tubes aufbewahren) 

 Kurz anfugen, damit die Überführung besser 
klappt 

 Collagenase II 
Stock:100mg/ml 

 3. Inkubieren  In 15ml Falcons überführen 
 30min bei 37°C im MACS Mix Rotator 

inkubieren 

 Im Brutschrank 

 4. Zellsieb  Zellen kurz anfugen (1min) damit sich die 
Stückchen besser überführen lassen 

 1mL von 5mL Zellsuspension für MMph über 
70µm Sieb geben, mit Stempel matschen 

 Mit 10ml kaltem MACS spülen 
 Zentrifuge: 360g, 8min, 4°C  

 

 6. Ery-Lyse  Pellet in 1ml Ery-Lyse Puffer resuspendieren 
 Nach 7 min Reaktion mit 10ml kaltem MACS 

abstoppen 
 Zentrifuge: 360g, 8min, 4°C 

 

 7. Zellsieb  In 10ml MACS aufnehmen 
 Über 40µm Sieb geben, mit Stempel 

matschen 
 Mit 10ml MACS spülen 

 

 8. Waschen  Zentrifuge: 360g, 8min, 4°C 
 Dekantieren und Abtropfen (Zellstoff) 
 in 100µl MACS 

 

 9. Überführen 96-
well 

 Resuspension des Pellets mit dem Rücklauf 
vollständig überführen in 96-well Platte 

 Programm 4: 360g, 2min, 4°C 
 Überstand Ausschlagen, nicht klopfen 

 Platte mit V-Buttom (Nicht 
U), sonst haften die Zellen 
nicht. 

 Cave: Bei Makrophagen 
UND T-Zellen Proben 
halbieren, auf Platte 
immer eine Reihe 
freilassen zwischen 
verschiedenen Färbungen 

 10. Blocken  000µl MACS + 5% Mausserum (10µl 
Mausserum/190µl) 

 Inkubation 20min, Kühlschrank 4°C 
 AK-Mix vorbereiten 
 Programm 4: 360g, 2min, 4°C 
 Platte ausschlagen 

 

 11. Färben 
Oberfläche 

 AK-Mastermix: In MACS, 50µl/Probe 
 20 min Inkubation, lichtgeschützt, 4°C  
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 Bestellnummer Resuspendieren KonzEnd 

Erylyse-Puffer Stock I: 170mM Tris-HCl, pH 
7,6 

Stock II: 160mM NH4Cl 

4,22g ad 200ml 
dH2O 

1,71g ad 200ml 
dH2O 

1ml Stock I + 9ml 
Stock II immer 
frisch ansetzen 
(RT) 

Maus-IgG 
(Mausserum) 

Jackson Immunoresearch 

Normal mouse serum 

015-000-120 

+5ml dH2O 50mg/ml Protein 

Collagenase D 
(„CD“) 

Roche 500mg 11088858001 + 5ml PBS 100µg/µl 

DNAse („D“) Roche 100mg 

10104159001 

+ 2ml PBS 50µg/µl 

 

 12. fertig  100µl PBS auf die Zellen geben und bei 4°C 
lagern und am Messtag direkt vor der 
Messung resuspendieren und in FACS Tubes 
überführen 

 



Anhang 

152 

Sirius Rot - Fast Green 

Schritt Bemerkungen Dauer/ Ergebnis 
Entparaffinieren: 
 

 
3x Xylol 5 Minuten 
3x 100% EtOH 5 Minuten 
2x 96% EtOH 5 Minuten 
2x 70% EtOH 5 Minuten 
3x dest. H2O 5 Minuten 

Sirius Rot-Färbung: vor Gebrauch 5mL Eisessig 
auf 100mL Färbelösung 

10 Minuten 

Saures dest. H2O: · 300mL Eisessig 

· 660mL dest. H2O 

10 Sek. 

dest. H2O:  
10 Sek 

Fast Green-Färbung: vor Gebrauch 5mL Eisessig 
auf 100mL Färbelösung 

mehrmals dippen, damit auf 
dem Schnitt keine Luftblasen 
verbleiben, sonst bleiben rote 
Bereiche 

3 Minuten 

Saures dest. H2O: · 300mL Eisessig 

· 660mL dest. H2O 
10 Sek. 

dest. H2O:  
kurz 

Aufsteigende Alkoholreihe: Ethanol wirklich kurz (dippen 
bis die Schlieren 
verschwinden), weil sonst das 
Fast Green herausgewaschen 
wird 

1x 70% EtOH kurz 
3x 96% EtOH kurz 
3x 100% EtOH kurz 
3x Xylol 5 Minuten 

Eindecken: 
wasserfreiem Eindeckmedium 
(Eukit, Entellan) 

 

Sirius Rot 0,1%: 
· 1g Direkt Red 80 (Sirius Rot) 

· 1L gesättigte wässrige 

 

Pikrinsäure: 
 

· 15-20g Pikrinsäure in 500mL 
heißem dest. H2O gelöst 

· 12-15g Pikrinsäure in 500mL 
kaltem dest. H2O gelöst 

  gemischt und 24h reifen 
lassen 

· filtriert und pH: 2,0 

Pikrinsäure ist im trockenen 
Zustand explosiv, daher wird 
die gesättigte Pikrinsäure 
fertig gekauft 

Fast Green: · 1g Fast Green FCF 
· 1L gesättigte wässrige 
Pikrinsäure 

 

Färbeergebnis:  · Kollagen/ Bindegewebe rot 
· Erythrozyten gelb 
· Muskulatur, Zytoplasma, 
Schleim grün 
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PAS 

Schritt Bemerkungen Dauer/ Ergebnis 
Entparaffinieren: 
 

 
3x Xylol 5 Minuten 
3x 100% EtOH 5 Minuten 
2x 96% EtOH 5 Minuten 
2x 70% EtOH 5 Minuten 
3x dest. H2O 5 Minuten 

Perjodsäure (0,1%) 
 15 Minuten 

Fließendes Leitungswasser 
 2-3 Minuten 

dest. H2O:  
kurz 

Schiff´sches Reagenz zu Beginn der Färbung aus 
Marlies Kühlschrank holen 

Vorsicht! Sauber arbeiten! 
Färbt alles farbecht pink! 

40-60 Minuten (länger mit 
steigendem Alter der 
Reagenz) 

Fließendes Leitungswasser 
Warmes Wasser! 7 Minuten 

dest. H2O:  
kurz 

Hämalaun nach Böhmer Vor Gebrauch immer filtern! 
1-3 Minuten (länger mit 
steigendem Alter der 
Reagenz) 

Fließendes Leitungswasser 
 2-3 Minuten 

Differenzieren mit HCl-
Alkohol Danach Mikroskop-Kontrollen sehr kurz (3x Dippen) 

dest. H2O:  
kurz 

Aufsteigende Alkoholreihe: 
 1x 70% EtOH 2 Minuten 

2x 90% EtOH 2 Minuten 
3x 100% EtOH 2, 5 und 10 
Minuten 
3x Xylol 5 Minuten 

Eindecken: wasserfreiem 
Eindeckmedium (Eukit, 
Entellan) 

 

Hämalaun nach Böhmer 
1.) 250 mL Aqua bidest. 

12,5 g 
Aluminiumkaliumsulfat 
(KAl(SO4)2*12H2O) 

0,125 g Na-Iodat (NaIO3) 

2.) 1,25 g Hämatoxylin 

12,5 mL Ethanol absolut 
(EtOH) 

Lösung 2 über Nacht 
abgedeckt rühren lassen 

 

Färbeergebnis:    PAS-positive Substanzen: 
leuchtend rot (magenta, pink, 
hellviolett) 
  Zellkerne: blau 
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RNA isolation with Trizol 

Storafw: Trizol: fridge, Chloroform: solvent cupboard, 80% EtOH: -20 °C, RNaseOUT: -20°C, samples: -80°C 

Step What  Conditions Calculation/ coments 
Tissue crushing per sample: 

500µL Trizol in 1,5mL tube 
add 1 Wolframcarbid ball 
add the frozen tissue 
sample 

Homogenizer 
1 min 

Working under fume hood! 
 
Final Trizol volume in a 50mL falcon 
for better pipetting 

Adding 
Chloroform 

add 100µL chloroform per 
tube 

Centrifugation 
11000xg 
15 min 

shake until the solution is milky before 
centrifugation 

Phase 
separation 

Take the upper phase with 
pipettes 

add same volume 
Isopropanol 

Incubation  
RT 
30 min 

for 200µL upper phase, 200µL 
Isopropanol 

the other phase into chloroform waste 

Washing  Centrifugation 
11000xg 
10 min 

 

discard the supernatant 

add 500µL ice cold Ethanol 
80% 

Centrifugation 
11000xg 
10 min 

supernatant into GIT waste 

discard the supernatant 

add 500µL ice cold Ethanol 
80% 

Centrifugation 
11000xg 
10 min 

supernatant into GIT waste 

Dry the pellet discard the supernatant Centrifugation 
Full speed 
10 min 

supernatant into GIT waste 

Dry the pellet in Speed-Vac Temp. Low 
5 min 

 

Elute RNA for RNAse-free H2O: 
1µL RNAseOUT 
and 99µL H2O 

Incubation 
on ice 
1 hr 

50µL RNAse free H2O for kidneys 
20µL RNAse free H2O for heart 

Storage  at -80°C 
 

 

 

 

 

 

 

 


