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1 Zusammenfassende Darstellung der anteiligen 
Publikation 

 

Die vorliegende Dissertation beruht in Teilen auf der Publikation „Complement component C3 as 

a new target to lower albuminuria in hypertensive kidney disease“, welche am 12. April 2023 von 

der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Wenzel mit drei Erstautorenschaften (Marlies Bode, Jan 

Nieklas Diemer, The Vinh Luu) veröffentlicht wurde. Die Publikation wurde in einem anerkannten 

peer-reviewed Journal veröffentlicht („British Journal of Pharmacology“, 5-Jahres Einflussfaktor 

(Impact Factor) 9,47 (2023)), in welchem vor allem translationale Themen mit klinisch-

experimentellem und pharmakologischem Kontextbezug publiziert werden.  

Inhaltlich kann die methodische Datenerhebung zur Evaluation der Rolle des Komplementfaktors 

C3 in der Publikation in drei Teile gegliedert werden:  

1. Analyse auf C3 in humanen Nierenbiopsien von Patienten mit maligner Nephrosklerose 

2. Nutzen von C3-/- Mäuse im Hypertonusmodell 

3. Anwendung von C3 und C5-siRNA Inhibition im Hypertonusmodell 

Die Daten des 3. Teils der Publikation entspringen der vorliegenden Dissertation.  
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2 Einleitung 
 

2.1 Hypertonie und das Immunsystem 

 

Die arterielle Hypertonie ist einer der häufigsten Todesursachen in der modernen Welt und steht 

laut epidemiologischen Statistiken der World Health Organisation (WHO) mit 54 % der Schlaganfälle 

und 47 % aller Herzinfarkte in Verbindung (Lawes, Hoorn & Rodgers, 2008). Darüber hinaus zeigt 

eine weitere Studie der WHO, dass sich die Inzidenz des arteriellen Hypertonus innerhalb von 20 

Jahren (1990 – 2019) verdoppelt hat (Zhou et al., 2021).  

Sowohl die Ursachen als auch die Folgen eines primären Hypertonus sind multifaktoriell. Dennoch 

sind die spezifischen kausalen Pathomechanismen, die zur Entstehung eines primären Hypertonus 

führen oder die Progression der Endorganschäden bei Hypertonie maßgeblich beeinflussen, noch 

nicht ausreichend erforscht und analysiert worden. Angesichts der epidemiologischen Daten und 

den weiterhin unklaren Pathomechanismen der arteriellen Hypertonie ist es von großer Bedeutung, 

eine Therapie zu finden, die nicht nur symptomatisch den Blutdruck senkt, sondern auch 

inflammatorische Schäden verhindern kann.  

Vor einigen Jahren berichtete eine Studie von der Rolle des Immunsystems im arteriellen 

Hypertonus, da RAG-1 defiziente Mäuse, Mäuse ohne T- und B-Lymphozyten, einen niedrigeren 

systolischen Blutdruck und mildere Endorganschäden nach einer Angiotensin II Infusion 

entwickelten (Guzik et al., 2007). Folgend danach wurden immer mehr Erkenntnisse bezüglich der 

Funktion des Immunsystems in der Pathogenese des arteriellen Hypertonus gemacht (Wenzel et 

al., 2016; Drummond et al., 2019). Damit wurde das Forschungsfeld der Immunologie und 

Inflammation in der Blutdruckforschung etabliert. 

 

2.2 Das Komplementsystem im arteriellen Hypertonus 

 

Das Komplementsystem fungiert als Teil des angeborenen Immunsystems und besteht aus ca. 30 

Plasmaproteinen, den Komplementfaktoren und zellgebundenen Rezeptoren. Es dient primär der 

Abwehr gegenüber Pathogenen („Immunosurveillance“), der Opsonierung und der Verstärkung von 

proinflammatorischen Reaktionen. Die Opsonierung von Pathogenen erleichtert die Phagozytose 

durch antigenpräsentierende Zellen, welche wiederum Komplementrezeptoren besitzen. Das 

Komplementsystem agiert somit einerseits selbstständig und andererseits bildet es die Verbindung 

zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem. Die Komplementaktivierung kann über drei 

verschiedene Kaskaden erfolgen: Der klassische Weg, der alternative Weg und der Lektin-Weg. Alle 

drei Wege enden dabei in der Bildung der C3-Konvertase und somit direkt auch in der Bildung der 
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C5-Konvertase, welche in weiteren Schritten die Bildung des Membranangriffskomplex (MAC) 

induziert.  

Daten der letzten Jahre zeigen, dass die Funktion des Komplementsystems sich nicht nur auf die 

Rolle im angeborenen Immunsystem beschränkt, sondern eine wichtige Rolle im adaptiven 

Immunsystem und in Pathomechanismen anderer Erkrankungen spielt. In diesem Sinne hat die 

steigende Zahl klinischer Zustände, die mit einer Komplementaktivierung assoziiert sind, ein neues 

Interesse an therapeutischen Optionen durch Modulation des Komplementsystems geweckt 

(Ricklin et al., 2018; Wenzel, Kemper & Bode, 2021).  

Eine der neuen Rollen des Komplementsystems präsentiert sich in der Bluthochdruckforschung . 

Laut Kohortenstudien ist die Entwicklung eines arteriellen Hypertonus in Patienten mit der 

Serumkonzentration des Komplementfaktors C3 assoziiert (Engström et al., 2007a; Bao et al., 2017). 

Diese Erkenntnis ist ebenfalls in Rattenmodellen zu sehen, wo sich in einem Blutdruckmodell 

vermehrt Ablagerungen und Expression des Komplementfaktors C3 in Niere und glatten 

Muskelzellen darstellen lassen (Chen et al., 2020a; Fischer et al., 2021). In einem weiteren Schritt 

demonstrierte Negishi et al., dass C3-defiziente Ratten in einem Hypertonusmodell im Vergleich zur 

Kontrollgruppe mildere Endorganschäden zeigten.  

Mäuse mit einem Doppelknockout (DKO) der beiden Komplementrezeptoren C3aR und C5aR 

zeigten einen milderen Verlauf im Angiotensin II (Ang II)-Modell als Wildtyp Mäuse (Chen et al., 

2018). Diese Beobachtung wird über die Funktion der regulatorischen T-Zellen (Treg) erklärt, da ein 

Transfer von DKO-Tregs im Gegensatz zu Wildtyp-Tregs zu einer Protektion im Ang II-Modell führte.  

Eine Inhibition des C5aR in mäuslicher Hypertonie zeigt darüber hinaus eine nephroprotektive 

Wirkung (Weiss et al., 2016).  

Die Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie lässt sich somit nicht unbedingt allein durch die          

Regulation des Salzwasserhaushaltes und der Regulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-

Systems vollständig erklären (Drummond et al., 2019). Komplementaktivierung stellt einen 

möglichen Forschungsansatz dar, welcher das Verständnis von Inflammation in hypertensiven 

Endorganschäden erweitern könnte. 

 

2.3 Arbeitshypothese und Fragestellung 

 

In dieser Arbeit wurde die Rolle der hepatischen Komplementfaktoren C3 und C5 bei hypertensiven 

Endorganschäden der Maus evaluiert. Dazu wurde die arterielle Hypertonie mit zwei verschiedenen 

Modellen, dem DOCA-Salz Modell und dem Ang II-Modell, in C57/Bl6 Mäusen induziert. Um die 

Rolle der hepatischen Komplementfaktoren zu evaluieren, wurden diese mithilfe einer GalNAc (N-

Acetylgalactosamin) konjugierten siRNA in den Mäusen inhibiert. Dieser Ansatz ermöglicht im 
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Gegensatz zur Untersuchung einer Knockout-Maus den Vorteil, dass Störfaktoren wie ein Einfluss 

des Knockouts auf die embryonale Genese der Maus auszuschließen sind. Darüber hinaus stellt der 

Ansatz einer siRNA Applikation einen direkteren therapeutischen Versuch dar, weshalb die 

Translationalität des Versuchs somit eher gewährleistet ist. Die Konjugation mit GalNAc erlaubt 

durch die spezifische Bindung an Asialoglykoproteinrezeptoren eine spezifische Inhibition der 

hepatischen Proteine (Springer & Dowdy, 2018). Dies ermöglicht der siRNA den „RNA-induced 

silencing complex“ (RISC) zu formen und somit die Proteinbiosynthese zu inhibieren.  

In diesem Sinne ist die Hypothese dieser Arbeit, dass eine individuelle Blockade des 

Komplementfaktors C3 oder C5 in der Leber zu einer Senkung des Blutdrucks und einer milderen 

Ausprägung hypertensiver Endorganschäden führt.   
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3 Material and Methoden 

 

3.1 Versuchstiere und Gruppeneinteilung 

 

Die Versuchstiere für die Experimente dieser Arbeit bestanden aus zehn bis zwölf Wochen alten 

C57/Bl6 Mäusen. Diese wurden in standardisierten Käfigen in Dreier- bis Vierergruppen gehalten.  

Die Käfige wurden alle drei bis vier Tage ausgewechselt und die Tiere besaßen permanenten Zugang 

zu Trockenfutterpellets, Trinkwasser oder 0,9-prozentiger Natriumchloridlösung. Zudem wurden 

die Käfige mit Einstreu auf Holzbasis und Nestmaterial aus Zellstoff ausgestattet.  

Ein physiologisch zirkadianer Rhythmus wurde mit Hilfe eines Tag- und Nachtrhythmus 

sichergestellt. Die Tageszeit wurde mit Licht von 5 Uhr morgens bis 17 Uhr imitiert, während die 

Nachtzeit mit Rotlicht zwischen 17 und 5 Uhr eingestellt war. Die Raumtemperatur in den 

Tierräumen wurde konstant bei 20°C bis 24°C gehalten, während die relative Luftfeuchtigkeit bei 

60% beibehalten wurde.  Der Gesundheitsstatus der Tiere wurde täglich anhand von Aktivität,  

Aussehen und Nestverhalten überprüft.  

Insgesamt wurden vier Gruppen aus Wildtypmäusen in zwei verschiedenen Modellen erfasst: Dem 

DOCA-Salz Modell und dem Ang II-Modell. Die vier Gruppen bestanden aus einer normotensiven 

Kontrollgruppe, einer hypertensiven mit Kontroll-siRNA behandelten Gruppe, einer hypertensiven 

mit C3-siRNA behandelten Gruppe und einer mit C5-siRNA behandelten Gruppe. Bei der Kontroll-

siRNA handelt es sich um eine siRNA, welche gegen Luciferase gerichtet ist, ein Enzym, das bei 

Säugetieren nicht vorhanden ist. Die siRNA wurde jeweils zu bestimmten Zeitpunkten (s. 2.2.1 und 

2.2.2) subkutan injiziert. Die Kontroll-, C3-, und C5-siRNA-Proben waren jeweils mit GalNAc 

konjugiert, sodass dies eine spezifische hepatische Inhibition ermöglicht worden ist.  

 

3.2 Blutdruckmodelle 

 

Um hypertensive Endorganschäden zu induzieren, wurden sowohl Ang II-Modell als auch DOCA-

Salz Modell an C57/Bl6 Wildtyp Mäusen angewendet. Im Rahmen beider Versuchsmodelle 

erhielten die Versuchstiere ab dem ersten präoperativen bis zum ersten postoperativen Tag eine 

Analgesie. Diese bestand aus einer subkutanen Verabreicherung von Buprenorphin in einer 

Konzentration von 0,1mg/kg sowie der Zugabe von Tramadol zum Trinkwasser mit einer 

entsprechenden Konzentration von 0,5mg/ml.   
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3.2.1 Angiotensin II-Modell  

Zu Beginn des Modells wurden Mäuse unter einer Isofluran Narkose und einer prä- und 

postoperativen (dreitägigen) Tramadol Analgesie auf der rechten Seite nephrektomiert. Sieben 

Tage nach der Nephrektomie wurde das Trinkwasser in den Versuchsgruppen mit 0,9-prozentiger 

Natriumchloridlösung ausgetauscht, um den renalen Schaden zu aggravieren. Anschließend 

wurden nach sieben weiteren Tagen eine osmotische Minipumpe subkutan implantiert, welche für 

zwei Wochen kontinuierlich 1,5ng/g/min Angiotensin II infundiert. Die Organentnahme erfolgte 

zwei Wochen nach der Implantation der osmotischen Minipumpe. Die siRNA Injektionen erfolgten 

zweimal im Abstand von zwei Wochen. 

 

Abbildung 1: Zeitlicher Verlauf und Übersicht des Ang II-Modells. 

 

3.2.2 DOCA-Salz Modell 

Zu Beginn des Modells werden die Mäuse auf der rechten Seite nephrektomiert. Gleichzeitig wird 

ein 50mg DOCA-Pellet subkutan implantiert. Zusätzlich erhalten die Tiere in den hypertensiven 

Versuchsgruppen eine 0,9% konzentrierte Natriumchlorid (NaCl) Lösung als Trinkwasser. Drei 

Wochen nach dem Eingriff wird ein zweites DOCA-Pellet implantiert, um die DOCA-Konzentration 

auf einem adäquaten Level zu halten, da die Pellets nur 21 Tage lang DOCA abgeben. Die 

Organentnahme erfolgte in der sechsten Woche. SiRNA-Injektionen wurden in zwei Wochen 

Abständen gegeben.  
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Abbildung 2: Zeitlicher Verlauf und Übersicht des DOCA-Salz Modells.  

 

3.3 Anwendung der siRNA 

C3- und C5-Plasmaspiegel wurden mithilfe der siRNA in Versuchsmäusen herunterreguliert. Dabei 

wurde eine subkutan-verabreichtete N-Acetylgalactosamin (GalNAc) konjungierte small interfering 

RNA (siRNA), welche den hepatischen Komplementfaktor C3 (oder C5) anzielt, benutzt. Die 

Konjugation mit GalNAc ermöglicht es, dass die siRNA an Asiologlykoproteinrezeptoren, welche nur 

auf Hepatozyten exprimiert sind, binden kann. Dieser Ansatz hemmt somit die jeweilige hepatische 

C3- oder C5-Produktion, während die extrahepatische C3 oder C5-Produktion unbeeinflusst bleibt.  

Die Kontroll-siRNA zielte auf das Enzym Luciferase ab.  

Die siRNA Proben wurden mit destilliertem Wasser zu einer Konzentration von 1 µl/µg verdünnt 

und anschließend in 1,5 ml Eppendorf-Tubes aliquotiert. Weiterhin erfolgte die Lagerung in einem 

-80°C Gefrierschrank. Das Dosiervolumen für die Mäuse wurde abhängig von dem Gewicht der 

einzelnen Maus errechnet, sodass eine Zielkonzentration von 10 µg siRNA pro 1 g Mausgewicht 

angestrebt wurde. Das jeweilige Körpergewicht der Mäuse wurde einen Tag vor der siRNA-Injektion 

gemessen. Die siRNA-Injektion erfolgte dabei subkutan. Die Kontroll-, C3- und C5-siRNA wurden alle 

von Alnylam Pharmaceuticals Inc. bereitgestellt und wie beschrieben verwendet (Kusner et al., 

2019). 

 

3.4 Blutdruckmessung 
 

Der systolische Blutdruck wurde am sechsten und am zwölften Tag im Ang II-Modell gemessen, 

während im DOCA-Salz Modell dieser in der dritten und sechsten Woche gemessen wurde. Die 

Messung erfolgte mithilfe einer Schwanzmanschette (MC4000 Blood Pressure Analysis System, 

Hatteras Instruments, Cary, USA). Vor der Durchführung der Messung wurde ein magnetischer 
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Maushalter verwendet, um die Mäuse auf einem Tablett zu positionieren. Anschließend wurde die 

Messung nach fünf bis zehn Minuten durchgeführt, um den Ruheblutdruck zu erreichen.  

Während einer Messsitzung bläht sich die Manschette graduell um den Schwanz der Maus herum 

auf, um schließlich den Blutfluss kurz anzuhalten. Anschließend wird der Druck in der Manschette 

entlastet, sodass aus der Blutdruckkurve der systolische Blutdruck entnommen werden kann. 

Druckwellen wurden durch einen Oszilliographensensor unter dem Schwanz ermittelt. Eine 

Messsitzung bestand aus fünf vorläufigen Messzyklen, gefolgt von weiteren zehn Messzyklen. Aus 

den zehn Zyklen wurde für die statistische Auswertung ein Mittelwert errechnet. Zur Gewöhnung 

und Vermeidung von Artefakten aufgrund von Bewegung oder Nervosität wurden vier 

Messsitzungen an vier verschiedenen Tagen zu ähnlichen Zeiten durchgeführt (Weiss et al., 2016; 

Ahadzadeh et al., 2018).  

 

3.5 Albuminurie 

 

Während der Durchführung der Experimente wurde Urin von den Mäusen am Tag 3, 7 und 13 im 

Ang II-Versuch und wöchentlich im DOCA-Salz Versuch gesammelt. Dabei wurden die Mäuse 

maximal sechs Stunden lang auf 96-Well Platten in einem Stoffwechselkäfige platziert. Danach 

wurden die Mäuse zurück in ihre Käfige gesetzt und der Urin aus den Well-Platten in 1,5 ml 

Eppendorf-Tubes pipettiert. Die Albuminurie wurde durch Division der Albuminkonzentration 

durch die Kreatininkonzentration ermittelt. Dabei wurde die Albuminkonzentration über einen 

ELISA (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA) und die Kreatininkonzentration mithilfe des 

COBAS Integra 400 Plus bestimmt. Um die Konzentration des Albumins in den Urinproben zu 

beurteilen, da für die ELISA-Bestimmung verdünnte Proben benutzt werden, wurden 9µl jeder 

Urinprobe auf das Proteinfeld eines Urinteststreifen pipettiert. Folgendes Schema wurde zur 

Orientierung benutzt, um die Urinproben mit „Sample Conjugat Diluent“ zu verdünnen: 0=1:500; 

+=1:5000; ++=1:20.000; +++=1:50.000; ++++=100.000. Anschließend wurde ein ELISA nach 

Protokoll durchgeführt.  

 

3.6 Histopathologische Untersuchung 

 

Nach der Organentnahme wurden Herz- und Nierengewebe für 24 Stunden in vier-prozentiger 

gepufferter Formalinlösung fixiert. Anschließend wurden die Proben in Paraffin eingebettet und mit 

einer Dicke von 1,5µm geschnitten. Die Histologien wurden danach entparaffiniert und mit einer 

Schiffschen Probe für eine reguläre PAS-Färbung gefärbt.  
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Der glomeruläre Schaden wurde semiquantitativ in einer 40er-Vergrößerung ermittelt. Ein Wert 

von 0 weist auf keinen Schaden, ein Wert von 1 weist auf milden Schaden in einem Drittel des 

Glomerulus, ein Wert von 2 weist auf einen Schaden, welcher mindestens die Hälfte des Glomerulus 

betrifft und ein Wert von 3 zeigt einen schweren Schaden über den gesamten Glomerulus an. Es 

wurden insgesamt 30 Glomeruli pro Maus analysiert und der entsprechende Durchschnittswert der 

Scorings für die Auswertung genutzt (Krebs et al., 2014).  

Darüber hinaus wurde die Messung der Größe des Glomerulus parallel zum Scoring der Glomeruli 

computerunterstützt durchgeführt.   

Der tubulointerstitielle Schaden wurde ebenfalls semiquantitativ mithilfe einer Skala bestimmt. Ein 

Wert von 0 indiziert keinen Schaden, 1 milden Schaden, 2 moderaten Schaden und 3 schweren 

Schaden. Tubulointerstitielle Schaden wurde durch eine Erweiterung des Tubuluslumens, einer 

Verflachung und Atrophie der Tubuluszellen sowie einer Vergrößerung der Basalmembran und 

einer Verbreiterung und Vernarbung des Interstitiums definiert.  

 

3.7 Quantitative Real Time PCR  

 

Die RNA wurde aus Herz-, Leber- und Nierengewebe isoliert und nach dem RNA-Isolationsprotokoll 

mit Trizol durchgeführt. Die quantitative real time PCR erfolgt mit Hilfe des PCR QuantStudio 3 

Systems (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA). Dabei wurde ein „Power Up SYBR Green Master 

Mix“ (Thermo Fischer Scientific) als Reagenz benutzt. Die mRNA-Konzentration wurde zu der 

Expression von 18S als „Housekeeping-Gen“ normiert. 

 

Folgende mausspezifische Primer wurden benutzt:  

 

18s Fw  CAC GGC CGG TAC AGT GAA AC 

18s Rev   AGA GGA GCG AGC GAC CAA A 

 

C3 Fw  GGA AAC GGT GGT GGA GAA AG 

C3 Rev  ATA AGA CAG TGG AGC CAG GG 

 

C5 Fw  GCC GGA CCA GTC AGT AAA GA 

C5 Rev  AAG ACA GTC TCC CGT TTG GC 

 

Renin Fw GCT CTG GAG TCC TTG CAC CTT 

Renin Rev CTT GAG CGG GAT TCG TTC AA 
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PAI-1 Fw GGA CAC CCT CAG CAT GTT CA 

PAI-1 Rev TCT GAT GAG TTC AGC ATC CAA GAT 

 

NGAL Fw ATG TCA CCT CCA TCC TGG TC 

NGAL Rev CCT GGA GCT TGG AAC AAA TG 

 

CCL2 Fw  GGC TCA GCC AGA TGC AGT TAA 

CCL2 Rev  CCT ACT CAT TGG GAT CAT CTT GCT 

 

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 

 

3.8 Plasmauntersuchung 

 

Plasmaproben wurden bei der Organentnahme am letzten Tag des Versuches über eine 

Herzpunktion in tiefer Narkose gewonnen. Die jeweiligen Blutröhrchen wurden vor der 

Herzpunktion zur Konservierung mit Heparin versetzt. Die Harnstoff-N- und 

Cholesterinkonzentrationen im Plasma wurden über das COBAS Integra 400 plus bestimmt. C3- und 

C5-Plasma Konzentrationen wurden mit einem ELISA von Abcam (#ab157711) von Alnylam 

Pharmaceuticals in Boston bestimmt.  

 

3.9 Western-Blot  
 

Die Proteinproben wurden für die Western-Blot-Analyse bereitgestellt, indem T-Per-Puffer 

(Thermo Fisher Scientific, USA) hinzugefügt und anschließend sonifiziert wurden. Proteine 

(10 μg) wurden durch Elektrophorese in Precast-Gelen (Bio-Rad, USA), die SDS enthalten, 

in einer Elektrophoresekammer (Bio-Rad, USA) in Anwesenheit eines Migrationspuffers 

separiert. Die Proteine wurden dann unter Halbtrockenbedingungen auf eine PVDF-

Membran (Millipore), die in Methanol getränkt ist, mit Transblot Turbo (Bio-Rad, USA) bei 

25 V konstant für 30 Minuten übertragen. Die Membranen wurden in 3% Trockenmilch mit 

TBST blockiert und über Nacht mit dem Primärantikörper inkubiert. Am nächsten Tag 

wurde eine Stunde lang bei Raumtemperatur mit sekundären Antikörpern inkubiert. Als 
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Primärantikörper wurde der Goat-C3-Antikörper (GeneTex, USA) mit SuperBlock Blocking 

Buffer (Thermo Fisher Scientific, USA) und Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierten 

sekundären Antikörpern (Donkey anti-Goat) in 3% Trockenmilch mit TBST verwendet. Die 

Membranen wurden nach der Inkubation mit Primär- und Sekundärantikörpern dreimal für 

10 Minuten in TBS-Tween 0,05% gewaschen. Die Detektion wurde mit SuperSignal West 

Pico Plus Chemilumineszenz-Substrat (Thermo Fisher Scientific, USA) durchgeführt und mit 

dem Amersham Imager 600 (GE Healthcare, USA) analysiert. Für die Housekeeping-Analyse 

des Gewebes wurde der Maus ß-Actin (Sigma Aldrich, USA) und HRP-konjugierte Donkey 

anti-Mouse Antikörper (Jackson ImmunoResearch Laboratories, USA) verwendet. Plasma-

Proben wurden gegen Albumin normalisiert, daher wurde die Membran mit 0,2% Ponceau 

S-Lösung (Thermo Fisher Scientific, USA) gefärbt und mit dem Imager analysiert. Da es kein 

geeignetes Housekeeping-Protein in Urinproben gibt, wurde die Urinmenge jeder Bahn 

durch Normalisierung auf 0,3μg Kreatinin für jede Probe angepasst. 

3.10 Bestimmung der Glomerulären Filtrationsrate (GFR)  

 

Die transkutane Messung der glomerulären Filtrationsrate (GFR) erfolgte an wachen Mäusen unter 

Verwendung eines miniaturisierten Geräts mit internem Speicher. Dieses ermöglicht die Erfassung 

der Eliminationskinetik des fluoreszierenden Nierenmarkers FITC-Sinistrin. Die Messprozedur 

beginnt mit einer einminütigen Aufnahme des Hintergrundsignals, bevor FITC-Sinistrin durch 

retrobulbäre Injektion verabreicht wird. Während die Mäuse wach sind und freien Zugang zu Futter 

und Wasser haben, dauert die Messung insgesamt eine Stunde. Die Berechnung der GFR erfolgt 

abschließend durch Auswertung der Plasma-Clearance von FITC-Sinistrin mithilfe der "MPD lab"-

Software (Schreiber et al., 2012). 

 

3.11 Leukozytenisolation für die FACS-Analyse  

 

Für die Leukozytenisolation wurde während der Organentnahme am letzten Tag des Versuches 

Nierengewebe mit einem Skalpell zerkleinert und in C-Tubes mit einer Digestionslösung, bestehend 

aus RPMI 1640 mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% HEPES, inkubiert. Danach wurde das 

Nierengewebe mit Collagenase D und DNAse für 45 Minuten in einem Wasserbad bei 37°C 

inkubiert.  

Anschließend wurde das Erstellen der Einzelzellsuspension durch Verwendung eines Gentle-MACS 

ermöglicht. Nach der Verwendung des Gentle-MACS wurden die Proben bei 300g für 8 Minuten bei 
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23°C zentrifugiert. Die überstehende Flüssigkeit wurde verworfen. Das verbleibende Pellet wurde 

in 10ml MACS-Puffer resuspendiert und auf ein 70µm² Sieb überführt.   

Danach wurde den Proben bei Raumtemperatur 7ml einer 37-prozentigen Percoll-Lösung 

zugesetzt. Nach einer weiteren Zentrifugation unter 500g und 23°C für 15 Minuten und das 

Verwerfen des Überstandes wurden 10ml MACS-Puffer zu jeder Probe hinzugefügt. Weiterhin 

wurden die Proben nach diesem Schritt erneut zentrifugiert (300g, 8min, 4°C) und der resultierende 

Überstand wurde verworfen. Dann wurde für die Erythrozyten-Lyse 1 ml eines Erythrozyten-Lyse-

Puffers auf die Proben gegeben. Diese Reaktion wurde nach 5-7 Minuten durch Zugabe von 14 ml 

MACS-Puffer gestoppt. Ein weiterer Waschschritt (Zentrifugieren und Verwerfen des Überstandes) 

wurde durchgeführt. Das verbleibende Pellet wurde in 10ml MACS resuspendiert und auf ein 40  

µm² Sieb überführt. Schließlich erfolgte ein letzter Waschschritt, sodass nur ein Pellet zurückbleibt.  

Dieses Pellet wurde dann auf eine Platte mit 96 Wells überführt und bei 360g und 4°C für 2 Minuten 

zentrifugiert. Um spezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden 10µl murines Serum 

zugegeben, welches für 15 Minuten bei 4°C inkubiert wurde. Für die FACS-Analyse wurden 

Fluorchrom-konjugierte Antikörper verwendet. Zur Zellzählung wurden CD45 (30-F11) Antikörper 

und Zählperlen verwendet. Die Messung wurde mit einem Becton & Dickinson LSRII System und der 

dazugehörigen DIVA Software durchgeführt. Die Datenanalyse erfolgte mit der FlowJo-Software 

(Tree Star, USA).  

 

3.12  Statistische Auswertung 

 

Für die statistische Analyse wurde GraphPad Prism 8.3.0 verwendet. Um eine Normalverteilung der 

Werte zu testen, wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test verwendet. Bei Vorhanden einer 

Normalverteilung wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Nachverfolgungsanalyse 

mittels Turkeys multiplen Vergleichstest mit einer einheitlichen Varianz durchgeführt. Bei nicht 

normalverteilten Daten wurde der Kruskal-Wallis mit einem Dunns multiplen Vergleichstest 

durchgeführt. Für den Vergleich von zwei Parametern wurde ein unpaariger t-Test bei 

Vorhandensein von Normalverteilung und der Mann Whitney Test für nicht normalverteilte Daten 

verwendet. Überlebensprozentwerte wurden nach Kaplan Meier berechnet und Überlebenskurven 

mittels des Log-Rank-Tests verglichen. Unterschiede wurden bei * p<0,05, **p < 0,01, *** p <0,001 

und **** p <0,0001 als statistisch signifikant betrachtet.  
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4 Ergebnisse  

 

4.1 C3-siRNA Inhibition im Ang II-Modell  
 

4.1.1 Inhibition  

Die Behandlung mit GalNAc-konjugierter C3-siRNA führte durchschnittlich zu einer Reduktion der 

hepatischen C3-Expression um 95,58% (Abb. 3A).  

Um das weitere Ausmaß der hepatischen Inhibition zu erfassen, wurde zudem die 

Plasmakonzentration von C3 über einen Western Blot in einer Subgruppe des Versuches bestimmt  

(Abb. 3B). Diese zeigte eine durchschnittliche Erniedrigung auf 21,49 µg/ml ± 1,41 in der C3-siRNA 

Gruppe und 157,50 µg/ml ± 16,73 in der Kontroll-siRNA Gruppe.  
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Abbildung 3: Genetische Expression und Plasmakonzentration von C3.   
In den folgenden Abbildungen werden normotensive Kontrollen mit offenen Kreisen dargestellt. Hypertensive 
Versuchsgruppen, welche eine Ang II-Infusion erhalten haben, werden mit schwarz-gefüllten Kreisen dargestellt.  

A: Die hepatische Expression von C3 wurde durch die C3-siRNA um 95,58% gesenkt (** = p<0,01). 
B: Die Western Blot-Analyse in einer Subgruppe der C3-siRNA-Gruppe ergab eine verminderte Plasmakonzentration von 

C3. 

 

4.1.2 Auswirkungen der Ang II Infusion 

Wie im Methodenteil beschrieben (3.2.1) sezernieren die implantierten osmotischen Pumpen in 

den Versuchsgruppen das Peptidhormon Angiotensin II, das eine bedeutende Rolle in der 

Regulation des Blutdrucks spielt. Durch eine Angiotensin II induzierte Stimulierung der 

Vasokonstriktion und einer Sekretion von Aldosteron wird der Blutdruck physiologisch erhöht.  

Der systolische Blutdruck wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten gemessen: Tag 0 (Basal), Tag 6 

und Tag 12. Die renale Expression von Renin wurde erfasst, um indirekt das Ausmaß des Ang II 

induzierten Hypertonus zu messen. Während die Ang II Infusion eine signifikante Steigerung des 
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Blutdrucks zeigte, erwiesen sich in den Blutdruckmessungen am Tag 6 und Tag 12 keine 

signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll-siRNA und der C3-siRNA Gruppe (Abb. 4A). Die 

renale Renin-Expression zeigte in beiden hypertensiven Versuchsgruppen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe erniedrigte Werte, welches auf die erfolgreiche Anwendung des Modells hinweist,  

da Angiotensin II physiologisch die Renin-Expression hemmt (Abb. 4B).  
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Abbildung 4: Progression des Blutdrucks.  

A: Die Hypertonusgruppen zeigen alle ähnlich progressive Werte im systolischen Blutdruck. Es ist kein signifikanter 
Unterschied unter den Ang II infundierten Gruppen zu sehen (## =p<0,01 zwischen Kontrollen und Kontroll-siRNA; **= 
p<0,01 zwischen Kontrollen und C3-siRNA). 

B: Die Bestimmung der Reninwerte zeigt, dass die hypertensiven Gruppen eine Verminderung von Renin haben. Dies 

bestätigt die Wirkung des Ang II-Modells (** = p<0,01). 

 

Über den 14-tägigen Verlauf des Versuches wurden Mortalitätsraten in beiden hypertensiven 

Gruppen notiert. Es zeigte sich eine durchschnittliche Mortalitätsrate von 45,45 % in der Kontroll-

siRNA Gruppe und 18,18 % in der C3-siRNA Gruppe. Dieses Ergebnis ist jedoch nur bedingt zu 

interpretieren, da sich am ehesten bei geringer n-Zahl beider hypertensiven Versuchsgruppen keine 

statistische Signifikanz errechnet hat (Abb. 5A). 
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Abbildung 5: 14-tägige Überlebensrate im Ang II-Versuch. 
A: Zwar zeigt sich die Kontroll-siRNA Gruppe mit einer Mortalität von 45,45 % betroffener als die C3-siRNA mit 18,18 %, 
jedoch unterscheiden sich diese Werte statistisch nicht signifikant.  

 

4.1.3 Renaler Schaden  

Der renale Schaden wird über die Erfassung der Nierengewichte, der Histologie, der Albuminurie, 

der GFR und der Serumkonzentration von Harnstoff-N im Plasma und der genetisch-renalen 

Expression von etablierten Markern renaler Schädigung (NGAL, CCL2, PAI-1) beurteilt.  

Das Nierengewicht wurde jeweils durch das Körpergewicht oder der Tibialänge dividiert. Dies 

zeigte, dass die Werte in Relation zum Körpergewicht und zur Tibialänge in den hypertensiven 

Gruppen (C3-siRNA und Kontroll-siRNA) im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht waren, jedoch 

untereinander keine signifikanten Unterschiede zu erkennen waren (Abb. 6A-B).  
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Abbildung 6: Relativiertes Nierengewicht. 
A: Die Nierengröße wurde bei der Organentnahme gewogen und in Relation zum Körpergewicht gesetzt. Es liegt kein 
bemerkbarer Unterschied innerhalb der Vergleichsgruppen bezüglich relativem Nierengewicht vor (**= p<0,01).  
B: Die Tibialänge wurde bei der Organentnahme ebenfalls ausgemessen. Hier zeigen sich keine Unterschiede in den 

Relationen zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen (* = p<0,05; ** = p<0,01). 

 
Eine histologische Analyse der PAS-gefärbten Nieren zeigt ähnliche Ausmaße an hypertensiven 

Schäden in den jeweiligen Histologien beider Gruppen. Nach einem semiquantitativen Scoring der 

glomerulären Schäden, der glomerulären Größe und der tubulointerstitiellen Schäden zeigten 

beide hypertensiven Gruppen im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe erhöhte Werte, 

jedoch keine signifikanten Unterschiede untereinander (Abb. 7A-C).  
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Kontrolle     Kontroll-siRNA + Ang II 

 

 
C3-siRNA + Ang II 

 
Abbildung 7: Histologische Auswertung. 
A-C: Glomerulärer Schaden, glomeruläre Größe und tubulointerstitieller Schaden. Die histologische Auswertung der 
Nieren zeigte bei beiden Hypertonusgruppen ähnliche Veränderungen (* = p<0,05; ** = p<0,01).  
D-F: PAS-Färbung der Nieren zeigte in beiden Hypertonusgruppen hypertensive Schäden im Vergleich zur normotensiven 
Kontrollgruppe, jedoch keinen Unterschied zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen.   
 

Die Albuminurie wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten des Versuches erfasst: Tag 3, Tag 7 und 

Tag 13 und über die Konzentrationsbestimmung von Albumin und Kreatinin im Urin erfasst.  
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Die Ang II-Infusion induzierte eine schwere Albuminurie in beiden betroffenen hypertensiven 

Gruppen. Dabei zeigte sich initial am Tag 3 eine statistisch signifikante mildere Ausprägung der 

Albuminurie in der C3-siRNA Gruppe im Vergleich zu der Kontroll-siRNA Gruppe (p<0,05) (Abb. 8A). 

Im weiteren Verlauf ist zu erkennen, dass am Tag 7 die Tendenz zur milderen Albuminurie noch 

besteht, jedoch statistisch nicht nachzuweisen ist. Am Tag 13 ist kein relevanter Unterschied in der 

Ausprägung der Albuminurie mehr zu beobachten (Abb. 8B-C).  
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Abbildung 8: Albuminurie im Verlauf des Versuches. 
A: Die Albuminurie wurde mithilfe des UACR ausgewertet und zeigte am Tag 3 eine signifikant reduzierte Albuminurie in 
der C3-siRNA behandelten Gruppe (* = p<0,05). 
B: Die initiale Reduktion der Albuminurie in der C3-siRNA Gruppe ist am Tag 7 statistisch nicht mehr nachzuweisen. 
C: Es zeigt sich am Tag 13 kein Unterschied in der Ausprägung der Albuminurie zwischen den beiden hypertensiven 

Gruppen.  

 

Am 11. Tag des Versuchs wurde die GFR gemessen und beurteilt. Die GFR lag in der Kontroll-siRNA 

Gruppe durchschnittlich bei 0,74 ± 0,07 ml/min/100gKG und in der C3-siRNA Gruppe bei 0,79 ± 10,1 

ml/min/100gKG, sodass kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden 

hypertensiven Versuchsgruppen bezüglich der Nierenfunktion ermittelt wurde (Abb. 9A).  

Ähnlicherweise zeigten Plasmakonzentrationen von Cholesterin und Harnstoff-N, dass diese 

weitestgehend unbeeinflusst von einer C3-siRNA Injektion waren (Abb. 9B-C).  
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Abbildung 9: Nierenfunktion und Plasmakonzentrationen. 
A: Die Ang II-Infusion induzierte eine Senkung der GFR in den hypertensiven Versuchsgruppen. Es zeigte sich jedoch 
untereinander kein Unterschied (* = p<0,05).    

B-C: Die Plasmawerte von Cholesterin und Harnstoff-N zeigen keine signifikanten Unterschiede. 

 

Für die weitere Erfassung renaler Schäden wurden die mRNA-Expressionen von NGAL (neutrophil 

gelatinase-associated lipocalin), CCL2 (chemokine ligand 2) und PAI-1 (plasminogen activator 

inhibitor-1) gemessen (Abb. 10A-C).  

Die Bestimmung von NGAL ist in der klinischen Anwendung von entscheidender Bedeutung, da es 

als früher Biomarker für Nierenschäden Informationen über eine mögliche akute Niereninsuffizienz 

liefert (Bianca et al., 2015). Daher wurde zwecks Bestimmung der hypertensiven Nierenschäden in 

diesem Modell der Biomarker NGAL bestimmt. Die renale Expression von NGAL zeigte eine leichte 

Elevation in beiden hypertensiven Gruppen (Abb. 10A). Zwar zeigte die C3-siRNA Gruppe mit einer 

83,00 ± 31,76-fach erhöhter Expression im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe mit einer 24,98 ± 

9,6-fach erhöhten Expression eine leicht erhöhte Tendenz, jedoch war diese statistisch nicht 

signifikant.  

Die Bestimmung des Markers CCL2 dient zur Erfassung von Entzündungsreaktionen, da CCL2 

besonders im hypertensiven Rahmen die Leukozyteninfiltration in der Niere fördert (Alsheikh et al., 

2020), während die Defizienz von CCL2 als renal protektiv angenommen wird (Kashyap et al., 2018). 

Die renale CCL2-Expression war bei beiden hypertensiven Gruppen in diesem Versuch 

gleichermaßen erhöht (Abb. 10B).  

Das Enzym PAI-1 ist für die regulatorische Funktion in der Blutgerinnung über die Hemmung vom 

„Tissue Plasminogen Activor (tPA)“ und „Urokinase Plasminogen Activator (uPA)“ bekannt. 

Abgesehen von den proteolytischen Eigenschaften ist PAI-1 ebenfalls mit der Entstehung einer 

Nierenfibrose , Glomerulonephritis und generell Nephropathien assoziiert, weshalb der Marker in 

diesem Versuch ebenfalls bestimmt wurde (Małgorzewicz, Skrzypczak-Jankun & Jankun, 2013; 
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Jeong et al., 2016). Die renale PAI-1 Expression zeigte ähnlich zu der NGAL-Expression eine deutliche 

Erhöhung in der C3-siRNA Gruppe (Abb. 10C) gegenüber der normotensiven Kontrollgruppen, 

jedoch keinen statistischen Unterschied gegenüber der hypertensiven Kontroll-siRNA Gruppe.  
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Abbildung 10: Expression von Markern renaler Schädigung 
A-C: Es zeigte sich eine signifikant erhöhte Steigerung von NGAL und PAI-1 gegenüber den Kontrollen, jedoch keine 

Signifikanz gegenüber der Kontroll-siRNA Gruppe (* = p<0,05; ** = p<0,01). 

 
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse bezüglich renaler hypertensiver Schäden, dass eine C3-

siRNA Inhibition zu einer milderen Albuminurie in den Anfangsstadien des Hypertonus führt. Dieser 

Effekt verschwindet jedoch im weiteren zeitlichen Verlauf des Versuchs. Weiterhin zeigten 

histologische, Expressions- und laborchemische Daten keinen zusätzlichen Effekt einer C3-

Inhibition mittels siRNA. 

 

4.1.4 Kardialer Schaden 

Um den kardialen Aspekt der hypertensiven Endorganschäden zu erfassen, wurde das relative 

Herzgewicht (Abb. 11A-B) und die kardiale Expression des Atrialem Natriuretischem Peptids (ANP) 

und des B-natriuretischem Peptids (BNP) erfasst (Abb. 12A-B).  

Es zeigte sich in beiden hypertensiven Vergleichsgruppen bei signifikanter Erhöhung des 

Quotienten gegenüber den Kontrollen kein Unterschied in den relativierten Herzgewichten 

bezogen auf das Körpergewicht und auf die Tibialänge (Abb 11A-B).  
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Abbildung 11: Relativierte Herzgewichte.  
A-B: Das Herzgewicht wurde nach der Organentnahme erfasst und es wurde mithilfe des Körpergewichts und mit der 
Tibialänge relativiert. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den hypertensiven Gruppen (* = p<0,05; ** = p<0,01).  

 
ANP und BNP sind etablierte kardiale Marker, um den Grad der kardialen Schädigung zu beurteilen. 

Die Abbildung 12 zeigt die kardiale Expression von ANP und BNP. Hier zeigten beide hypertensiven 

Gruppen im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe erhöhte Werte, jedoch keine 

wesentlichen Unterschiede untereinander.  
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Abbildung 12: Kardialer Schaden anhand Expression von ANP und BNP.  
A-B: Die kardiale Expression zeigte sich für ANP und BNP in beiden hypertensiven Gruppen ähnlich gegenüber den 

Kontrollen erhöht (* = p<0,05).   

 

Zusammenfassend wurde hinsichtlich der kardialen Endorganschäden kein maßgeblicher Einfluss 

einer C3-siRNA Inhibition anhand des Gewichts und der genetischen Expression der Marker ANP 

und BNP erfasst. 
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4.1.5 Ausmaß der Inflammation 

Um den Effekt einer Komplementinhibition auf Inflammation zu messen, wurden renale Leukozyten 

nach Organentnahme isoliert (siehe 2.11) und mittels einer FACS-Analyse untersucht. Dabei 

wurden für myeloide Zellen die Anzahl von polymorphkernigen Neutrophilen (PMN), dendritischen 

Zellen (CD11b⁺, CD11c⁺) und Makrophagen (CD11b⁺, CD11c⁻) untersucht (Abb. 13 A-C), während 

repräsentativ für lymphatische Zellen CD3⁺, CD4⁺ und CD8⁺ Zellen, Foxp3⁺ Tregs, γδT-Zellen und 

Th17 Zellen quantifiziert wurden (Abb. 14A-F).  

Dabei zeigte sich die Zellzahl der Makrophagen, PMN und dendritischen Zellen weitestgehend 

unbeeinflusst von einer C3-siRNA Injektion (Abb. A-C).  
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Abbildung 13: FACS-Analyse myeloider Zellen.  
A-C: Der relative Anteil von Zellen des angeborenen Immunsystems, polymorphkernige Neutrophilen, dendritische Zellen 
und Makrophagen wurden mittels FACS-Analyse bestimmt. Es stellte sich kein Unterschied bezüglich der Zellzahl der 

jeweiligen Populationen zwischen den drei Versuchsgruppen dar.  

 

Eine leichte Tendenz zur erhöhten Foxp3+ Tregs-Anzahl lässt sich in der C3-siRNA Gruppe (0,39 ± 

0,28%) im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe (0,24 ± 0,12%) sehen (Abb. 14D). Allerdings ist diese 

Tendenz nicht statistisch signifikant. Die statistische Auswertung der hier analysierten Lymphozyten 

zeigte zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen ähnliche Zellzählungen in den beiden 

hypertensiven Gruppen (Abb. 14A-F). 
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Abbildung 14: FACS-Analyse lymphatischer Zellen.  
A-F: Quantifizierung des relativen Anteils von Zellen des adaptiven Immunsystems: CD3+, CD4+ und CD8+ - Zellen, FoxP3+ 

Tregs, γδT-Zellen und Th17- Zellen.   

 

Insgesamt zeigten sich wenig Zeichen einer Inflammation bei Zellzählungen von renalen myeloiden 

und lymphatischen Zellen, welche überwiegend unbeeinflusst von einer C3-siRNA Gabe blieben. 
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4.2 C3-siRNA Inhibition im DOCA-Salz Modell  

4.2.1 Inhibition        

In ähnlicher Art zu den Ang II-Versuchen hatte die Injektion von C3-siRNA im DOCA-Salz Versuch zu 

einer Reduktion der hepatischen C3-Expression von 95% geführt (Abb. 15A). Darüber hinaus 

erfolgte in einer Subgruppe eine Konzentrationsbestimmung von C3 im Plasma mittels ELISA über 

das Labor von Alnylam Pharmaceuticals Inc. aus Boston. Diese zeigte mit 120,00 ± 22,00 µg/ml eine 

zu erwartende Erniedrigung in der C3-siRNA Gruppe im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppen mit 

einer C3-Plasmakonzentration von 1671,00 ± 95,12 µg/ml (Abb. 15B). Somit hatte die hepatische 

Inhibition von C3-siRNA ebenfalls die Plasmakonzentration gesenkt.  
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Abbildung 15: Expression und Plasmakonzentration von C3. 
In den folgenden Abbildungen werden normotensive Kontrollen mit offenen Kreisen dargestellt. Hypertensive 
Versuchsgruppen, welche eine DOCA-Pellet Implantation erhalten haben, werden mit schwarz-gefüllten Kreisen 
dargestellt.  

A: Hepatische Expression von C3 wurde durch C3-siRNA Gabe um 94,74% gesenkt (*** = p<0,001; **** = p<0,0001).    
B: Plasmakonzentrationen von C3 wurde in einer Subgruppe mithilfe eines ELISA gemessen und zeigte eine Reduktion 

der Plasmakonzentration von C3 um 89,16% in der C3-siRNA Gruppe. 

 

4.2.2 Auswirkungen des DOCA-Pellets      

 

Der systolische Blutdruck wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten gemessen: Basal (Woche 0), 

Woche 3 und Woche 5. Beide hypertensiven Gruppen zeigten über die Versuchsdauer einen 

gleichmäßigen Anstieg des systolischen Blutdrucks (Abb. 16A). 

Die Bestimmung der renalen Renin-Expression verifiziert eine erfolgreiche Anwendung des DOCA-

Salz Modells, da Aldosteron zu einer Reduktion der Reninexpression führt (Abb. 16B). In diesem 

Sinne konnte eine verminderte Expression von Renin in beiden hypertensiven Gruppen festgestellt 

werden.  
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Abbildung 16: Progression des Blutdrucks.  
A: Blutdruckprogression über die sechs Wochen (Die Y-Achse wurde für die Übersicht im unteren mmHg Bereich verkürzt). 
Es zeigte sich eine tendenzielle niedrige Kurve für die C3-siRNA Gruppe, welche jedoch nicht signifikant ist (# = p<0,05 

zwischen Kontrollen und Kontroll-siRNA). 
B: Renale Renin Expression war in allen beiden hypertensiven Gruppen reduziert (* = p<0,05).   

 

Die Überlebensrate ist in der Abbildung 17 als Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Die Mortalität 

innerhalb der C3-siRNA Gruppe zeigt eine deutliche Zunahme im Zeitraum von Tag 10 bis Tag 24 

(8/13 Mäuse versterben in diesem Zeitraum), sodass die Mortalitätsrate auf 67,15% steigt. Im 

Vergleich dazu beträgt die Mortalitätsrate in der Kontroll-siRNA Gruppe 25%. Dieser Effekt ist 

numerisch zwar auffällig, lässt sich statistisch jedoch nicht als signifikant ermitteln, sodass keine 

konkrete Aussage bezüglich einer erhöhten Mortalität in der C3-siRNA Gruppe zu treffen ist.  
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Abbildung 17: Überlebensrate im DOCA-Salz Versuch 

A: Überlebensrate über 6 Wochen in einer Kaplan-Meier Kurve dargestellt. Es zeigte sich eine numerisch erhöhte 

Mortalität in der C3-siRNA Gruppe, welche jedoch nicht signifikant ist. 
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4.2.3 Renale Schäden 

Der renale Schaden wurde durch die Erfassung der relativen Gewichte, der Histologie, der 

Albuminurie, der Ermittlung der GFR und der Plasmakonzentrationsbestimmung von Harnstoff-N 

und Cholesterin und der Quantifizierung der Expression von Markern für renale Schädigung 

beurteilt.  

Das relative Nierengewicht wurde wie bereits oben beschrieben mit Hilfe eines Quotienten mit 

jeweils des Körpergewichts oder der Tibialänge ermittelt. Es zeigte sich bei generell erhöhten 

Werten des Nierengewichts kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll-siRNA und C3-

siRNA Gruppe bezüglich Hypertrophie der Niere (Abbildung 18A-B).  
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Abbildung 18: Relativiertes Nierengewicht.  
A: Die Nierengröße wurde bei der Organentnahme gewogen und in Relation zum Körpergewicht gesetzt. Es liegt kein 
bemerkbarer Unterschied innerhalb der hypertensiven Vergleichsgruppen bezüglich relativem Nierengewicht vor (**** 
= p<0,0001).  
B: Die Tibialänge wurde bei der Organentnahme ebenfalls ausgemessen und das Nierengewicht wird für die Länge 

korrigiert. Hier zeigten sich keine Unterschiede in den Relationen zwischen den hypertensiven Versuchsgruppen (**** = 
p<0,0001). 

 

Um mikrostrukturelle Schäden zu erfassen, wurden Histologien der Niere in PAS-Färbung 

angefertigt und anschließend hinsichtlich der glomerulären Schäden, der glomerulären Größe und 

der tubulointerstitiellen Schäden ausgewertet. Diese zeigten ähnlich zu den Ergebnissen des Ang II-

Versuches gleichermaßen schwere Schäden bezüglich glomerulären Schaden, während eine 

signifikante Größenzunahme (p<0,01) in der Kontroll-siRNA Gruppe mit einer durchschnittlichen 

glomerulären Größe von 5028μm² ± 149 im Vergleich zur C3-siRNA Gruppe mit 4161μm² ± 220 zu 

beobachten ist (Abb. 19B). Ebenfalls war ein tendenziell erhöhter Score für tubulointerstitielle 

Schäden in der Kontroll-siRNA Gruppe zu erahnen, welche sich statistisch jedoch nicht signifikant 

darstellen ließen (Abb. 19C).  
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Abbildung 19: Histologische Auswertung.  
A: Die histologische Auswertung der glomerulären Schäden zeigte bei beiden hypertensiven Versuchsgruppen ähnliche 

hypertensive Veränderungen (** = p < 0,01). 
B: In der Kontroll-sIRNA Gruppe zeigte sich sowohl eine signifikante erhöhte Zunahme der glomerulären Größe als auch 
ein erhöhter Score für die tubulointerstitiellen Schäden im Vergleich zur C3-siRNA Gruppe (** = p < 0,01). 

D-E: PAS-Färbung der Nieren zeigte einen leicht erhöhten Schaden in den DOCA-Gruppen.  
 

Durch die Implantation des DOCA-Pellets kam es in beiden hypertensiven Gruppen zu einem 

Anstieg der Albuminurie, wobei zwischen den hypertensiven Gruppen keine signifikanten 

Unterschiede festgestellt wurden (Abb. 20).  
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Abbildung 20: Albuminurie im Verlauf des Versuches. 
A-C: Die Albuminurie wurde mithilfe des UACR ausgewertet und zeigte im Verlauf eine ähnlich steigende Albuminurie in 

beiden Gruppen. Zu beachten ist die logarithmische Darstellung der Y-Achse.  

 
In der dritten und in der sechsten Woche wurde die glomeruläre Filtrationsrate der Niere gemessen 

und beurteilt. Zu sehen ist, dass in der 3. Woche die GFR der Tiere beider hypertensiven 

Versuchsgruppen mitten im Verlauf des Versuches deutlich erniedrigt waren. Zum Ende des 

Versuches hin waren die Werte zwar weiterhin erniedrigt, jedoch zeigte sich unter persistierendem 

DOCA induziertem Hochdruck eine tendenzielle Verbesserung des GFR-Werts. 

Plasmakonzentrationen von Harnstoff-N und Cholesterin zeigten keine signifikanten Unterschiede 

innerhalb der beiden hypertensiven Gruppen (21C-D). Die Harnstoff-N-Plasmawerte der 

hypertensiven Versuchsgruppen zeigten sich im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe etwas 

erniedrigt.  
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Abbildung 21: Verlauf der Nierenfunktion und Plasmakonzentrationen. 
A-B: Die GFR zeigte sich in der 3. Woche in beiden hypertensiven Versuchsgruppen im Vergleich zu  den normotensiven 
Kontrollen erniedrigt. In der 6. Woche zeigte sie sich weiterhin minimal erniedrigt (** = p < 0,01). 

B-C: Die Plasmawerte von Cholesterin und Harnstoff-N zeigen sich von der DOCA-Implantation unbeeinflusst. 

 

Die renale Expression von NGAL und PAI-1, Marker von Nierenschädigung (wie bereits in 4.1.3 

beschrieben), wurden per rtPCR bestimmt (Abb. 22A, 22C). Beide Werte zeigten sich im Vergleich 

der hypertensiven gegenüber der normotensiven Versuchsgruppe erhöht.  
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Abbildung 22: Expression von Markern renaler Schädigung. 
A-B: Die renale Expression von NGAL und PAI-1 zeigte Erhöhungen in den DOCA-Gruppen, jedoch waren diese zueinander 

nicht signifikant (* = p < 0,05; ** = p < 0,01).  

 

4.2.4 Kardiale Schäden  

Relatives Herzgewicht und Expression von ANP und BNP im Herzen wurden für die Einschätzung 

der kardialen Schäden ermittelt.  

Das relative Herzgewicht war zwar in den hypertensiven Gruppen im Vergleich zur normotensiven 

Kontrollgruppe erhöht, hatte sich unter den hypertensiven Gruppen jedoch nicht unterschieden 

(Abb. 23A-B).  
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Abbildung 23: Relativierte Herzgewichte.  

A-B: Das Herzgewicht wurde nach der Organentnahme erfasst und es wurde ein Quotient mit dem Körpergewicht oder 
der Tibialänge gebildet. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden hypertensiven Gruppen (* = p 

< 0,05;** = p < 0,01).  
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Ähnlicherweise zeigte die ANP- und BNP-Expression keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

hier hypertensiven Gruppen (Abb. 24C-D).  
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Abbildung 24: Kardialer Schaden anhand Expression von ANP und BNP. 
 A-B: Die kardiale Expression von ANP und BNP zeigte sich in allen hypertensiven Gruppen gleichmäßig erhöht (* = p < 

0,05; ** = p < 0,01).  

 
 

4.2.5 Ausmaß der Inflammation  

 

Kongruent zu den Ang II-Versuchen wurde der Effekt einer Komplementinhibition auf die 

Inflammation mithilfe einer FACS-Analyse renaler Leukozyten bestimmt.  

Unter den myeloiden Zellen zeigte sich kein statistischer Unterschied bezüglich der Quantifizierung 

von Makrophagen (CD11b⁺, CD11c⁻) und polymorphkernigen Neutrophilen (PMN) (Abb. 25 A-B). 

Hingegen konnte eine leichte Verminderung der dendritischen Zellen (CD11b⁺, CD11c⁺) in der C3-

siRNA im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe festgestellt werden (Abb. 25C). 
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Abbildung 25: FACS-Analyse myeloider Zellen.  
A-B: Der relative Anteil von myeloiden Zellen (Makrophagen, PMN, DC) wurden mittels FACS-Analyse bestimmt und 

quantifiziert. Es zeigte sich außer einer Erhöhung kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen hypertensiven 
Gruppen für Makrophagen und polymorphkernige Neutrophile  (** = p < 0,01).  
C: Der relative Anteil dendritischer Zellen zeigte sich in der C3-siRNA Gruppe gegenüber der Kontroll-siRNA Gruppe 

signifikant erniedrigt (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001).  

 

Weiterhin wurden lymphatische Zellen (CD3⁺, CD4⁺ und CD8⁺ Zellen, Foxp3⁺ Tregs, γδT-Zellen, und 

Th17-Zellen) quantifiziert (Abb. 26A-C). Hier zeigten die hypertensiven Versuchsgruppen bezüglich 

Makrophagen und polymorphkernige Neutrophile ebenfalls ähnliche Tendenzen bezüglich einer 

Erhöhung, jedoch keinen deutlichen Unterschied in der Ausprägung. 

 

 

 

 



32 

 

CD3+  Zellen

Kon
tro

lle
n

Kon
tro

ll-
si
R
N
A

C
3 

si
R
N
A

0

50

100

%
 o

f 
C

D
4
5

+
 c

e
lls

A
✱✱

CD4+  Zellen

K
on

tro
lle

n

K
on

tro
ll-

si
R
N
A

C
3 

si
R
N
A

30

35

40

45

50

55

60

%
 a

lle
r 

C
D

3
+
 Z

e
lle

n

B

 

CD8+  Zellen

Kon
tro

lle
n

Kon
tro

ll-
si
R
N
A

C
3 

si
R
N
A

30

40

50

60

%
 a

lle
r 

C
D

3
+
 Z

e
lle

n

C
✱

  

Foxp3+ Tregs

K
on

tro
lle

n

K
on

tro
ll-
si
R
N
A

C
3-

si
R
N
A

0

1

2

3

%
 a

lle
r 

C
D

4
+
 Z

e
lle

n

D
✱

K
on

tro
lle

n

K
on

tro
ll-

si
R
N
A

C
3 

si
R
N
A

0

3

6

%
 a

lle
r 

C
D

4
5

+
 Z

e
lle

n

γδT-ZellenE TH17-Zellen

K
on

tro
lle

n

K
on

tro
ll-
si
R
N
A

C
3 

si
R
N
A

0

5

10

15

20

%
 a

lle
r 

C
D

4
+
 Z

e
lle

n

F

 
Abbildung 26: FACS-Analyse lymphatischer Zellen.  
A-F: Relativer Anteil von Zellen des adaptiven Immunsystems: CD3+, CD4+ und CD8+ - Zellen, Foxp3+ Tregs, γδ+ T-Zellen 
und Th17- Zellen.  Es zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Quantifizierung der Zellen innerhalb 

der beiden hypertensiven Versuchsgruppen (* = p < 0,05; ** = p < 0,01).  

 

Zusammenfassend konnte ähnlich zu dem analogen C3-siRNA in Ang II Versuch (4.1) keine direkte 

Implikation der Komplementhemmung auf die Inflammation beobachtet werden, da sowohl 

myeloide als auch lymphatische Zellzählungen unbeeinflusst sind.  
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4.3 C5-siRNA Inhibition im Ang II-Modell  
 

4.3.1 Inhibition  

Parallel zu den bereits präsentierten C3-siRNA in Ang II-Versuchen erfolgte mit einer weiteren 

Versuchsgruppe die Behandlung mit einer GalNAc-konjugierter C5-siRNA, um eine 

Komplementinhibierung im umfangreicheren Maße zu evaluieren. Die Anwendung der C5-siRNA 

zeigte eine durchschnittliche Reduktion der hepatischen C5-Expression von 89% (Abb. 27A).  

Weiterhin wurde in einer Subgruppe die Plasmakonzentration von C5 bestimmt. Hier zeigte sich in 

der C5-siRNA Gruppe eine Konzentration von 42,28 µg/ml ± 7,20, während die Kontroll-siRNA 

Gruppe eine Konzentration von 123,50 µg/ml ± 18,35 aufzeigte. 
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Abbildung 27: Genetische Expression und Plasmakonzentration von C5. 
A: Die hepatische Expression von C5 wurde durch die C5-siRNA um 89,4% gesenkt (* = p<0,05; ** = p<0,01).  
B: Eine Bestimmung der Plasmakonzentration von C5 innerhalb einer Subgruppe zeigte erniedrigte Werte in der C5-siRNA 

Gruppe.  

 

4.3.2 Auswirkungen der Ang II Infusion 

Der systolische Blutdruck wurde in diesem Versuch an drei Zeitpunkten gemessen: Tag 0 

(Basalblutdruck), Tag 6 und Tag 12. Zudem erfolgte kongruent zu den C3-siRNA Versuchen die 

Bestimmung von Renin, um das indirekte Ausmaß des Angiotensin II-induzierten Hypertonus zu 

messen.  

Zwar zeigte die C5-siRNA Gruppe am Tag 6 einen niedrigeren systolischen Blutdruck, jedoch lässt 

diese Beobachtung sich statistisch nicht bestätigen (Abb. 28A). Ein Unterschied in den systolischen 

Blutdrücken am Tag 12 wurde nicht beobachtet. Die Bestimmung der renalen Renin-Expression 

zeigte, wie zu erwarten ähnlich erniedrigte Werte in beiden hypertensiven Gruppen.  
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Abbildung 28: Progression des Blutdrucks.  

A: Initial ist ein etwas niedriger systolischer Blutdruck in der C5-siRNA Gruppe zu deuten, welcher sich statistisch jedoch 
nicht als signifikant ergibt. Es ist insgesamt kein signifikanter Unterschied unter den hypertensiven Versuchsgruppen im 

zeitlichen Verlauf zu sehen ist. Zu beachten ist, dass die Y-Achse zur Übersicht zwischen 100 und 120 gekürzt ist (# = 
p<0,05 zwischen Kontrollen und Kontroll-siRNA; * = p<0,05).  

B: Relative Renin-Expressionen zeigen ähnlich erniedrigte Werte in beiden hypertensiven Versuchsgruppen (** = p<0,01).  

 

Im Laufe des Versuches, welcher über 14 Tage verlief, wurde die Mortalitätsrate notiert und 

schließlich in Abb. 29 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass im Durchschnitt eine Mortalitätsrate von 

25,0 % in der C5-siRNA beobachtet wurde, während die Kontroll-siRNA Gruppe eine Mortalitätsrate 

von 45,5 % zeigte. Dieser Unterschied zeigte sich statistisch nicht signifikant.  
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Abbildung 29: 14-tägige Überlebensrate im Ang II-Versuch.  
A: Mortalitätsraten zeigten eine stärkere Ausprägung in der Kontroll-siRNA Gruppe, während die C5-siRNA Gruppe mit 

einer Mortalität von 25,00 % einen statistisch nicht signifikanten milderen Verlauf zeigte.   

 

4.3.3 Renaler Schaden  

Der renale Schaden wurde ähnlich den vorherigen Versuchen mit Erfassung der Nierengewichte, 

der Histologie, der Albuminurie, der GFR und der Serumkonzentration von Harnstoff-N und 

Cholesterin und der genetischen Expression renaler Marker beurteilt.  
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Nierengewichte wurden mithilfe des Körpergewichts und jeweils der Tibialänge relativiert (Abb. 

30). Es zeigten sich bei genereller Zunahme des relativierten Nierengewichts keine Zeichen für 

Unterschiede einer ausgeprägtere Nierenhypertrophie zwischen der C5-siRNA und der Kontroll-

siRNA Gruppe.  
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Abbildung 30: Relativiertes Nierengewicht.  
A-B: Körpergewicht und Tibialänge wurden am letzten Tag des Versuches bei der Organentnahme quant ifiziert und 
relativieren somit das jeweilige Nierengewicht. Es zeigten sich ähnliche Ausprägungen der Nierenhypertrophie zwischen 

den beiden hypertensiven Versuchsgruppen (* = p<0,05; ** = p<0,01).  

 
Es erfolgte darüber hinaus eine histologische Analyse, nachdem renale Proben mit PAS gefärbt 

wurden. Diese zeigte ähnliche mikrostrukturelle Ausmaße der hypertensiven Schäden mit wenig 

konkreten Unterschieden zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen untereinander für 

glomerulären Schäden, glomerulärer Größe und tubulointerstitiellen Schäden.  

Auf mikrostruktureller Ebene war keine Wirkung der Komplementinhibition von C5 im Ang II-Modell 

nachzuweisen.  
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Kontrollen      Kontroll-siRNA + Ang 1II 

 
C5-siRNA + Ang II 

Abbildung 31: Histologische Auswertung.  
A-C: Glomerulärer Schaden, glomeruläre Größe und tubulointerstitieller Schaden.  Beide hypertensive Versuchsgruppen 
zeigten ähnliche hypertensive Schäden in allen drei Kategorien (* = p<0,05; ** = p<0,01).  
D-E: PAS-Färbung der Nieren zeigte keine eindeutigen bildmorphologische Unterschiede  zwischen den hypertensiven 
Versuchsgruppen. 

 

 

Die Albuminurie wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten des Versuches erfasst: Tag 3, Tag 7 und 

Tag 13. An allen Tagen war in den beiden hypertensiven Gruppen eine erhöhte Albuminurie, am 

ehesten bedingt durch das Ang II-Modell, zu sehen, welche im Verlauf jedoch weiterhin ähnlich 

geblieben ist.  
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Eine hepatische C5-siRNA Inhibition im Ang II-Modell zeigte im Gegensatz zu den Ergebnissen aus 

den C3-siRNA Versuchen keine relevante Auswirkung auf die Albuminurie.  
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Abbildung 32: Albuminurie im Verlauf des Versuches. 
A-C: Die Albuminurie wurde mithilfe des UACR ausgewertet und zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

beiden Gruppen. Zu beachten ist die logarithmische Darstellung der Y-Achse. 

 

Die GFR wurde am 11. Tag des Versuches gemessen und ausgewertet. Zwar zeigte sich eine 

Erniedrigung der GFR im Vergleich zur normotensiven Vergleichsgruppe, jedoch zeigten sich keine 

relevanten Unterschiede zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen (Abb. 33A) 

Ähnlicherweise zeigten sich Plasmakonzentration von Cholesterin und Harnstoff-N von einer 

hepatischen C5-siRNA Injektion weitestgehend unbeeinflusst (Abb. 33B-C).  

Kon
tro

lle
n

Kon
tro

ll-
si
R
N
A

C
5-

si
R
N
A

0

1

2

3
GFR

G
F

R
 i
n
 m

l/
m

in
/1

0
0
g

B
W

A

✱

Kon
tro

lle
n

Kon
tro

ll-
si
R
N
A

C
5-

si
R
N
A

0

100

200

300

400

Cholesterin

P
la

s
m

a
k
o

n
z
. 

C
h

o
le

s
te

ri
n

 (
m

g
/d

l)

B

K
on

tro
lle

n

K
on

tro
ll-
si
R
N
A

C
5-

si
R
N
A

0

20

40

60

Harnstoff-N

P
la

s
m

a
k
o

n
z
. 

H
a

rn
s
to

ff
-N

  
(m

g
/d

l)

C

 
Abbildung 33: Nierenfunktion und Plasmakonzentrationen. 
A: Die Ang II-Infusion induzierte eine signifikante Senkung der GFR in den hypertensiven Versuchsgruppen. Es zeigte 
jedoch untereinander keinen Unterschied zwischen den Gruppen (* = p<0,05).    

B-C: Die Plasmawerte von Cholesterin und Harnstoff-N zeigen sich weitestgehend unbeeinflusst. 
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Zur Erfassung der renalen Schäden auf genetischer Ebene erfolgte analog zu den vorherigen 

Versuchen die Bestimmung der mRNA-Expression von NGAL, CCL2 und PAI-1 mithilfe einer rtPCR 

(Abb. 33-A-C).  

Die renale Expression von NGAL zeigte zwar eine generelle Erhöhung der Expression durch das 

bedingte Hypertonusmodell, jedoch keine wesentlichen Unterschiede zwischen der Kontroll-siRNA 

und C5-siRNA Gruppe.  

Ebenfalls zeigten sich ähnlich erhöhte Werte für die Expression von CCL2 bei wenigen 

Unterschieden zwischen den beiden hypertensiven Gruppen.  

Die PAI-1 Expression in der C5-siRNA war zwar deutlich erhöht, zeigte sich im Vergleich zur Kontroll-

siRNA Gruppe jedoch nicht statistisch signifikant.  

Zusammenfassend wurde kein Unterschied in der Expression der Nierenmarker zwischen Kontroll-

siRNA und C5-siRNA Gabe erfasst.  
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Abbildung 34: Expression von Markern renaler Schädigung. 
A-C: Bestimmung der renalen Expression von NGAL, CCL2 und PAI-1 zeigten keine wesentlichen Unterschiede in der 

Expression zwischen Kontroll-siRNA und C5-siRNA Gruppe (* = p<0,05; ** = p<0,01). 

 

Zusammenfassend zeigte die Gabe von C5-siRNA zur Inhibition der hepatischen C5-Produktion 

keine wesentlichen Einflüsse auf renale Endorganschäden im Ang II induzierten Hypertonusmodell 

in Nierengewicht, Histologie, Albuminurie, GFR, Harnstoff-N- und Cholesterinserumkonzentration 

und genetischer Expression. 
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4.3.4 Kardialer Schaden 

Zur Erfassung der kardialen Endorganschäden wurde das Herzgewicht gewogen und zum 

Körpergewicht und der Tibialänge relativiert (Abb. 35). Zudem erfolgte die Bestimmung der 

kardialen Expression von ANP und BNP (Abb. 36).  

Es zeigte sich in beiden hypertensiven Vergleichsgruppen bei signifikanter Erhöhung des mit der 

Körpergröße relativierten Herzgewichts gegenüber den Kontrollen keine relevanten Unterschiede 

der Herzhypertrophie zwischen den beiden hypertensiven Gruppen.  
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Abbildung 35: Relativiertes Herzgewicht.  
A-B: Das Herzgewicht wurde nach der Organentnahme erfasst und es wurde mithilfe des Körpergewichts und in einer 
weiteren Grafik mit der Tibialänge relativiert. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den hypertensiven Gruppen.  

 
Die Abbildung 36 zeigt die genetische Expression von ANP und BNP. Hier zeigten sich ähnlich zu den 

Versuchsreihen mit der C3-siRNA eine Erhöhung der Expression in den hypertensiven Gruppen 

ohne statistische signifikante Unterschiede zueinander (Abb. 36). 
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Abbildung 36: Kardialer Schaden anhand Expression von ANP und BNP.  
A-B: Kein statistisch signifikanter Unterschied konnte zwischen den beiden Gruppen für die ANP und BNP-Expression 
beschrieben werden (* = p<0,05).  

 

In Zusammenfassung lässt sich feststellen, dass bei den hypertensiven Gruppen eine vergleichbare 

Zunahme der Herzgewichte und eine vergleichbare gesteigerten Expression von ANP und BNP 

durch das Versuchsmodell induziert wurde.  

 

4.3.5 Ausmaß der Inflammation 

Analog zu den vorherigen Versuchen wurden renale myeloide und lymphatische Zellen per FACS-

Analyse quantifiziert. Unter den myeloiden Zellen zeigte sich kein genereller Unterschied zwischen  

Kontrollen und hypertensiven Gruppen (Abb. 37).  
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Abbildung 37: FACS-Analyse myeloider Zellen.  
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A-C: Polymorphkernige Neutrophile, dendritische Zellen und Makrophagen wurden mittels FACS-Analyse quantifiziert. Es 
stellte sich kein Unterschied bezüglich der Zellzahl der jeweiligen Populationen zwischen den hypertensiven 

Versuchsgruppen dar.  

 

Die statistische Auswertung der analysierten Lymphozyten zeigte ebenfalls unter den 

hypertensiven Versuchsgruppen ähnliche Zellzählungen in den beiden hypertensiven Gruppen mit 

wenig Unterschieden zur generellen Kontrollgruppe (Abb. 38A). 
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Abbildung 38: FACS-Analyse lymphatischer Zellen.  
A-F: Quantifizierung des relativen Anteils von Zellen des adaptiven Immunsystems: CD3+, CD4+ und CD8+ - Zellen, FoxP3+ 
Tregs, γδ+ T-Zellen und Th17- Zellen.   

 

Insgesamt zeigte die Gabe von C5-sIRNA im Ang II-Modell keine maßgeblichen Veränderungen in 

der Zellzählung myeloider und lymphatischer Zellen im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe, sodass 
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sich am ehesten herleiten lässt, dass eine hepatische Komplementinhibition über C5 im Ang II-

Modell am ehesten wenig Auswirkung auf renale Inflammation hat. 

 

4.4 C5-siRNA Inhibition im DOCA-Salz Modell  

4.4.1 Inhibition        

Im folgenden Versuch wurde analog zu den vorherigen Experimenten die Injektion von C5-siRNA 

im DOCA-Salz Versuch durchgeführt. Diese zeigte eine Reduktion der hepatischen C5 Expression 

um 78% (Abb. 39A). Eine Bestimmung der C5-Plasmakonzentration innerhalb einer Subgruppe 

zeigte eine Reduktion auf 1,48 µg/ml ± 0,59, während die C5-Plasmakonzentration in der Kontroll-

siRNA Gruppe 18,43 µg/ml ± 9,19 betrug (Abb. 39B). Somit zeigte sich ein möglicher Einfluss der 

hepatischen C5-siRNA auf die Plasmakonzentration von C5.  
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Abbildung 39: Genetische Expression und Plasmakonzentration von C5.  
A: Die hepatische C5-Expression wurde durch C5-siRNA Gabe signifikant um 78,2 % gesenkt (** = p < 0,01). 
B: Die Plasmakonzentrationen von C5 wurde in einer Subgruppe durchgeführt und zeigte eine Reduktion der 

Plasmakonzentration von C5 auf 1,48 ± 0,59 µg/ml in der C5-siRNA Gruppe. 

 

4.4.2 Auswirkungen des DOCA-Pellets     

Der systolische Blutdruck wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten gemessen: Basal (Woche 0), 

Woche 3 und Woche 5. Beide hypertensiven Gruppen zeigten über die Versuchsdauer einen 

gleichmäßigen Anstieg des systolischen Blutdrucks (Abb. 40A). Auffällig war, dass in der C5-siRNA 

Gruppe zwischen der dritten und sechsten Woche der systolische Blutdruck nicht mehr ansteigt 

und eine leichte Reduktion zu beobachten ist. Dadurch scheint insgesamt ein etwas milderer 

Anstieg des systolischen Blutdrucks über die 6 Wochen in der C5-siRNA gruppe vorhanden zu sein, 
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welcher statistisch jedoch nicht nachweisbar war, weshalb die Aussagekraft nur bedingt zu 

interpretieren ist.   

Die Bestimmung der renalen Renin-Expression verifiziert eine erfolgreiche Anwendung des DOCA-

Salz Modells, da Aldosteron zu einer Reduktion der Reninexpression führte (Abb. 40B).  
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Abbildung 40: Progression des Hypertonus.  
A: Blutdruckprogression über die sechs Wochen zeigte einen tendenziell niedrigeren Blutdruck der C5-siRNA Gruppe, 

welche sich statistisch nicht signifikant zeigte. Die y-Achse wurde für die Übersicht im unteren mmHg Bereich verkürzt 
(# = p<0,05 zwischen Kontrollen und Kontroll-siRNA).  
B: Renale Renin Expression zeigte eine Reduktion in den beiden hypertensiven Gruppen (* = p<0,05; ** = p<0,01). 

 

Die Überlebensrate ist in der Abbildung 41A als Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Die Mortalität 

innerhalb der C5-siRNA Gruppe zeigte initial eine erhöhte Mortalität im Vergleich zur Kontroll-

siRNA Gruppe. Diese Beobachtung zeigte sich im weiteren Verlauf jedoch regredient, da sich die 

beiden Mortalitätsraten ab dem 20. Tag mit 27,27 % in der C5-siRNA Gruppe und 25,00% in der 

Kontroll-siRNA bis zum Ende des Versuches angegleicht hatten.   
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Abbildung 41: Überlebensrate im DOCA-Salz Versuch  
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A: Überlebensrate über 6 Wochen in einer Kaplan-Meier Kurve dargestellt. Es zeigten sich zum Ende des Versuches 

ähnliche Mortalitätsraten zwischen den beiden hypertensiven Gruppen.  

 

4.4.3 Renale Schäden 

Analog zu vorherigen Versuchen wurde der renale Schaden anhand relativierten Gewichts, Ausmaß 

mikrostruktureller Schäden in der Histologie, Albuminurie, GFR, Serumkonzentration von 

Harnstoff-N und Cholesterin und Expression von renalen Markern erfasst. 

Das relative Nierengewicht zeigte in beiden Relationen (Körpergewicht und Tibialänge) eine 

deutliche Hypertrophie im Vergleich zur Kontrollgruppe, jedoch keinen deutlichen Unterschied 

zwischen den beiden hypertensiven Vergleichsgruppen (Abbildung 42A-B).  
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Abbildung 42: Relativiertes Nierengewicht.  
A-B: Nierengewicht wurde mit Körpergewicht und Tibialänge relativiert. Bei deutlich erhöhtem relativierten 

Nierengewicht in beiden hypertensiven Gruppen zeigte sich kein relevanter Unterschied zwischen der Kontroll -siRNA und 
der C5-siRNA Gruppe (**** = p<0,0001).  

 

Zur Erfassung der mikrostrukturellen Schäden erfolgte die Anfertigungen von Histologien in PAS-

Färbung. Die Auswertung konzentrierte sich auch hier auf den glomerulären Schäden, der 

glomerulären Größe und des tubuloinsterstitiellen Schadens. In allen drei Parametern wiesen die 

hypertensiven Gruppen im Vergleich zu den Kontrollen erhöhte Werte auf. Ein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen der mit Kontroll-siRNA und der mit C5-siRNA behandelten 

Gruppe konnte jedoch nicht festgestellt werden. 
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C5-siRNA + DOCA 

Abbildung 43: Histologische Auswertung.  
A-C: Die histologische Auswertung der glomerulären Schäden, Größen und des tubulointerstitellen Schaden zeigte bei 
beiden hypertensiven Versuchsgruppen ähnliche hypertensive Veränderungen (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 

0.001). 

D-E: PAS-Färbung der Nieren eine tendenziell erhöhte Größe der Glomeruli in der Kontroll-siRNA Gruppe.   
 

Die Progression der Albuminurie zeigt bei Beginn des Versuches eine zu erwartende starke 

Steigerung der Albuminurie in beiden Gruppen. Ab der zweiten Woche zeigte sich der Verlauf in 

der C5-siRNA Gruppe im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe jedoch milder, da zwischen Woche 2 

und Woche 4 eine statistisch signifikant erniedrigte Albuminurie nachzuweisen war (p<0,01). Dieser 
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Effekt der initialen niedrigeren Albuminurie in der C5-siRNA Gruppe lässt sich in der 5. und 6. Woche 

zwar noch beobachten, konnte jedoch statistisch nicht mehr nachgewiesen werden.  
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Abbildung 44: Albuminurie im Verlauf des Versuches. 
A-C: Die Albuminurie wurde über Errechnen des UACR ausgewertet und zeigte im Verlauf in Woche 2, 3 und 4 eine 

signifikante verminderte Albuminurie in der C5-siRNA Gruppe (* = p<0,05; ** = p<0,01).   

 
Im Verlauf des Versuches wurden weiterhin in der dritten und in der sechsten Woche die GFR 

gemessen. Ähnlich zu dem C3-siRNA Versuch im DOCA-Salz Modell, ist zu sehen, dass in der dritten 

Woche die GFR in beiden hypertensiven Gruppen deutlich erniedrigt ist, während sich diese bis zur 

sechsten Woche bei weiterhin erniedrigten Werten etwas verbessert. Einen relevanten 

Unterschied zwischen beiden hypertensiven Versuchsgruppen konnte nicht festgestellt werden 

(Abb. 45 A-B). Ebenso zeigte sich kein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Gruppen in der 

Plasmakonzentration von Harnstoff-N und Cholesterin (Abb. 45C-D).  
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Abbildung 45: Verlauf der Nierenfunktion und Plasmakonzentrationen. 
A-B: Die GFR zeigte sich in der 3. Woche in beiden hypertensiven Versuchsgruppen im Vergleich zu normotensiven 
Kontrollen erniedrigt. In der 6. Woche zeigte sie sich bei leichter Besserung weiterhin erniedrigt  (* = p < 0,05; ** = p < 
0,01). 

B-C: Die Plasmawerte von Cholesterin und Harnstoff-N zeigen sich in beiden hypertensiven Gruppen unbeeinflusst.  

 

Letztlich wurde auch in diesem Versuch mittels rtPCR die Expression von den renalen Markern 

NGAL, CCL2 und PAI-1 untersucht (Abb. 46A-C).  Hier zeigte sich bei generell erhöhten Werten für 

die Expression kein deutlicher Unterschied zwischen Kontroll-siRNA und C5-siRNA Gruppe in allen 

drei Parametern.  
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Abbildung 46: Expression von Markern renaler Schädigung.  
A-C: Die renale mRNA-Expression zeigte keine signifikanten Unterschiede für die drei Marker NGAL, CCL2 und PAI-1 (* = 

p < 0,05; ** = p < 0,01) zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen.  

 

Insgesamt zeigte sich im DOCA-Salz Versuch unter C5-siRNA Gabe eine mildere Ausprägung der 

glomerulären Größe und eine initial mildere Ausprägung der Albuminurie. Diese Ergebnisse ähneln 

somit zwar nicht dem analogen Ang II-Versuch, jedoch den Beobachtungen aus dem C3-siRNA bei 

Ang II-Versuch. 

 

4.4.4 Kardiale Schäden  

Die kardialen Schäden wurden über die Ermittlung des relativierten Herzgewichts und der kardialen 

Expression von ANP und BNP erfasst. Bei den Herzgewichten ist zu beobachten, dass die C5-siRNA 

Gruppe tendenziell in beiden Relationen eine erhöhte Neigung zu höherem Herzgewicht hat (Abb. 

47A-B). Diese Beobachtung ist aufgrund der Stichprobengröße nicht als statistisch signifikant zu 

bewerten, weshalb kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen 

feststellbar ist. 
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Abbildung 47: Relativierte Herzgewichte.  

A-B: Das Herzgewicht wurde nach der Organentnahme erfasst und es wurde ein Quotient mit dem Körpergewicht oder 
der Tibialänge zum Relativieren gebildet. Es zeigte sich bei erhöhter Tendenz in der C5-siRNA Gruppe kein Unterschied 

zwischen den hypertensiven Gruppen (* = p < 0,05).  

 

In ähnlicher Weise zeigte die Bestimmung der kardialen ANP- und BNP-Expression bei leicht 

hochregulierter Expression in den hypertensiven Gruppen keine statistisch signifikanten 

Unterschiede untereinander (Abb. 48A-B).  
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Abbildung 48: Kardialer Schaden anhand Expression von ANP und BNP. 
 A-B: Die kardiale Expression von ANP und BNP zeigte sich in allen hypertensiven Gruppen gleichmäßig erhöht.  

 

Schließlich zeigte sich somit kein maßgeblicher Einfluss einer C5-siRNA Gabe im DOCA-Salz Versuch 

auf hypertensive kardiale Organschäden bezüglich des relativierten Herzgewichts und der kardialen 

Expression von ANP und BNP. 
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4.4.5 Ausmaß der Inflammation  

Der Effekt der C5-siRNA Inhibition auf die Inflammation wurde über eine FACS-Analyse renaler 

Leukozyten ermittelt und quantifiziert. Die Quantifizierung der myeloiden Zellen zeigte keinen 

statistischen Unterschied innerhalb Makrophagen (CD11b⁺, CD11c⁻) und dendritischen Zellen 

(CD11b⁺, CD11c⁺) (Abb. 49A, C). Bei der Quantifizierung der polymorphkernigen Neutrophile zeigte 

diese, dass die C5-siRNA Gruppe mit einem relativen Anteil von 1,78 % ± 0,54 signifikant niedrigere 

Zellzählungen nachwies als die Kontroll-siRNA Gruppe mit 3,68 % ± 0,63, was auf eine möglich 

milderes Inflammationsgeschehen sprechen könnte (Abb. 49B).   
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 Abbildung 49: FACS-Analyse myeloider Zellen.  
A: Es zeigte sich kein eindeutiger Unterschied in der Quantifizierung der Makrophagen (* = p<0,05; ** = p<0,01). 
B: Die Zellzählungen der PMN in der Kontroll-siRNA Gruppe zeigten sich signifikant höher im Vergleich zur C5-siRNA 
behandelten Gruppe (* = p<0,05). 

C: Es wurde kein eindeutiger Unterschied in der Zellzahl der renalen dendritischen Zellen beobachtet  (* = p<0,05). 

 

Die Quantifizierung der lymphatischen Zellen (CD3⁺, CD4⁺ und CD8⁺ Zellen, Foxp3⁺ Tregs, γδT-

Zellen, und Th17 Zellen) zeigte bei Foxp3+ Tregs und Th17-Zellen ähnlicherweise erhöhte Neigungen 

in der Kontroll-siRNA Gruppe, welche jedoch nicht statistisch gestützt werden können. Die weiteren 

Auswertungen zeigten wenig bis keine Unterschiede zwischen Kontroll-siRNA und C5-siRNA 

Gruppe.  
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Abbildung 50: FACS-Analyse lymphatischer Zellen.  
A-F: Relativer Anteil von Zellen des adaptiven Immunsystems CD3+, CD4+ und CD8+ - Zellen, Foxp3+ Tregs, γδ+ T-Zellen 
und Th17- Zellen.  Hier zeigte sich lediglich eine Tendenz zu erhöhten relativen Zellzählungen bei Foxp3+ Tregs und 
Th17-Zellen, welche statistisch jedoch nicht signifikant sind. Darüber hinaus sind keine definitiven Unterschiede 

zwischen den beiden hypertensiven Versuchsgruppen zu ermessen (* = p < 0,05; ** = p < 0,01).  

 

Zusammengefasst zeigte die C5-siRNA Inhibition eine geringe Auswirkung auf inflammatorische 

Prozesse im DOCA-Salz Modell, da es unter C5-siRNA Injektion zu einer niedrigen Zellzählung von 

polymorphnukleären Zellen gekommen ist. Bei uneindeutigen Ergebnissen der anderen myeloiden 

Zellen ist diese Beobachtung jedoch nur beschränkt zu verwenden und zu interpretieren. Es zeigte 

sich kein relevanter Einfluss einer C5-siRNA Gabe auf lymphoide Zellen.   
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5 Diskussion  

 

Der gegenwärtige Forschungstand bezüglich der Rolle des Komplementsystems im Hypertonus legt 

nahe, dass erhöhte C3-Plasmaspiegel mit kardiometabolischen Volkskrankheiten wie Diabetes 

mellitus und Arteriosklerose assoziiert sind (Hertle, van Greevenbroek & Stehouwer, 2012; Ohsawa 

et al., 2010; Garcia-Arguinzonis et al., 2021).  

Es besteht außerdem die Möglichkeit, dass C3-Plasmaspiegel nicht nur mit der Entstehung und den 

Auswirkungen einer arteriellen Hypertonie assoziiert sind, sondern auch als prädiktiver Marker für 

diese Erkrankung dienen könnten (Harrison, Coffman & Wilcox, 2021; Engström et al., 2007b). Die 

Arbeitsgruppe um Magen et al. stellt fest, dass erhöhte C3-Plasmaspiegel eher mit 

therapieresistentem Bluthochdruck, also Patienten, bei denen die Nutzung von mindestes drei 

verschiedenen Antihypertensiva frustrane Ergebnisse zeigten, assoziiert ist. Eine Erhöhung des 

Anaphylatoxins C5a wird ebenfalls bei hypertensiven Patienten beobachtet (Zhang et al., 2014a). 

Zudem sind erhöhte C5-Plasmaspiegel mit vaskulären Krankheiten wie Atherosklerose und 

Venenthrombosen positiv assoziiert (Martínez-López et al., 2020; Skjeflo et al., 2021). Darüber 

hinaus deuten einige Versuche darauf hin, dass die Inhibition der jeweiligen 

Komplementrezeptoren oder auch der Komplementfaktoren C3 und C5 potenziellen 

therapeutischen Wert besitzen, da in Maus- und Rattenmodellen eine signifikante Verbesserung 

der hypertensiven Schäden mithilfe einer Inhibition und eines Komplementknockouts erzielt 

werden konnte (Chen et al., 2018; Negishi et al., 2018).  

 

In der aktuellen Arbeit wurde Hypertonus in C57/Bl6 Mäusen mithilfe zwei verschiedener Modelle 

induziert, um anschließend mit therapeutischer Intention die jeweilige hepatische C3- oder C5 

Expression zu inhibieren. Die beiden Modelle Ang II und DOCA-Salz sind etablierte Modelle in 

unserem Labor mit unterschiedlicher Pathophysiologie (Krebs et al., 2014; Weiss et al., 2016). 

Die Anwendung der siRNA stellt einen interventionellen Ansatz dar, um die Funktion eines Proteins 

zu untersuchen, ohne eine genveränderte Knockout-Linie zu verwenden. Dies bietet gegenüber 

eines Knockoutversuches diverse methodische und translationale Vorteile. Möglicherweise wird 

eine geringere Abweichung der Ergebnisse geboten, da die Intervention gleichzeitig die direkte 

klinische Implikation ist, da Patienten in der Klinik nicht bei Geburt, sondern nach Manifestation 

des Hypertonus behandelt werden. Zudem ist bekannt, dass niedrige Konzentrationen von 

Komplementfaktoren oder eine Komplementfaktordefizienz ungünstige 

Schwangerschaftsereignisse und die neuronale Entwicklung maßgeblich beeinflussen, sodass C3- 

oder C5-Knockout-Daten auch aus diesem Grund eine geringe Translationalität aufgrund 

systemischer Komplikationen aufweisen könnten (Chow et al., 2009; Gorelik et al., 2018).  
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Der therapeutische Einsatz von siRNA hat sich in den letzten Jahren immer mehr etabliert (Levin, 

2019a). So gibt es mittlerweile erste vielversprechende siRNA basierte Medikamente, welche bei 

Hypercholesterinämie, Morbus Duchenne, Myasthenia Gravis oder spinalen Muskelatrophien 

Anwendung finden können (Kusner et al., 2019; Levin, 2019b; Ray et al., 2020). Die aktuelle Arbeit 

nutzt dementsprechend den methodischen Aspekt der siRNA und evaluiert gleichzeitig das 

therapeutische Potenzial einer C3- oder C5-Hemmung in hypertensiven C57black6 Mäusen. 

 

Bei der vorliegenden Arbeit wurde die hepatische Genexpression von den Komplementfaktoren C3 

und C5 bei hypertensiven Tieren im Ang II-Versuch durchschnittlich um jeweils 95,6% für C3 und 

89,4% für C5 und im DOCA-Salz Versuch um jeweils 94,6% für C3 und 78,2% für C5 mithilfe der 

GalNAc konjugierten siRNA reduziert. Ebenfalls zeigt ein C3 und C5 ELISA bei einer kleinen 

Subgruppe der Versuchsmäuse, dass auch auf Proteinebene die Konzentrationen gesenkt wurden.  

 

 

Nach der aktuellen Studienlage ist bekannt, dass nicht nur eine erhöhte C3-Plasmakonzentration 

im Hypertonus zu beobachten ist, sondern Rattenmodelle wie das SHR-Modell (Spontaneously 

Hypertensive Rat) und das SNX-Modell (Subtotal Nephrectomy) ebenfalls eine erhöhte C3-

Expression in glatten Muskelzellen und C3-Ablagerung in der Niere nachweisen konnten (Bao et al., 

2017; Chen et al., 2020b; Fischer et al., 2021). In einem SHR-Modell wurden Entwicklungen und 

Folgen eines Hypertonus unter Berücksichtigung eines hohen Salzkonsums und eines C3-Knockouts 

(C3KO) ermittelt (Negishi et al., 2018). Die Untersuchungen an C3KO-Ratten ergab verminderte 

Ausprägungen der Hypertonie bei einem C3-Mangel, was darauf hinweist, dass eine C3-Defizienz 

eine potenzielle blutdrucksenkende Wirkung haben könnte. Ebenfalls waren in der C3KO-Gruppe 

die Proliferation und Anzahl von mesangialen Zellen, glomeruläre Schäden in der Histologie und die 

UACR verringert. Dies deutet auf eine mögliche kausale Assoziation zwischen dem 

Komplementfaktor C3 und hypertensiven Nierenschäden hin.  

Auffälligerweise war der Blutdruckunterschied zwischen den C3KO und SHR-Gruppen ohne 

erhöhten Salzkonsum in derselben Studie nicht zu beobachten, was möglicherweise auf eine 

hervorstehende Rolle von C3 bei aggravierten Hypertonus-Stadien andeutet. Die bedeutende Rolle 

von C3 in fortgeschrittenen Stadien des Hypertonus wird somit durch präklinische als auch 

klinischen Studien untermauert, da die bereits erwähnte Studie von Magen et al. ebenfalls eine 

Assoziation der C3-Plasmaspiegel mit therapieresistenten Hypertonuspatienten zeigte.  

Ruan et al., 2015 zeigte, dass Knochenmarkstransplantationen von Wildtypmäusen in C3KO-

Mäusen den vorher beobachteten, protektiv-vaskulären Effekt im DOCA-Salz Modell schwächt. Dies 

liege möglicherweise an ein verändertes Verhältnis zugunsten von M1 Makrophagen zwischen M1 
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und M2 Makrophagen. Zudem waren nach der Knochenmarkstransplantation histologisch die 

hypertonusbedingten Fibrosen und Gefäßhypertrophien wieder hergestellt. Bei einer 

Knochenmarkstransplantation zwischen C3KO Mäusen blieb der vaskulär-protektive Effekt 

hingegen jedoch erhalten. 

 

Bei weitestgehend übereinstimmenden Daten aus Knockoutversuchen, welche eine protektive 

Wirkung als Folge einer C3-Defizienz zeigten, evaluiert die vorliegende Arbeit die protektiven 

Effekte bei Blockade des Komplementfaktors C3 mithilfe von hepatischer siRNA. Dabei zeigten sich 

unter C3-Inhibition deutlich niedrigere Albuminurie Werte im Vergleich zur Kontroll-siRNA Gruppe 

im Ang II-Versuch (p<0,05). Ebenso ergaben die histologischen Untersuchungen in den DOCA-Salz-

Versuchen, dass die Größe der Glomeruli in der C3-siRNA-Gruppe geringer war als in der Kontroll-

siRNA-Gruppe (p<0.01). Darüber hinaus ließen sich keine klaren Unterschiede hinsichtlich der 

Progression des Hypertonus, der kardialen Endorganschäden oder der antiinflammatorischen 

Effekte feststellen. Folglich kann, abgesehen von einer reduzierten initialen Albuminurie und einer 

verminderten glomerulären Größe, keine weitere Wirkung der C3-siRNA erfasst werden. Der 

vaskuläre Schaden wurde in dieser Arbeit nicht erfasst, sodass hier keine Aussage hergeleitet 

werden kann.  

 

Während die Inhibition des Komplementfaktors C5 im Kontext von Hypertonus und hypertensiven 

Endorganschäden bisher noch wenig erforscht wurde und aktuell keine aktuellen Daten einer 

konkreten siRNA-Blockade in hypertensiven Mäusen vorhanden sind, gibt es vermehrt Daten zur 

Anwendung von C5-Inhibitioren in Form von Antikörpern bei anderen Krankheiten wie 

beispielsweise dem atypischen hämolytischen urämischen Syndrom oder der paroxysmalen 

nächtlichen Hämoglobinurie (Rondeau et al., 2020; Fattizzo & Motta, 2023). 

Darüber hinaus gibt es bisher mehrere Erkenntnisse bezüglich der Inhibition des Rezeptors von C5a, 

dem C5aR. Einheitlich wird von einem nephroprotektiven Effekt in hypertensiven C5aR-defizienten 

Mäusen in Ang II-Versuchen berichtet, welcher auch mittels pharmakologischer Inhibition in 

hypertensiven Wildtyp Mäusen reproduziert werden kann. Die Ergebnisse der Studien zeigen 

jedoch eine paradoxe Wirkung bezüglich des kardialen Einfluss der C5a/C5aR Achse, da Weiss et al. 

einerseits einen aggravierten Schaden in C5aR defizienten Mäusen beobachten, während Zhang et 

al. gegenteilig ein vermindertes kardiales Remodelling beschreiben. Wieso genau es zu einer 

möglichen inversen Beziehung bezüglich renalen und kardialen Schaden in der C5a/C5aR Achse 

kommen könnte, ist noch nicht genau geklärt (Wenzel et al., 2017). Unabhängig von den renalen 

und kardialen Schäden berichten beide Studien jedoch, dass eine C5aR Defizienz keinen direkten 

Einfluss auf die Progression des systolischen Blutdrucks habe. Deshalb wird aktuell angenommen, 
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dass eine Inhibition des Rezeptors C5aR potenziellen therapeutischen Nutzen für Nierenschäden 

aufweist, während der Einfluss auf das Herz noch keine eindeutige Datenlage zeigt. Diese C5aR-

Daten könnten analog zum Einfluss von C5 interpretiert werden. Die Rolle des Rezeptors C5aR2 im 

Hypertonus ist hingegen bisher ungklärt.  

Die hepatische C5 Genexpression wurde in dieser Arbeit im Ang II-Versuch mittels GalNAc 

konjugierter siRNA durchschnittlich um 89% und im DOCA-Salz Versuch um 78% reduziert. Analog 

zu den C3-siRNA bei Ang II-Versuch konnte hier im C5-siRNA bei DOCA-Salz Versuch ebenfalls eine 

initiale erniedrigte Albuminurie, sowie eine mildere Ausprägung der glomerulären Größe erfasst 

werden. Diese deutet möglicherweise auf einen protektiven Effekt, einer C5 Blockade, einer 

Komplementinhibition hin. Andere renale, kardiale und inflammatorische Parameter haben keine 

wesentlichen Unterschiede aufgezeigt. 

 

Dem Mosaik-Modell zufolge spielen mehrere unterschiedliche Risikofaktoren in die Progression des 

Hypertonus und die Entstehung der hypertensiven Endorganschäden. Dabei stehen die Salzzufuhr 

und die Inflammation im Zentrum des Modells, da sie unmittelbar alle anderen Risikofaktoren 

beeinflussen (Hengel, Benitah & Wenzel, 2022). In der aktuellen Arbeit wurden repräsentativ für 

die Inflammation im Hypertonus in diesem Versuch renale Leukozyten isoliert und per FACS-

Analyse gezählt. 

Die Anzahl von Neutrophilen Granulozyten in Relation zu der Lymphozytenanzahl wird als Marker 

für systemische Inflammation benutzt und zeigt in Patienten ebenfalls eine Korrelation zur 

Progression des Hypertonus (Liu et al., 2015). Ebenfalls zeigte eine Studie mit SHR eine signifikante 

Assoziation zwischen Aktivität von neutrophilen Leukozyten und Bluthochdruck (Zhang et al., 2018). 

Im DOCA-Salz Versuch dieser Arbeit ist eine erhöhte Anzahl von polymorphnukleären Neutrophile 

in der Kontroll-siRNA Gruppe (3,68% ± 0,63) gegenüber der C5-siRNA Gruppe (1,78% ± 0,54) zu 

sehen (p<0,05). Diese Erhöhung wird jedoch nicht im Ang II-Versuch gespiegelt und daher ist eine 

protektive Wirkung durch die C5-siRNA-Gabe nicht sicher herzuleiten. 

Ob im Hypertonus die Anzahl an Tregs vermindert oder erhöht ist, wird bisher in der Literatur 

unterschiedlich beschrieben (Krebs et al., 2014; Chen et al., 2018; Bode et al., 2024). Barhoumi et 

al. zeigte in seiner Arbeit, dass ein Transfer von Tregs in hypertensive Mäuse teilweise über ihre 

antiinflammatorischen Eigenschaften zu milderen hypertensiven Endorganschäden führt.  

Weiterhin konnte man den Einfluss von Komplementfaktorrezeptoren in Tregs spezifizieren.  

Offenbar modulieren C3aR und C5aR gemeinsam die Foxp3 Expression in Tregs und beeinflussen 

Tregs dadurch maßgeblich in ihrer immunsupressiven Wirkung in hypertensiven Mäusen (Chen et 

al., 2018). Ein Doubleknockout beider Rezeptoren bei Mäusen in einem Ang-II Versuch verhinderte 

sowohl eine rapide Steigerung des systolischen Blutdrucks durch Angiotensin II als auch die 
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Entstehung von hypertensiven Endorganschäden. Eine Arbeit aus unserem Labor kann die Daten 

jedoch nicht reproduzieren (Bode et al., 2024). 

Die aktuelle Arbeit zeigte weder im Ang II-Versuch noch im DOCA-Salz Versuch nach einer 

Hemmung der hepatischen Komplementfaktoren C3 und C5 eine statistisch signifikante Auswirkung 

auf die Anzahl an Tregs. Dies spricht jedoch nicht direkt gegen die von Chen et al. beschriebenen 

Ergebnisse. Zum einen wurde in der Arbeit von Chen et al. die Rolle der Rezeptoren und nicht die 

Rolle von hepatischen Komplementfaktoren beschrieben, zum anderen wird ebenfalls erwähnt, 

dass ein singulärer Knockout von C3aR oder C5aR alleine in Mäusen die hypertensiven Schäden 

durch Ang II nicht abmildern konnte. Dies ist dementsprechend analog zur aktuellen Arbeit zu 

sehen, da in der aktuellen Arbeit eine singuläre Inhibition der Komplementfaktoren C3 und C5 

keinen maßgeblichen Einfluss auf die hypertensive Progression hatte.  

Eine „Doppelinhibition“ mittels siRNA wurde in dieser Arbeit nicht durchgeführt, könnte jedoch 

möglicherweise neue Erkenntnisse bringen und Resultate von Chen et al. unterstützen. 

 

Insgesamt wurde in dieser Arbeit durch die hepatische C3 und C5 siRNA-Inhibition bis auf eine 

Verminderung der initialen Albuminurie keine weiteren protektiven Effekte einer 

Komplementinhibition durch Fehlen verminderter hypertensiven Endorganschäden erfasst.  

Dies scheint auf den ersten Blick etwas konträr zu den bereits genannten Studien, welche ein 

therapeutisches Nutzen aus C3-, C5-, C3aR- oder C5aR-Knockout Versuchen herleiten (Negishi et 

al., 2018; Chen et al., 2018; Zhang et al., 2014a; Weiss et al., 2016). Diese Beobachtung hat mehrere 

mögliche Erklärungsansätze und Schlussfolgerungen.   

Einerseits könnten die beobachteten Ergebnisse aus dieser Arbeit so erklärt werden, dass eine 

siRNA Inhibition die Expression von C3 und C5 keine suffiziente Inhibition der jeweiligen Proteine 

darstellt, um Ergebnisse eines genetischen Knockouts zu reproduzieren. Bei einer Studie mit 

Knockout-Mäusen beträgt die Inhibition 100%, was ein Wert ist, welcher nur nicht mit Inhibitoren 

zu erreichen ist. In dieser Arbeit zeigten die real-time PCR-Ergebnisse zusammengefasst eine 

Inhibition von durchschnittlich 96% für C3-siRNA und 83% für C5-siRNA behandelte Mäuse. Von 

einer kompensierten vermehrten extrahepatischen Expression ist weitestgehend nicht 

auszugehen, da die Konzentration der Komplementfaktoren im Plasma bestimmt wurde und diese 

ebenfalls, ähnlich zur hepatischen Genexpression, eindrücklich vermindert waren. Ob nun ein 

Knockoutversuch mehr translationalen Wert als ein siRNA Versuch hat, lässt sich nicht genau sagen.  

Folglich ist einerseits eine geringe Konzentration von hepatischen Komplementfaktoren 

möglicherweise bereits ausreichend, um die hypertensiven Endorganschäden zu induzieren, 

weshalb eine stärkere Komplementinhibition protektive Wirkungen aufdecken könnte.  
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Andererseits könnte es sein, dass die hepatische Inhibition von C3 und C5 wenig Wirkung zeigt, falls 

extrahepatische Komplementfaktoren die eigentliche Rolle bei der Entstehung und Progression von 

Hypertonus einnehmen. Komplementfaktoren, welche von extrahepatischen Zellen wie 

Fibroblasten, epitheliale Zellen, Astrozyten oder myoepithiliale Zellen produziert werden, wurden 

in dieser Arbeit nicht erfasst (Chen et al., 2020b). Extrahepatisches Komplement wäre bei einem 

genetischen Knockout ebenfalls herunterreguliert, weshalb ein anderer Effekt zur aktuellen Arbeit 

zu beobachten ist, was möglicherweise die Diskrepanz zwischen den Studien erklärt. Daher spielen 

möglicherweise extrahepatische Komplementfaktoren eine deutlich wichtigere Rolle als hepatische 

Komplementfakoren bei der Entstehung von hypertensiven Schäden. 

 

Eine erwähnenswerte Beobachtung wurde in der aktuellen Arbeit in den DOCA-Salz Versuchen in 

der C3-siRNA Gruppe gemacht. In den zusammengefassten DOCA-Salz Versuchen betrug die 

Mortalität innerhalb der C3-siRNA Gruppe 57,1%, sodass sich zum Ende des Versuchs die n-Zahl 

innerhalb der C3-siRNA Gruppe sich im Vergleich halbiert hat, während die Mortalität in der 

Kontroll-siRNA Gruppe 25,0% und in der C5-siRNA 27,3% betrug. Obwohl die erhöhte Sterblichkeit 

nicht signifikant war, so war der Effekt eindeutig. Aus praktischen Gründen konnten histologische 

Auswertungen oder Genexpressionsdaten von verstorbenen Mäusen nicht in die Endergebnisse 

dieser Arbeit inkludiert, analysiert oder ausgewertet werden. Eine mögliche Konsequenz ist, dass 

durch die fehlenden Daten der verstorbenen Mäuse in der C3 siRNA Gruppe aggravierte 

Endorganschäden möglicherweise maskiert wurden („Survival of the fittest“). Dies würde, konträr 

zu der Literatur, möglicherweise auf eine Aggravierung des Hypertonus durch die hepatische 

Inhibition von C3 deuten. Bisher sind zum aktuellen Stand noch keine konkreten Daten bezüglich 

der Mortalität in DOCA-Salz Modellen mit Komplementfaktorinhibition zu finden.  

 

Die hier präsentierten Daten zeigen, dass eine Blockade von C3 und C5 die frühe Albuminurie senkt,  

jedoch keinen Effekt auf den systolischen Blutdruck und dessen Endorganschäden hat. Vermehrte 

Studien können einen protektiven Effekt eines C3-Knockout Versuchs an anderen Rattenarten oder 

in Mausversuchen nicht reproduzieren und keinen eindeutigen Effekt bestätigen. 

Komplementfaktoren könnten demnach eher eine begleitende Kofaktoren-Rolle anstatt einer aktiv 

kausalen Rolle in der Pathophysiologie des Hypertonus sein (Coles et al., 2007; Regal et al., 2018).  

Ein weiterer möglicher Erklärungsansatz für die Diskrepanz der Beobachtungen zwischen dieser 

Arbeit und anderer Studien bezüglich der Korrelation zwischen den Komplementfaktoren und der 

Progression des Hypertonus in Mäusen wäre, dass die aktuellen in vivo Hypertonus Modelle nur 

limitiert vergleichbar sind. Beispielsweise wurde die grundlegende Annahme, dass Rag defiziente 

Mäuse keinen Hypertonus entwickeln vor einigen Jahren hinterfragt, da der Versuch mit 
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identischen Bedingungen nicht reproduziert werden konnte (Seniuk et al., 2020). Ein möglicher 

Hauptgrund für die begrenzte Reproduzierbarkeit der Experimente innerhalb einer Mauslinie, wie 

im Fall der C57Bl/6J, könnte darin liegen, dass im Laufe der Zeit einzelne Mutationen den Phänotyp 

der Mäuse abhängig von den spezifischen Laborbedingungen der Versuchstiere verändert haben.  

Darüber hinaus gab es bis zum Erstellungszeitpunkt dieser Arbeit keine Studien bezüglich eines C3 

oder C5 Knockouts oder hepatischen Komplementfaktoreninhibition in Mäusen in einem 

Hochdruckmodell, da die meisten Erkenntnisse bisher aus verschiedenen Rattenmodellen wie z.B. 

„Dahl salt-sensitive rat“ (Dahl/SS Rat), SNX oder SHR entnommen sind.  

In der folgenden Arbeit ist die n-Zahl der einzelnen Versuche zum Teil ebenfalls klein, wobei die 

Ergebnisse aber eindeutig sind und ebenfalls mit vorläufigen Versuchsergebnissen bei C3KO 

Mäusen in denselben Modellen aus unserem Labor übereinstimmen. In diesen Versuchen wird eine 

ähnliche initial verminderte Albuminurie und eine erhöhte Mortalität im DOCA-Salz Modell 

beobachtet. Anzumerken ist, dass die erhöhte Mortalität nur in Verwendung eines 50mg DOCA-

Pellets beobachtet wurde, während die Nutzung eines 25mg DOCA-Pellet keine vergleichbaren 

Mortalitätsraten aufgewiesen hat (Bode et al., 2023). Auch aus Gründen des Tierschutzes (3R) ist 

eine Wiederholung des Versuches zum alleinigen Zweck die n-Zahl zu erhöhen, nicht sinnvoll. 

Die Daten dieser Arbeit bestätigen nicht, dass eine Inhibition von C3 oder C5 zu einer wesentlichen 

Verbesserung bezüglich kardialer und allgemein renaler Endorganschäden im Hypertonus führt. 

Zwar zeigte sich eine initiale verminderte Albuminurie bei C3 Blockade und bei C5 Blockade, jedoch 

verschwindet dieser Effekt teilweise im weiteren Verlauf. Aktuell gibt es in der Literatur noch keine 

Beschreibung bezüglich eines konkreten Pathomechanismus von Komplementfaktoren bei der 

zeitlichen Manifestation einer Albuminurie. Der klinische Nutzen zeigt sich daher auch limitiert, da 

eine Komplementinhibition im Sinne einer Therapie bei Albuminurie aufgrund des nur 

beschriebenden initialen Effekts etwas fraglich ist.   

Bisher gab es, wie bereits erwähnt, wenig bis kaum Daten zu Komplementinhibitionen von 

hepatischem C3 und C5 mit therapeutischem Ansatz, sodass initial dies der logische nächste Schritt 

zu Knockout Versuchen gewesen wäre, welche eine potenziell protektive Wirkung demonstrieren 

könnten. Zudem wurden vaskuläre Schäden in dieser Arbeit nicht analysiert, falls hypertensive 

Endorganschäden des Komplementsystems sich primär in vaskuläre statt kardiale und renale 

Endorganschäden äußert.  

Es ist nicht direkt auszuschließen, dass das Komplementsystem eine untergeordnetere Rolle in der 

Entstehung von hypertensiven Endorganschäden spielt als ursprünglich angenommen. Gleichzeitig 

erfordert diese Schlussfolgerung zukünftig weitere Studien, um die genauen Hauptfaktoren des 

Komplementsystems im Hypertonus zu verifizieren oder zu falsifizieren. Nicht nur die Inhibition der 
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Komplementfaktoren an sich, sondern auch die das Ausmaß könnte eine wichtige Rolle in der 

Entstehung hypertensiver Endorganschäden spielen.  

Nichtsdestotrotz waren bisherige Komplement-Knockout Versuche überwiegend mit anderen 

Modellen oder Ratten durchgeführt worden als diese Arbeit genutzt hatte, sodass ein Ang II- und 

ein DOCA-Salz Versuch an C3- und C5-Knockout Mäusen die Daten der aktuellen Arbeit genauer 

erklären könnte. Darüber hinaus wäre es interessant über siRNA sowohl C3 als auch C5 zu 

inhibieren, um die Erkenntnisse von Chen et al. aus einem C3aR und C5aR Doppelknockout 

weiterhin zu verifizieren und das therapeutische Potenzial weitreichender zu evaluieren.  

 

5.1 Ausblick 
 

Die Daten dieser Arbeit betonen die komplexen Mechanismen im Komplementsystem bei 

hypertensiven Endorganschäden. Das Komplementsystem scheint eine Rolle in der Entwicklung im 

Hypertonus zu spielen, jedoch scheint der konkrete Einfluss auf kardiale und renale 

Endorganschäden unklar.  

Ähnlich wie im C3 Knockout führt hepatische C3-Hemmung mit einer C3-siRNA zu einer Senkung 

der frühen Albuminurie, aber nicht des Blutdrucks und dessen Endorganschäden. Ebenfalls senkt 

eine C5 Blockade die initiale Albuminurie ohne bleibenden Effekt auf den Blutdruck und die 

Endorganschäden. 
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6 Zusammenfassung  

Wie das Komplementsystem genau in der Entstehung und in der Progression des Hypertonus 

beteiligt ist, ist bisher nicht genau bekannt. Dies lässt sich unter anderem daran erklären, dass das 

Komplementsystem über verschiedenen Komplementfaktoren und Komplementrezeptoren 

fungiert, sodass eine Analyse jeder einzelnen Komponente erschwert ist. Die drei Wege der 

Komplementaktivierung enden alle mit denselben Zielen: Die Spaltung der Komplementfaktoren 

C3 und C5 und der damit einhergehenden Bildung des Membranangriffskomplexes. Um die Rolle 

der Komplementfaktoren C3 und C5 bei hypertensiven, renalen und kardialen Endorganschäden zu 

untersuchen, wurde in Wildtyp Mäusen in zwei verschiedenen Versuchen Bluthochdruck mit 

Angiotensin II Infusion und Deoxycorticosterone Acetat (DOCA) induziert. Des Weiteren wurden 

drei verschiedene Interventionsgruppen in den jeweiligen Gruppen gebildet: Kontroll-siRNA, C3-

siRNA und C5-siRNA. 

Die Inhibition der hepatischen Komplementfaktoren mit siRNA reduzierte die C3-Expression in 

beiden Versuchen zusammengefasst um 96% und die C5-Expression um 84%. Eine Inhibition von 

C3 mittels siRNA führte im Ang II-Modell zu einer initialen Verringerung der Albuminurie im 

Vergleich zur unbehandelten Kontroll-siRNA-Gruppe. Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten aus 

unseren Versuchen an C3-Knockout Mäusen überein. Ebenfalls zeigte die Gabe von C5-siRNA im 

DOCA-Salz Versuch zu allen gemessenen Zeitpunkten eine Verringerung der Albuminurie. 

Insgesamt gibt es bisher wenige Daten, bei denen Komplementfaktoren anstelle von 

Komplementrezeptoren gehemmt wurden. Darüber hinaus besteht die vorhandene Literatur 

überwiegend aus Studien an Ratten. Daten einer aktiven Komplementinhibition mittels siRNA in 

Ang II- und DOCA-Salz-Modellen bei Mäusen wurde bisher nicht publiziert. 

Die vorliegende Arbeit ermöglicht mehrere Schlussfolgerungen und eröffnet neue Fragestellungen. 

Einerseits deutet sie darauf hin, dass das Komplementsystem in der Pathogenese des Hypertonus 

maßgeblich zum renalen Schaden in Form von Albuminurie beiträgt. Andere wesentliche Rollen des 

Komplementsystems im Kontext des Hypertonus konnten aus dieser Arbeit jedoch nicht eindeutig 

abgeleitet werden. Andererseits könnte es sein, dass die Inhibition in den Mäusen nicht 

ausreichend ausgeprägt war, sodass eine verbleibende Restaktivität genügte, um inflammatorische 

Endorganschäden im Hypertonus zu verursachen. Folgt man dieser Überlegung weiter, ist es zudem 

denkbar, dass eine doppelte Inhibition mittels siRNA einen messbaren Effekt zeigen könnte.  
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7 Summary  

The precise role of the complement system in the development and progression of hypertension is 

not yet well understood. This is partly due to the complexity of the complement system, which 

operates through various complement factors and receptors, making the analysis of each 

component challenging. All three pathways of complement activation converge on the same 

endpoints: the cleavage of complement factors C3 and C5, leading to the formation of the 

membrane attack complex. To investigate the roles of complement factors C3 and C5 in 

hypertensive renal and cardiac end-organ damage, hypertension was induced in wild-type mice 

using two different methods: Angiotensin II infusion and Deoxycorticosterone Acetate (DOCA). 

Additionally, three intervention groups were established within each experimental group: control 

siRNA, C3 siRNA, and C5 siRNA. 

Inhibition of hepatic complement factors with siRNA resulted in a 96% reduction in C3 expression 

and an 84% reduction in C5 expression across both experiments. In the Ang II model, C3 inhibition 

via siRNA led to an initial decrease in albuminuria compared to the untreated control siRNA group. 

These results are consistent with data from our studies on C3 knockout mice. Similarly,  

administration of C5 siRNA in the DOCA-salt model showed a reduction in albuminuria at all 

measured time points. Overall, there are few data available on the inhibition of complement factors 

as opposed to complement receptors. Moreover, the existing literature predominantly consists of 

studies conducted in rats. To date, active complement inhibition using siRNA in Ang II and DOCA-

salt models in mice has not been reported. 

This study allows for several conclusions and raises new questions. On the one hand, it suggests 

that the complement system significantly contributes to renal damage in the form of albuminuria 

in the pathogenesis of hypertension. However, other significant roles of the complement system in 

hypertension were not clearly identified in this work. On the other hand, it is possible that the 

inhibition in the mice was not sufficiently pronounced, leaving residual activity that could cause 

inflammatory end-organ damage in hypertension. Extending this line of thought, it is conceivable 

that a dual inhibition using siRNA might exhibit a measurable effect. 
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8 Erklärung des Eigenanteils 

 

Folgende Anteile der vorliegenden Arbeit basieren auf meiner unmittelbaren (Mit-)Arbeit:  

 

• Versuchsdesign, Versuchsplanung und Diskussion der Daten: gemeinsam mit Prof. Dr. 

Ulrich Wenzel  

• Operative Eingriffe: gemeinsam mit Marlies Bode   

• Injektion der siRNA: gemeinsam mit Marlies Bode und Stefan Gatzemeier  

• Betreuung der Mäuse während des Versuches: gemeinsam mit der Versuchstierhaltung 

des UKE  

• Gewinnung der Urinproben mittels Stoffwechselkäfigen: selbstständig  

• Albumin ELISA: selbstständig 

• Kreatinin-Assay: selbstständig 

• RNA-Isolierung: selbstständig 

• Realtime RT-PCR: selbstständig 

• Tail-cuff-Blutdruckmessungen: selbstständig 

• Herstellung der Leukozyteneinzelzellsuspension für die FACS-Analyse: gemeinsam mit 

Marlies Bode 

• Histologische Aufarbeitung der Nierenproben: gemeinsam mit Stefan Gatzemeier 

• Mikroskopische Auswertung der histologischen Schnitte: selbstständig  

• Planung und Durchführung der statistischen Analyse: gemeinsam mit Prof. Dr. Ulrich 

Wenzel  

• Erstellen der Abbildungen: selbstständig 

• Korrekturlesen des Manuskriptes: gemeinsam mit Prof. Dr. Ulrich Wenzel 

 

Die Durchführung nachfolgender Anteile der Arbeit basiert nicht auf meiner unmittelbaren Arbeit. 

Jedoch wirkte ich bei deren Auswertung und Interpretation mit:  
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• FACS-Analyse: Marlies Bode  

• Bestimmung von Cholesterin und Blut-Harnstoff-N im Plasma per Autoanalyse: Stefan 

Gatzemeier, AG Tiegs 

• Messung der GFR: Marlies Bode 

• Western-Blot Analyse der Plasmaproben: Stefan Gatzemeier 

• Komplementfaktoren ELISA: Alnylam Pharmaceuticals Inc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

9 Abkürzungsverzeichnis 

 

Abkürzung Bedeutung 

Ang II  Angiotensin II  

ANP Atriales Natriuretisches Peptid 

ANOVA Analysis of variance 

BNP B-natriuretisches Peptid 

C3 Complement factor 3  

C3aR Compelment factor 3a Receptor 

C3KO Complement factor 3 Knockout 

C5 Complement factor 5 

C5aR Complement factor 5a Receptor 

C5KO Complement factor 5 Knockout 

CCL2 Chemokine Ligand 2  

CD Cluster of Differentiation 

DAHL SS Rat Dahl salt sensitive rat 

DKO Double Knockout 

DNA Desoxyribonucleic acid 

DOCA Deoxycorticosteron acetate 

ELISA  Enzyme-linked immunoosorbent assay 

FACS Fluoroescence activated cell sorting 

GFR Glomeruläre Filtrationsrate  

KG Körpergewicht  

KO Knockout 

KO Mäuse Knockout Mäuse 

MAC Membrane attack complex 

NaCl Natriumchlorid 

NGAL Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 

PAI-1  Plasminogen activator inhibitor-1 

PAS Periodic acid-Schiff 

PBS Phosphate buffered saline 

PMN Polymoprhnukleäre Zellen 

RAG-1 Recombination activating gene 1  
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RAAS Renin Angiotensin Aldosteron System 

RISC Rna-induced silencing complex  

RNA  Ribonulceic acid 

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction 

SHR Spontanious Hypertensive Rats 

siRNA Small interfering RNA  

SNX  Subtotal nephrectomy  

tPA Tissue plasminogen activator 

Treg Regulatorische T-Zelle 

uPA Urikinase plasminogen activator 

WHO  World Health Organisation 
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