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1. Einleitung 

Die genauen Pathophysiologien der arteriellen Hypertonie sind bis heute nicht ge-

nau bekannt. Nur in etwa 5% der Fälle lässt sich eine sekundäre Hypertonie eruie-

ren. Erkrankungen, welche sekundär eine Hypertonie bedingen sind u.a. Nierenar-

terienstenosen, Morbus Cushing oder ein Phäochromozytom. In diesen Fällen fin-

det sich ein eindeutig anatomisch-physiologisches Korrelat als Ursache. Die restli-

chen ca. 95 % der Hypertoniepatienten zeigen nach Ausschluss einer sekundären 

Hypertonie eine primär essentielle Hypertonie. Die Lebenszeitprävalenz für die 

Hypertonie (Blutdruck >140/90 mmHg) in Industrienationen übersteigt 90%. Quer-

schnittsstudien zeigen bei 60% der über 18 jährigen Bevölkerung der USA erhöhte 

Blutdruckwerte oder eine manifeste Hypertonie [Wang und Wang 2004]. Ein un-

behandelter Bluthochdruck kann innerhalb kurzer Zeit u.a. zu Herzerkrankungen 

(z.B. linksventrikuläre Hypertrophie), Nierenerkrankungen (z.B. Mikroalbuminurie, 

Nephrosklerose) und verbunden mit einer Hyperlipidämie zu einer allgemeinen 

Atherosklerose führen. Ein über Jahre unentdeckter Hypertonus stellt einen star-

ken Risikofaktor für teils fatale Ereignisse wie zerebrale Insulte oder Myokardin-

farkte dar [Messerli, et al. 2007; Lewington, et al. 2002].  

1.1. Physiologie und Pathophysiologie des Blutdruckes 

Als Blutdruck wird der in Gefäßen des Blutkreislaufs herrschende Druck bezeich-

net. Im gebräuchlichen Sinne ist der Blutdruck einer relativ herznahen Arterie des 

großen Blutkreislaufes gemessen gegenüber dem atmosphärischen Luftdruck 

gemeint (Arterieller Blutdruck). Der Blutdruck des Lungenkreislaufs stellt bei-

spielsweise einen besonderen Parameter dar, welcher bei einigen Fragestellun-

gen auch untersucht wird (Pulmonalarterieller Blutdruck).  

Im Allgemeinen stellt die Druckdifferenz zwischen dem arteriellen und venösen 

Stromgebiet die hämodynamische Triebkraft für die Blutzirkulation dar. Physiolo-

gisch betrachtet errechnet sich der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) nach dem 

Ohm’schen Gesetz (U= R x I) aus dem Produkt des totalen peripheren Widerstan-

des (TPR), der nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille in der 4. Potenz umge-

kehrt proportional zum aktuellen Querschnittsradius der Widerstandsgefäße (Arte-

riolen) ist, und dem Herzzeitvolumen (HZV), dem Produkt aus Schlagvolumen 

(SV) und Herzfrequenz (HF), zuzüglich des zentral venösen Druckes (ZVD):  
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t 

P 

PSystole 

PDiastole 

MAP 

Ohm’sches Gesetz  

U = R x I 

Ohm’sches Gesetz bezogen auf den Blutkreislauf 

Δp (U) = TPR (R) x HZV (I) 

MAP – ZVD = TPR x HF x SV 

MAP = HF x SV x TPR + ZVD 

Während der Auswurfphase des Herzens erreicht der Blutdruck in den Arterien ein 

Maximum (systolischer Blutdruck) und fällt während der Diastole auf ein Minimum 

ab (diastolischer Blutdruck). Der mittlere arterielle Druck (MAP) errechnet sich aus 

dem Integral der Druckpulskurve. Näherungsweise gilt: MAP = 1/3(Psys – PDia) + 

PDia. 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 1-1: Schema, Arterieller Druckpuls (modif iziert  nach H. Ehmke in "Physiologie; Klinke, Pape, 
Kurtz, Silbernagl; 2009, 6. Auflage, S.183)  

Die physiologische Regulation des Blutdrucks erfolgt über eine Vielzahl humoraler, 

nervöser und metabolischer Faktoren, welche eine Wirkung auf die periphere Va-

somotorik und/oder das Herzzeitvolumen gemeinsam haben. Einige Faktoren ha-

ben weiterhin eine indirekte Auswirkung auf das HZV durch Elektrolyt- und Volu-

menverschiebungen. Das richtige Zusammenspiel dieser zahlreichen regulatori-

schen Mechanismen stellt die adäquate Gewebedurchblutung sicher [Guyton 

1991]. Pathologische Veränderungen dieser physiologischen Stellglieder treten bei 

der arteriellen Hypertonie in Erscheinung. In den meisten Fällen der Hypertonie ist 

der TPR erhöht [Tang, et al. 2003].  
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1.1.1. Aufbau und Funktion der Arterien 

Die Wand der Arterien besitzt einen dreischichtigen Aufbau aus Tunica interna 

(Intima), Tunica media (Media) und Tunica externa (Adventitia). Die zum Lumen 

begrenzende Schicht ist die Intima, bestehend aus einer Schicht Endothelzellen, 

welche für die Blutdruckregulation von großer Bedeutung sind. So wirken parakri-

ne Faktoren der Endothelzellen auf die in der Media lokalisierte glatte Muskulatur. 

Die glatte Muskulatur wirkt durch Konstriktion bzw. Relaxation auf den Vasotonus 

und die Gefäßweite, was wiederum den TPR und darüber den MAP beeinflusst. 

Zu den vom Endothel sezernierten vasokonstriktorisch wirkenden Substanzen 

zählen u.a. Endothelin und Thromboxan A2  [Katusic, et al. 1988; Kiowski, et al. 

1991]. Vom Endothel sezernierte Vasodilatativa sind u.a. Prostazyclin PGI2, Endo-

thelium Derived Relaxing Factor (EDRF, Stickstoffmonoxid, NO) und Bradykinin 

[Moncada, et al. 1976; Parsons, et al. 1991; Furchgott und Vanhoutte 1989]. Ein 

Beispiel für den Einfluss der Endothelfunktion auf den MAP ist, dass Mäuse mit 

genetischem Defekt der endothelständigen NO-Synthase eine arterielle Hyperto-

nie entwickeln [Huang, et al. 1995]. 

Die Aktivität der kontraktilen Elemente (Aktin und Myosin) der glatten Muskulatur 

in der Media ist abhängig vom intrazellulären Ca2+-Gehalt. Intrazelluläres Ca2+ bil-

det mit Calmodulin einen Komplex, der die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLK) ak-

tiviert. Die MLK phosphoryliert die leichten Myosinketten und ermöglicht dadurch 

eine folgende Interaktion zwischen Aktin- und Myosinfilamenten [Somlyo und 

Somlyo 1994]. Der intrazelluläre Ca2+ Gehalt wird durch Ca2+ Kanäle und Trans-

porter an Zellmembran und sarkoplasmatischem Retikulum reguliert. Die Kanäle 

unterliegen der Regulation durch endokrine und parakrine Faktoren wie z.B. Endo-

thelin, Angiotensin-II, NO, Thromboxan, Noradrenalin, sowie deren intrazelluläre 

Secondmessenger cAMP und cGMP. 

1.1.2. Blutdruckregulation 

Im Folgenden werden die wichtigsten Regulationsmechanismen des Blutdruckes 

in kurzer Form beschrieben. Man kann hierbei die Unterscheidung in Kurz-, Mittel- 

und langfristige Mechanismen treffen. 
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1.1.2.1. Kurzfristige Mechanismen 

Vegetatives Nervensystem 

Die kurzfristige Regulierung des Blutdrucks erfolgt hauptsächlich durch das vege-

tative Nervensystem. Arterien und Arteriolen sind durch sympathische Nervenen-

digungen innerviert. Deren Neurotransmitter Noradrenalin wirkt vasokonstriktiv 

und erhält den vaskulären Grundtonus aufrecht [Julien, et al. 1995]. 

Pressorezeptorenreflex 

Die schnellsten integrativen Leistungen (wenige Sekunden) erfüllt das arterielle 

Barorezeptorsystem [Guyton 1991]. Barorezeptoren in Sinus caroticus, Arcus aor-

tae und Pulmonalkreislauf lösen bei plötzlicher Blutdruckerhöhung den Pressore-

zeptorenreflex aus. Bei Erhöhung der Wandspannung senden die Rezeptoren af-

ferente Signale, die über die Nervi vagi und glossypharyngei in die Hirnnervenker-

ne (Nuclei tracti solitarii und ambiguus) der dorsalen Medulla oblongata geleitet 

und dort inhibitorisch auf efferente sympathische Neurone verschaltet werden. 

Eine Aktivierung des Reflexes führt zur sofortigen Inhibierung des sympathischen 

Einflusses auf Myokard und glatte Gefäßmuskulatur mit einer dadurch verbunde-

nen Reduktion von kardialer Inotropie, Herzfrequenz, Schlagvolumen und TPR, 

resultierend in einer Blutdrucksenkung. Dieser Regelkreis dient der Integration der 

beteiligten Regelgrößen beispielsweise bei körperlicher Arbeit, emotionalem 

Stress oder Orthostase. Ein plötzlicher Blutdruckabfall wirkt durch fehlende Affe-

renzen der Barorezeptoren disinhibierend auf den Sympathikus mit folgender 

Steigerung der Herzfrequenz, Inotropie und TPR, was wiederum ein Anstieg des 

Blutdrucks zur Folge hat [Persson 1996]. Die Denervierung der Pressorezeptoren 

bspw. iatrogen durch Operationen im Hals/Thorax Bereich führen langfristig nicht 

zu einer arteriellen Hypertonie, da andere Regelkreise den Blutdruck binnen weni-

ger Tage normalisieren. Trotzdem ist die Blutdruckvariabilität erhöht [Timmers, 

Henri J L M, et al. 2003]. 

1.1.2.2. Mittelfristige Mechanismen 

Kontrollmechanismen der mittelfristigen Blutdruckregulation agieren innerhalb we-

niger Minuten bis zu einigen Stunden. 

Kapilläre Volumenverschiebung 

Zwischen Kapillaren und extravasalem Raum findet ein ständiger Volumenaus-

tausch statt. Änderungen des hydrostatischen oder kolloidosmotischen Drucks im 
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Kapillargebiet führen bei Anstieg zu einer erhöhten Flüssigkeitsfiltration bzw. bei 

Abfall zur gesteigerten Rückresorbtion mit Volumenverschiebungen zwischen in-

tra- bzw. extravasalen Raum. Die konsekutive Änderung des zirkulierenden Blut-

volumens ist an der Homöostase des Blutdruckes beteiligt [Guyton 1991]. 

Endothelabhängige Vasodilatation 

Pulsatile Dehnung und Scherstress durch hohen Blutdruck führen zu einer endo-

thelabhängigen Vasodilatation. Durch den mechanischen Stress werden endothe-

liale vasoaktive Substanzen sezerniert. Der wichtigste Faktor dabei ist das NO, 

das bei der Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid Systhase (eNOS) aus 

der Aminosäure Arginin synthetisiert wird [Busse und Fleming 1998]. 

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

Das Renin-Angiotensin-(Aldosteron)-System (RAAS) ist einer der bedeutendsten 

physiologischen Regelkreise innerhalb der Blutdruckregulation. Es ist eine Kaska-

de verschiedener Peptidasen, Prohormone und Effektorhormone. Die Effektor-

hormone Angiotensin-II und Aldosteron haben u.a. Auswirkungen auf Gefäßtonus 

und Gefäßweite, sowie auf das Resorptionsverhalten der Nieren [Guyton 1991]. 

Die renal gebildete Endopeptidase Renin spaltet von dem hauptsächlich in der 

Leber gebildeten Peptid Angiotensinogen (452 Aminosäuren, AS) das Prohormon 

Angiotensin-I (10 AS) ab. Dieses wird im Verlauf der Kaskade nochmals durch die 

hauptsächlich am Endothel der Lunge lokalisierte Peptidase Angiotensin-

Converting-Enzyme (ACE) in Angiotensin-II (8 AS) modifiziert [Guang, et al. 2012; 

Mehta und Griendling 2007]. 

 

                                             

 

Abbildung 1-2: Schema, Angiotensin-II Bildung 

Angiotensin-II ist ein Effektorhormon und wirkt über spezifische Angiotensin Re-

zeptoren. Die dominierenden Effekte des Ang-II erfolgen durch Aktivierung des 

AT1 Rezeptors (AT1R). Über gefäßständige AT1R wirkt Ang-II direkt blutdrucker-

höhend durch Vasokonstriktion. In der Nebenniere führt die Aktivierung zur Frei-

setzung des Mineralcorticoids Aldosteron, welches im Sammelrohr die Natrium-

Angiotensinogen  
Renin ACE 

Angiotensin-I Angiotensin-II 
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rückresorption und Kaliumsezernierung fördert und dadurch osmotisch zu einer 

Volumenerhöhung führt. Zentral steigert Ang-II die Freisetzung von Antidiureti-

schen Hormon (ADH) aus der Hypophyse. ADH fördert an Zellen des Sammel-

rohrs den Einbau von Aquaporinen an der lumenseitigen Zellmembran, sodass die 

Wasserretention gesteigert wird. Letztlich löst Ang-II vermutlich im Zusammenspiel 

mit dem Hypothalamus Durstgefühl aus. Eine eher untergeordnete Rolle spielt die 

Wirkung des Ang-II am AT2 Rezeptor (AT2R). Die Effekte belaufen sich hauptsäch-

lich auf embryonale Zelldifferenzierung. Weitere Funktionen im adulten Organis-

mus sind bisher unklar und Gegenstand aktueller Forschung. Viele Arbeiten konn-

ten jedoch bereits Hinweise über antagonistische Wirkungen gegenüber dem 

AT1R nachweisen [Chappell 2012]. 

AT1R AT2R 

Vasokonstriktion Embryonale Zelldifferenzierung 

Aldosteron ↑ antagonistische Wirkung zum AT1R 

ADH ↑ Endotheliale NO Freisetzung 

Renale Perfusion ↑ 

Durst 

 

Tabelle 1-1: Angiotensin-II Rezeptoren [Chappell 2012]  

Stimuliert wird das endokrine RAAS durch die Reninfreisetzung aus Zellen des 

juxtaglomerulären Apparates. Die Reninfreisetzung wird hauptsächlich durch das 

vegetative Nervensystem über β-adrenerge Stimulation oder durch einen Blut-

druckabfall an den zum Glomerulum zuführenden Gefäß (Vas afferens) ausgelöst. 

Durch diese Mechanismen werden beispielsweise Volumenmangelsituationen 

kompensiert. Durch negative Rückkopplung hemmt Angiotensin-II die Reninfrei-

setzung [Guyton 1991]. Chronisch erhöhte Angiotensin-II Spiegel können patholo-

gische Prozesse triggern. Dazu zählt die dauerhafte Blutdruckerhöhung, Hyper-

plasie und Hypertrophie vaskulärer glatter Muskulatur [Griendling, et al. 1994; Xi, 

et al. 1999; Geisterfer, et al. 1988; Berk, et al. 1989], Myokardhypertrophie und -

fibröser Umbau (Remodeling), reduzierte Fibrinolyse und renale Fibrose [Fernan-

dez-Alfonso, et al. 1992; Mehta und Griendling 2007; Crawford, et al. 1994]. Das 

RAAS bietet daher gute Angriffspunkte für die Behandlung der arteriellen Hyperto-

nie und derer Folgeschäden. Neben dem klassischen RAAS sind sogenannte lo-

kale Renin-Angiotensin-Systeme Gegenstand aktueller Forschung. In vielen Ge-

weben konnte in den letzten Jahren Reninaktivität und die gleiche Kaskadenabfol-
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ge wie im klassischen RAAS nachgewiesen werden. Der Regelkreis arbeitet dabei 

auf intrazellulärer und parakriner Ebene. Organe in denen ein lokales RAS identifi-

ziert wurde sind beispielweise Herz, Gefäße, Zentrales Nervensystem, Ovarien, 

Adipozyten und der Verdauungstrakt. Die physiologischen Funktionen der lokalen 

RAS sind bislang nicht eindeutig bekannt, jedoch scheinen sie besonders an pa-

thophysiologischen Prozessen, wie z.B. myokardialer Hypertrophie und fibrösem 

Umbau beteiligt zu sein [Paul, et al. 2006]. In den letzten Jahren konnten weitere 

Achsen des RAS identifiziert werden. Neben der klassischen (ACE - Ang II - AT1R) 

wurden die ACE2 - Ang-(1-7) – AT7R und die APA - Ang IV – AT4R Achse be-

schrieben [Chappell 2007; Coleman, et al. 1998]. Angiotensin-(1-7) entsteht durch 

die hauptsächlich an den proximalen Tubuluszellen vorkommende Endopeptidase 

ACE2, welche Ang-II durch Abspaltung von Phenylalanin zu Angiotensin-(1-7) 

prozessiert. Weiterhin wird Ang-I durch die ebenfalls in den proximalen Tubulus-

zellen lokalisierte Metalloproteinase Neprilysin in Ang-(1-7) umgewandelt. Ang-(1-

7) hat über den AT7Rezeptor antagonisierende Wirkungen gegenüber der klassi-

schen ACE – Ang-II - AT1R – Achse. Die bisherigen Beschreibungen beschränken 

sich dabei auf die renale Funktion. So bewirkt die Infusion von Ang-(1-7) in Kanin-

chen eine Erhöhung der glomerulären Filtrationsrate und die Dilatation von vorher 

konstringierten Arteriolen. Die Rolle des Angiotensin IV wird derzeit kontrovers 

diskutiert. Erste Studien zeigen, dass Ang-IV zu einer Erhöhung des kortikalen 

Blutflusses in der Niere beiträgt. Weiterhin zeigt es ähnliche Wirkungen wie Angio-

tensin-II. Angiotensin-IV entsteht u.a. durch Abspaltung von Asparagin von Ang-II 

katalysiert durch die in den Nieren vorkommende Aminopeptidase A (APA). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1-3: Schema, Erweitertes Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
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Aldosteron, Antidiuretisches Hormon (ADH) und Atriales natriuretisches 

Peptid (ANP) 

Aldosteron, ADH und ANP sind Hormone, die im Wesentlichen über Veränderun-

gen von Plasmanatrium und -osmolalität und damit zusammenhängenden Volu-

menveränderungen in die Blutdruckregulation eingreifen. Für diese Arbeit spielt 

v.a. Aldosteron eine Rolle. Aldosteron ist ein blutdrucksteigerndes Mineralcorticoid 

und wird in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde aus steroidalen Vorstufen 

synthesiert (siehe Abbildung 1-4) und endokrin sezerniert. 

 

Abbildung 1-4: Schema, Aldosteronsynthese 

Die vermehrte Bildung und endokrine Freisetzung von Aldosteron erfolgt durch die 

Bindung von Angiotensin-II an die AT1 Rezeptoren der Aldosteron-sezernierenden 

Zellen, sowie getriggert durch einen erhöhten Kaliumspiegel im Blut [Slater 1969]. 

Aldosteron aktiviert den intrazellulär gelegenen Mineralcorticoidrezeptor (MR), 

welcher besonders in epithelialen Zellen der Nieren und des Kolons enthalten ist 

[Fiebeler, et al. 2007; Fuller und Young 2005]. In der Niere führt dessen Aktivie-

rung zu einem verstärkten Einbau epithelialer Natrium-Ionenkanäle (ENaC) in die 

harnseitige Zellmembran von Hauptzellen des Sammelrohres und damit verbun-

den zu einer gesteigerten Natriumrückresorption in das Blutplasma [Chen, et al. 

1999]. Die Erhöhung des Plasmanatriums führt aufgrund der osmotischen Wirkung 
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zu einer Volumenexpansion mit konsekutiver Blutdruckerhöhung. Einen antagonis-

tischen Effekt bewirkt das in rechtsatrialen Myozyten synthetisierte atriale natriure-

tische Peptid. Die endokrine Freisetzung erfolgt aufgrund einer Volumenbelastung 

des rechten Vorhofes. Die Wirkung des Hormons ist eine verstärkte renale Natri-

umausscheidung sowie eine Suppression des Renin-Angiotensin-Aldosteron Sys-

tems durch eine Hemmung der Reninfreisetzung am juxtaglomerulären Apparat 

[de Bold, A J, et al. 2001; Kuhn 2012]. 

Die Plasmaosmolalität und damit verbundene Blutdruckänderungen werden be-

sonders durch das in der Hypophyse freigesetzte Peptidhormon ADH gesteuert. 

Die Wirkung des ADHs erfolgt u.a. über dessen V1-Rezeptor, lokalisiert in Zellen 

des Sammelrohres. Die Aktivierung führt zu einem vermehrten Einbau von Aqua-

porinen Typ-2 (AQP2) in die harnseitige Zellmembran des Sammelrohrepithels 

[Knepper und Nielsen 2004], sodass freies Wasser vermehrt aus dem Primärharn 

resorbiert und dadurch die Plasmaosmolalität verringert wird. Da es dadurch zu 

einer Volumenexpansion kommt, steigt auch der arterielle Blutdruck aufgrund des 

Frank-Starling-Gesetzes. Die Ausschüttung des ADHs wird durch Osmorezepto-

ren im Hypothalamus gesteuert. Dehnungsrezeptoren im rechten Vorhof vermitteln 

über den Gauer-Henry-Reflex eine Hemmung der ADH Sekretion [HENRY, et al. 

1956; Nielsen, et al. 1995]. 

1.1.2.3. Langfristige Mechanismen 

Kontrollmechanismen der langfristigen Blutdruckregulation agieren innerhalb von 

wenigen Stunden bis Tagen. Die genauen Mechanismen sind bis heute nicht ein-

deutig erklärt. Die wichtigste Rolle spielen dabei vermutlich langsam einsetzende, 

druckinduzierte Änderungen der Natrium und Flüssigkeitsbilanz, sowie zentralner-

vöse Faktoren [Guyton 1991; Dampney, R A L, et al. 2005]. 

Flüssigkeitshaushalt & Druckdiurese 

Bei unphysiologisch und potentiell schädlich erhöhtem Blutdruck scheiden die Nie-

ren vermehrt Na+ und Flüssigkeit aus. Die daraus folgende Reduktion des Plas-

mavolumens führt zu einer Erniedrigung der Vorlast und nach dem Frank-Starling-

Gesetz zu einer geringeren Auswurfleistung des Herzens mit konsekutiver Blut-

drucksenkung. Eine unphysiologische Erniedrigung des Blutdrucks führt zum ge-

genteiligen Effekt der vermehrten Salz- und Flüssigkeitsretention in der Niere mit 

kausalem Blutdruckanstieg [Guyton 1991]. Eine wichtige Rolle spielt dabei vermut-

lich die Druckdiurese. Die marknahen renalen Blutgefäße unterliegen im Gegen-
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satz zu rindenständigen Blutgefäßen nur einer geringen Autoregulation. Bei erhöh-

tem mittleren arteriellen Druck (etwa >90mmHg) kommt es dadurch im Bereich 

des Nierenmarks zu einer verminderten Natrium- und Wasserretention aus dem 

Primärharn. Dieser Mechanismus unterliegt vermutlich einem erhöhten interstitiel-

len Druck im Nierenmark, sodass die parazelluläre Natriumreabsorbition inhibiert 

ist und vermehrt Flüssigkeit über den Harn ausgeschieden wird. Die genauen Me-

chanismen sind Gegenstand aktueller Forschung und werden auch besonders im 

Zusammenhang mit der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie diskutiert [Evans, 

et al. 2005; Beard und Mescam 2012].  

1.2. Entzündliche Genese der arteriellen Hypertonie 

Eine Reihe früherer Arbeiten konnte kausale Zusammenhänge zwischen dem Im-

munsystem, dem Faktor „Entzündung“ und der arteriellen Hypertonie identifizieren 

[Guzik, et al. 2007; Harrison, et al. 2011; Marvar, et al. 2010; Wu, et al. 2014]. Das 

Zusammenspiel aller an der Immunantwort beteiligten Zellen gilt als sehr komplex 

und ist bis heute nicht endgültig aufgeklärt. Auch autoimmunologische Prozesse, 

bei denen das Immunsystem körpereigene Strukturen angreift sind möglich 

[Maggadottir und Sullivan 2014]. So können z.B. autoimmunologisch vermittelte 

Vaskulitiden eine arterielle Hypertonie bereits bei Jugendlichen bedingen 

[Sadurska, et al. 2012]. 

1.2.3. Das Immunsystem 

Das Immunsystem wehrt primär in den Organismus eindringende Pathogene, wie 

Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten ab. Es wird hierbei zwischen dem angebore-

nen und dem adaptiven Immunsystem unterschieden [Medzhitov und Janeway 

1997]. 

1.2.3.3. Angeborenes Immunsystem 

Zu den zellulären Komponenten des angeborenen Immunsystems zählen Natürli-

che Killer Zellen (NK-Zellen), Monozyten (nach Einwanderung in extravaskuläre 

Gewebe: Makrophagen), Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile, Basophile) und 

Epithelzellen. Lösliche Faktoren sind u.a. Lysozym, Defensine und das Komple-

mentsystem [Aderem und Underhill 1999; Ganz 2002]. Die von den Zellen erkann-

ten Pathogene werden durch antimikrobielle Substanzen, vor allem reaktive Sau-

erstoffspezies, bekämpft und phagozytiert. In den meisten Fällen wird bereits vom 

angeborenen Immunsystem die Ausbreitung einer Infektion verhindert. Sezernierte 
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inflammatorische Mediatoren und Interleukine, sowie die Präsentation aufgenom-

mener Antigene auf MHC-II Rezeptoren steuern jedoch weiterhin die Aktivierung 

der adaptiven Immunantwort [Koyama, et al. 2008; Takeuchi und Akira 2009]. 

1.2.3.4. Adaptives Immunsystem 

Das phylogenetisch jüngere adaptive Immunsystem ist nur bei höheren Vertebra-

ten zu finden. Die Zellen der adaptiven Immunantwort entwickeln sich aus lympha-

tischen Vorläuferzellen und werden nach dem Ort ihrer finalen Reifung als B-

Lymphozyten (Knochenmark, englisch: bone marrow) und T-Lymphozyten (Thy-

mus) benannt. Die Erkennung von Pathogenen erfolgt hochspezifisch durch die 

Zellen des adaptiven Immunsystems. Jeder gereifte T- bzw. B-Lymphozyt besitzt 

einen individuellen Rezeptor zur Erkennung eines bestimmten Antigens. Bei einer 

Antigenerkennung kommt es zur klonalen Expansion der aktivierten Zelle. Die ei-

gentliche Immunabwehr durch das adaptive Immunsystem erfolgt durch die Bil-

dung hochspezifischer Antikörper gegen das jeweils erkannte Pathogen. Antigen-

präsentierende Zellen (u.a. Makrophagen und dendritische Zellen) bilden dabei mit 

T- und B-Lymphozyten ein hochkomplexes Zusammenspiel. Die Zellen des Im-

munsytems kommunizieren sowohl über direkten Zellkontakt durch oberflächliche 

Rezeptoren und Cofaktoren, sowie parakrin über sezernierte Interleukine. Aus B-

Zellen gereifte Plasmazellen sezernieren schließlich die immunologisch wirksa-

men spezifischen Antikörper, welche Pathogene durch Opsonierung unschädlich 

machen und für das Phagozytosesystem sowie zytotoxische T-Lymphozyten an-

greifbar werden. Weiterhin rufen T-Lymphozyten in infizierten Zellen den pro-

grammierten Zelltod aus und aktivieren Makrophagen [Boehm 2011]. 

1.2.3.5. Spezifische Oberflächenmarker 

Alle Leukozyten zeichnen sich durch ein spezifisches Muster der Oberflächenanti-

gene (Cluster of Differentiation, CD) aus. Zurzeit sind weit über 200 CD-Antigene 

bekannt. Folgende Tabelle zeigt die für diese Arbeit relevanten: 
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CD-Antigen Funktion Spezifischer Zelltyp 

CD3 Cofaktor des T-Lymphozyten-

Rezeptors 

T-Lymphozyten 

CD4 Corezeptor für MHC-II-Moleküle TH1 und TH2 Zellen, 

Monozyten, Makrophagen 

CD8 Corezeptor  für MHC-I-Moleküle Zytotoxische T-Lymphozyten 

CD19 Corezeptor für B-Lymphozyten B-Lymphozyten 

CD45 Tyrosinphosphatase Nahezu alle hämatopoetischen 

Zellen, außer Erythrozyten 

Tabelle 1-2: Cluster of Differentiation 

1.2.3.6. Subtypen der T-Lymphozyten 

T-Lymphozyten lassen sich weiter in mehrere Subtypen unterteilen.  

Subtyp CD8+  

zytotoxischer 

T-Lymphozyt 

CD4+ 

T-Helferzelle 1 

(TH1) 

CD4+ 

T-Helferzelle 2 

(TH2) 

CD4+ 

T-Helferzelle 17 

(TH17) 

CD4+ 

Regulatori-

scher T-

Lymphozyt 

(TReg) 

Haupt-

funktion 

in der 

Immun-

abwehr 

Tötung  

virusinfizier-

ter 

Zellen 

Makro-

phagenaktivie-

rung, 

Aktivierung 

von B-

Lymphozyten 

Aktivierung 

von B-

Lymphozyten 

Neutrophilenver-

stärkung 

Unterdrü-

ckung von T-

Lymphozyten 

Reaktionen 

Tabelle 1-3: Wichtige T-Lymphozyten Subtypen 

Die verschiedenen Subtypen der T-Lymphozyten erfüllen in der adaptiven Immun-

antwort unterschiedliche Aufgaben. CD4+ T-Lymphozyten erfassen auf MHC-II 

Molekülen den membranständigen „Antigenträgerproteinen“ der phagozytierenden 

Zellen des angeborenen Immunsystems, präsentierte Antigene. CD8+ T-

Lymphozyten erfassen solche, die auf MHC-I Molekülen lokalisiert sind. MHC-I 

wird von nahezu allen kernhaltigen Körperzellen exprimiert [Calabi und Milstein 

1986; Neefjes, et al. 2011]. In früheren Arbeiten zur entzündlichen Genese der 

arteriellen Hypertonie werden auch den einzelnen T-Lymphozyten-Subtypen ver-

schiedene pathophysiologische Wirkungen zugesprochen. Im Mausmodell konnte 

gezeigt werden, dass von TH17 Lymphozyten sezerniertes Interleukin-17 eine 

Ang-II induzierte arterielle Hypertonie verstärkt [Madhur, et al. 2010]. Regulatori-

sche CD4+ T-Lymphozyten hingegen reduzieren eine Ang-II bedingte arterielle 

Hypertonie und schützen vor vaskulären Schäden [Barhoumi, et al. 2011]. 
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1.2.3.7. Reaktive Sauerstoffspezies & Angiotensin-II  

Einige Formen arterieller Hypertonie zeigen einen Zusammenhang mit vaskulär 

hoch konzentrierten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [Majzunova, et al. 2013]. 

Neben der mitochondrialen Mangan-Superoxid-Dismutase [Dikalov und Ungvari 

2013], Xanthin-Oxidase, Lipoxygenase und Myeloperoxidase wurde die memb-

rangebundene NAD(P)H-Oxidase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

oxidase) im der glatten Muskulatur als größte Quelle von ROS in vaskulärem und 

kardialem Gewebe identifiziert [Griendling, et al. 1994; Sugamura und Keaney 

2011; Welch 2008; Cifuentes, et al. 2000; Griendling, et al. 2000]. 

Das Enzym katalysiert die 1-Elektron-Reduktion eines Sauerstoffmoleküls mit 

nachfolgender Entstehung eines Superoxidmoleküls (O2
 .-): 

                            
        

Neben anderen Faktoren führen besonders Angiotensin-II [Cifuentes, et al. 2000; 

Rajagopalan, et al. 1996; Griendling, et al. 1994] und Desoxycorticosteronacetat 

(DOCA), jedoch nicht Katecholamine zur Stimulierung vaskulärer NAD(P)H Oxida-

se [Laursen, et al. 1997]. Die Wirkung der ROS wurde in den letzten Jahrzehnten 

genau beleuchtet. ROS erfüllen physiologische Aufgaben im Sinne eines second 

messengers. Sie sind notwendig zum Wachstum und Überleben glatter Muskelzel-

len [Nishio und Watanabe 1997; Tsai, et al. 1996; Irani 2000] und stellen den Ge-

genspieler für vasodilatativ wirkendes Stickstoffmonoxid dar [Mügge, et al. 1991]. 

Bei hohen Gewebekonzentrationen sind sie aber auch in pathophysiologische Zu-

sammenhänge involviert. Die genaue Spezies der ROS, Antioxidantien und deren 

lokale Konzentrationen scheinen in gesunden Gefäßsystemen in einem komple-

xen Gleichgewicht zu liegen. Missverhältnisse können zu Atherosklerose und Hy-

pertonie führen. Freie Sauerstoffradikale erhöhen den vaskulären oxidativen 

Stress, wirken positiv auf Zellwachstum [Rao und Berk 1992]  und die unphysiolo-

gische Inaktivierung von NO [Mügge, et al. 1991]. Dass ROS in vivo Effekte auf 

den Blutdruck haben beschreibt z.B. eine Studie von Landmesser et. al.. Er beo-

bachtete bei Mäusen, denen das Gen für p47(phox), einer Untereinheit der vasku-

lären NADPH Oxidase, deletiert  wurde, eine schwächer ausgeprägte Angiotensin-

II induzierte Hypertonie in den KO-Mäusen gegenüber Wildtypen [Landmesser, et 

al. 2002]. Desweiteren legen Liu et al. dar, dass die kompetitive Inhibierung der 

NADPH-Oxidase durch Infusion des Polypeptids (gp91ds)-tat, einem intra- und 
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extrazellulär wirkenden Inhibitor der NADPH-Oxidase während einer gleichzeitig 

durchgeführten Ang-II Infusion in Ratten, zu einer weniger ausgeprägten arteriel-

len Hypertonie und Mediahypertrophie führt als bei der Kontrollgruppe ohne Inhi-

bierung der NADPH-Oxidase [Liu, et al. 2003]. 

1.2.4. Adaptives Immunsystem & Hypertonie 

Neben den vaskulären Geweben und den Zellen der angeborenen Immunabwehr, 

exprimieren auch T-Lymphozyten eine funktionelle NADPH-Oxidase, die der in 

neutrophilen Granulozyten ähnelt [Jackson, et al. 2004]. 

Weiterhin besitzen T-Lymphozyten auf ihrer Oberfläche AT1-Rezeptoren, welche 

nach Aktivierung durch Angiotensin-II über eine Calcineurin abhängige Signalkas-

kade proliferativ und aktivierend auf T-Zellen wirken [Nataraj, et al. 1999; Lu, et al. 

1996]. Experimente von Guzik et al. ergaben, dass Rag-1 -/- Mäuse, deren Immun-

sytem über keine reifen B- und T-Lymphozyten verfügt, eine gegenüber Wildtypen 

milder ausgeprägte Hypertonie und geringere vaskuläre ROS-Level unter Angio-

tensin-II Infusion zeigen. Nach T-Lymphozyten Transplantation in die Knockout-

mäuse zeigten diese dann wieder einen vergleichbaren Blutdruckanstieg und ähn-

lich hohe ROS-Level im Gefäßsystem wie Wildtypen. Seine Ergebnisse implizie-

ren, dass in das periadventitielle Fett eingewanderte T-Lymphozyten die ROS Bil-

dung durch deren NADPH Oxidase verstärken und die volle Ausprägung einer 

arteriellen Hypertonie ermöglichen [Guzik, et al. 2007]. Wu et. al konnten im Expe-

riment weiterhin zeigen, dass die Anwesenheit von T-Lymphozyten zu einer ma-

ximalen Ausprägung einer vaskulären Fibrosierung bei Ang-II induzierter Hyperto-

nie erforderlich ist [Wu, et al. 2014]. 

1.3. Zielsetzung 

Diese Arbeit soll die Hämodynamik von Rag-1 -/- Mäusen im Vergleich zu Wildtyp 

Mäusen bei Ang-II induzierter Hypertonie genau untersuchen und bedient sich der 

telemetrischen Blutdruckmessung. Die Hypothese lautet, dass T–Lymphozyten 

eine arterielle Hypertonie bei Ang-II Infusion im 14-tägigen Frühstadium verstär-

ken. Der Blutdruck wird dabei über 14 Tage rund um die Uhr an der wachen Maus 

invasiv radiotelemetrisch erfasst. Ein weiterer Fokus wird neben dem Blutdruck-

verhalten auf funktionelle und morphologische Schäden an kardiovaskulär beteilig-

ten Organen gelegt. Dabei sollen mögliche direkte Zusammenhänge zwischen 

Organschäden und Hypertonie mit und ohne T-Lymphozytären Einfluss eruiert 

werden. 
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2. Material & Methodik 

2.1. Tierversuch 

Hypothese und Fragestellungen wurden in dieser Doktorarbeit in einem Mausmo-

dell überprüft. Der Tierversuch wurde nach § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) bei 

der Hamburger Behörde für Gesundheit und Verbraucherschutz – Veterinärwesen/ 

Lebensmittelsicherheit, Billstraße 80, 20539 Hamburg beantragt und am 

16.03.2011 für eine Dauer von 3 Jahren genehmigt. Antragsnummer: 14/11. Ver-

antwortlicher Leiter des Tierversuches ist Prof. Dr. med. Heimo Ehmke (Direktor 

des Institutes für Zelluläre und Integrative Physiologie, Universitätsklinikum Ham-

burg Eppendorf). Stellvertretende Leiterin und exekutive Wissenschaftlerin ist Dr. 

med. Anika Seniuk (Wissenschaftlerin im Institut für Zelluläre und Integrative Phy-

siologie, Universitätsklinikum Hamburg Eppendorf). Für mich lag eine Genehmi-

gung von oben genannter Behörde für Pflege und Versorgung der Tiere, sowie 

Organentnahmen an den toten Tieren vor. 

2.1.1. Verwendete Mauslinien 

Zum Einsatz kamen zwei international bereits etablierte Mauslinien: 

2.1.1.1. Rag1tm1Mom (Rag-1 -/-) 

Diese Knockout-Mäuse zeichnen sich durch das Fehlen des Rekombination-

activating Gene-1 (Rag-1) aus. Rag-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Differen-

zierung der T- und B-Lymphozyten: Durch das Ausbleiben der V(D)J Rekombina-

tion, einer somatischen Rekombination u.a. von B- und T-Zell-Rezeptor-Genen, 

besitzen diese Tiere auf Ihren Zellen keine vielfältigen und funktionsfähigen B- 

bzw. T-Zell-Rezeptoren. [Mombaerts, et al. 1992]Es handelt sich also um einen 

schweren Defekt des adaptiven Immunsystems. Die Haltung dieser Mäuse erfor-

dert eine möglichst sterile Umgebung, da sie besonders für virale Krankheitserre-

ger empfänglich sind [Koyama, et al. 2008; Takeuchi und Akira 2009]. Der geneti-

sche Hintergrund dieser Mauslinie ist die C57BL/6J Linie [The Jackson Laborato-

ry. 10.05.2015]. Die in dieser Arbeit untersuchten Mäuse sind männliche Wurfge-

schwister von direkten Nachkommen von „The Jackson Laboratory (USA)“ impor-

tierten Zuchttieren. Die Zucht fand unter sterilen Bedingungen in der Versuchstier-

haltung des Universitätsklinikum Hamburg Eppendorf statt. Bei Versuchsbeginn 

waren die Tiere 12-16 Wochen alt. 
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2.1.1.2. C57BL/6J 

Die C57BL/6 Maus ist die weltweit für Forschungszwecke am meisten genutzte 

inzüchtige Mauslinie [The Jackson Laboratory. 10.05.2015]. Die in dieser Arbeit 

genutzten männlichen Mäuse wurden von Charles River Laboratories Internatio-

nal, Inc., Sulzfeld, Deutschland (Hauptsitz: Wilmington, USA) erworben. Genetisch 

entstammen sie von „The Jackson Laboratory, USA“. Dadurch erhalten sie ein „J“ 

als Namenszusatz.  

2.1.2. Haltung 

Die Tiere lebten stets in Einzelhaltung. Jede Maus befand sich in einem 365mm x 

207mm x 140mm großen Käfig aus Plexiglas (Modell: 1284L Eurostandard Typ II 

L, TECNIPLAST, Deutschland). Neben einem Gitter1  mit Futterraufe und eine 

450ml Trinkflasche1 wurde jeder Käfig mit einem speziellen Filterdeckel1 abge-

deckt, der laut Hersteller einen nachgewiesenen mikrobiologischen Schutz bietet 

[TECNIPLAST Juli 2007]. In dem Käfig selbst befand sich eine etwa 1-2cm hohe 

Lage weicher, staubfreier Sägespäne, ein spezielles Maus-Häuschen1 und steriler 

Zellstoff als Nestbaumaterial. Die Käfige sowie sämtliches Zubehör wurden vor 

Benutzung autoklaviert und bis zur Benutzung steril verpackt. Aufgrund des Im-

mundefektes der Rag-1 -/--Linie befanden sich die individuell mit Filterdeckel ver-

sehenen Käfige aller Versuchstiere in einem speziellen Maushaltungsschrank2. 

Eine Luftzufuhr erfolgt in diesem Schrank nur keimfrei gefiltert über eine an der 

Schrankdecke befindliche, elektrische Ventilationseinheit. Durch eine Öffnung am 

Boden des Schrankes kann die Luft wieder austreten, sodass sich ein ständiger 

keimarmer Luftstrom durch den gesamten Haltungsschrank ergibt. Durch diese 

Maßnahme sollte die Umgebung der Mäuse möglichst pathogenarm gehalten 

werden. Während der telemetrischen Blutdruckmessung befand sich jeder Käfig 

im Schrank auf einer speziellen Empfängerplatte, welche das Signal des Telemet-

riesenders empfangen und auf den Computer übertragen kann (siehe 3.3). Um 

jeden einzelnen Käfig herum waren Metallkonstruktionen angebracht, welche als 

partielle elektromagnetische Abschirmung fungierten, damit zwischen einzelnen 

Telemetriesendern keine Interferenzen auftreten können. Der Haltungsschrank 

steht in einem abgeschlossenen für die Maushaltung zertifizierten fensterlosen 

Raum, in dem die hauseigene Klimaanlage und ein Luftbefeuchter3 für ein kon-

                                            
1
 TECNIPLAST, Deutschland 

2
 Scantainer, Scanbur-Bk, Dänemark 

3
 Hygromatik,Deutschland 
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stantes Raumklima (Temperatur 20-24°C; Relative Luftfeuchte: 45-65%) sorgen. 

Temperatur und Luftfeuchtigkeit wurden von einem Thermo- bzw. Hygrometer4 

dauerhaft aufgezeichnet und kontrolliert. Eine Deckenlampe, deren Glühbirne5 

tageslichtähnliches Licht emittierte, sorgte für die adäquate Beleuchtung. Die 

Schaltung folgt dem gängigen Tag-/Nacht Rhythmus (Hellphase: 07:00 – 19:00). 

2.1.3. Ernährung 

Aufgrund des Immundefektes der Rag-1 -/--Linie erhielten alle Tiere durch Gam-

mabestrahlung sterilisiertes LASQCdiet® Rod16‐R Mausfutter6. Das Futter hat 

einen Energiegehalt von 15,9 MJ/kg und enthält als Hauptnährstoffe: 16,9% Prote-

in, 4,3% Fett, 4,3% Faser, 7,0% Asche; angegebene Elektrolyte: Calcium 10,0  

g/kg, Natrium 3,0 g/kg Magnesium 2,5 g/kg; die Inhaltsstoffe in absteigender Rei-

henfolge: Weizen, Weizenkleie, Gelbmaiskleber, Hafer, Weizenmehl, Mais, Gers-

te, Leinöl, Calciumcarbonat, Zuckerrübenmelasse, Bierhefe, Mineralstoffe, Vita-

min‐/ Spurenelement‐ Mischung [LAS VENDI 2010].  Das Futter befand sich in der 

integrierten Futterraufe des Abdeckgitters und war der Maus jederzeit ad libitum 

zugänglich. Autoklaviertes Leitungswasser stand ebenfalls in Trinkflaschen ad 

libitum bereit.  

2.1.4. Mausvisite 

Mindestens 1x täglich wurde bei jeder Maus eine Visite durchgeführt. Es erfolgten 

augenscheinliche Kontrollen des Gesundheits-, Pflege-, Verhaltens- und Ernäh-

rungszustandes. Das Körpergewicht wurde mindestens 1x wöchentlich protokol-

liert. 

2.2. Ablauf des Experiments 

Hypothese und Fragestellungen wurden nach einem vorher exakt definierten Ver-

suchsprotokoll überprüft. 

2.2.1. Schema und Endpunkte 

Beide Mauslinien bildeten im Experiment jeweils eine Versuchsgruppe. Pro Grup-

pe wurde das Experiment mit n=8 Mäusen durchgeführt. Beide Gruppen wurden 

von Anfang bis Ende des Experimentes mit gleichen Methoden und Haltungsbe-

dingungen behandelt. Weiterhin wurden von jedem Genotypen 6 Tiere ohne jegli-

                                            
4
 RH520 Extech, USA 

5
 PL-C 4P 18W, Philips, Deutschland 

6
 LAS Vendi 
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che Behandlung als Kontrollgruppe für die späteren Organentnahmen unter den 

gleichen Bedingungen gehalten. 

Versuchsprotokoll in der Übersicht: 

(1) PCR zur Verifizierung des Genotyps  

(2) Implantation eines Telemetriesenders  

(3) Mindestens 10-tägige Rekonvaleszenz 

(4) Zwei Tage telemetrische Basismessung 

(5) Subkutane Implantation einer osmotischen Minipumpe 

(6) 14-tägige telemetrische Messung unter Angiotensin-II Infusion 

(7) Organentnahme, erneute PCR & FACS zur Genotypverifizierung 

2.3. Genotypisierung 

Zur Sicherstellung des richtigen Genotyps wurden die Mäuse vor und nach dem 

Experiment hinsichtlich des Rag1tm1Mom – Allels genotypisiert. Mögliche Verwechs-

lungen sollten so ausgeschlossen werden. Es wurde eine klassische Polymerase-

Ketten-Reaktion (PCR) mit anschließender Agarosegelelektrophorese durchge-

führt. Diese PCR und Agarosegelelektrophorese wurde durch Frau Telse Kock, 

MTA in unserem Institut durchgeführt. 

2.3.1. Probengewinnung 

Zunächst wurde Genmaterial aus einer Ohr- bzw. Schwanzbiopsie gewonnen. Da-

zu wurde das Gewebe in DirectPCR®-Tail7 ca. 17h lysiert. Enthaltene Proteinase-

K baut enthaltene Proteine ab und setzt Nukleinsäuren frei. Eine anschließende 

essentielle Inaktivierung der Proteinase K erfolgte durch 45-minütige Inkubation 

bei 85°C. 

2.3.2. Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die PCR dient der in vitro Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen. In diesem 

Fall sollten hochspezifische DNA-Abschnitte des Rag1tm1Mom Allels vervielfältigt 

werden. 

Eingesetzte Substanzen: 

- Taq-Polymerase (thermostabile DNA-Polymerase) 

- Hochspezifische Primasen 

                                            
7
 Peqlab, Deutschland 



Material & Methodik   19 

- Dinukleotidtriphosphate 

- PCR Puffer II, MgCl2 

- Bromphenolblau (Zur Färbung der DNA) 

Primase  Sequenz Primase Typ 

oIME1746 5‘ GAG GTT CCG CTA CGA CTC TG 3‘ Wildtyp vorwärts 

oIMR3104 5‘ CCG GAC AAG TTT TTC ATC GT 3‘ Wildtyp / Mutant 

oIMR8162 5‘ TGG ATG TGG AAT GTG TGC GAG 3‘ Mutant rückwärts 

Tabelle 2-1: Eingesetzte Primasen 

Die Mutanten- und Wildtypspezifischen Primasen dienen als Startpunkt bzw. End-

punkt für den der jeweiligen Maus spezifischen Genabschnitt. Als Start- bzw. End-

punkt des komplementären DNA-Stranges dient in beiden Fällen die gleiche Pri-

mase. Die Bindung (Hybridisierung) der Primasen an die DNA findet optimal bei 

einer Temperatur von 58° C statt. Die eigentliche Vervielfältigung der eingegrenz-

ten DNA-Abschnitte vollzieht eine taq-DNA Polymerase in 35 Zyklen bei unter-

schiedlichen Temperaturen, welche maschinell vollautomatisch eingestellt werden. 

Die Phasen mit hoher Temperatur (94°C) dienen der Denaturierung (Aufteilung 

der komplementären DNA-Stränge), damit Primasen und Polymerasen in der fol-

genden Phase (72°) am einzelnen Strang arbeiten können. Substrate der Polyme-

rase sind die im Überfluss vorhandenen Dinukleotidtriphophate [Rassow 2008]. 

Temperatur Dauer 

94°C 180s 

94°C 30s 

58°C 45s           35 Zyklen  

72°C 45s 

72°C 180s 

Tabelle 2-2: PCR-Temperatur-Zyklen 

Während der PCR entstehen erwartungsgemäß je nach Genotyp unterschiedlich 

lange DNA-Stränge [The Jackson Laboratory. 10.05.2015]: 

Genotyp Länge des amplifizierten Genabschnitts 

Wildtyp homozygot 474bp 

Mutant heterozygot (Wildtyp + Mutant) 474bp und 530bp 

Mutant homozygot 530bp 

Tabelle 2-3: Erwartete Länge der amplif izierten Genabschnitte  
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2.3.3. Agarosegelelektrophorese 

Zum Größenvergleich wurden die amplifizierten DNA-Abschnitte in einer Agarose-

gelelektrophorese aufgetrennt. Mit einem Standard Vergleich des Mauszüchters8 

konnte so der Genotyp der jeweiligen Maus zugeordnet werden. Die Trennung 

und Analyse der DNA-Fragmente wurde in 1,2%igen horizontalen Agaroseflach-

bett-Gelen durchgeführt. Gefärbt wurde die DNA mit 6 µL/100 ml Ethidiumbromid9. 

Die Trennung erfolgte innerhalb von 45 min bei einer konstanten Spannung von 

110 V. Nach der Trennung wurde die angefärbte DNA mit UV-Licht der Wellenlän-

ge 254 nm sichtbar gemacht und zur Dokumentation mit einer CCD-Kamera foto-

grafiert. Die Laufgeschwindigkeit linearer DNA-Fragmente ist umgekehrt proporti-

onal zum Logarithmus ihrer Länge. In der Elektrophorese entstehen so unter-

schiedlich weit gelaufene DNA-Banden. Anhand des Fotos wurde die Laufweite 

der Banden mit Standardbanden verglichen. Als Positiv-Kontrolle diente ein be-

kannter Abschnitt des Rag1tm1Mom Allels [Rassow 2008]. 

2.4. Radiotelemetrische Blutdruckmessung 

Um möglichst verlässliche Aussagen über die hämodynamischen Zustände der 

Versuchstiere treffen zu können wurden invasive Blutdruckmessungen an der wa-

chen Maus durchgeführt. 

2.4.1. Messparameter  
Die Parameter Herzfrequenz (HF), systolischer (PSys) – und diastolischer Blutdruck 

(PDst), mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Blutdruckamplitude (pulse pressure) 

sowie das Maximum der Druckveränderung pro Zeit während der Systole (ΔP/Δt) 

wurden intraaortal gemessen. Als letzter Parameter wurde die motorische Aktivität 

bestimmt (s.u.). Die Maus befand sich während der gesamten Messung ungestört 

in Einzelhaltung im eigenen Käfig. 

2.4.2. Messinstrument 

Als Messinstrument kamen implantierbare PhysioTel® PA Transmitter der Firma 

Data Sciences International (USA) zum Einsatz. Das verwendete Modell PA-C10 

besteht aus einer Sendeeinheit mit Batterie und einem daran befindlichen Messka-

theter. 

                                            
8
 Jackson Laboratory, USA 

9
 Sigma Aldrich, USA 
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Abbildung 2-1: Telemetrieeinheit,  PhysioTel® PA-C10, Copyright: DSI  

Sender-Kenndaten  

Modell Gewicht 

(g) 

Volumen 

(cm³) 

Minimales 

Tiergewicht 

Lebensdauer 

der Batterie 

(Wochen) 

PA-C10 1,4 1,1 17 g  

(s.c. Implanta-

tion)  

6 

Tabelle 2-4: Sender-Kenndaten [DSI]  

Der Sender wird vollständig in die Maus implantiert und dann von extern durch 

einen Magneten über eine Magnet-Relais-Schaltung ein- oder ausgeschaltet. Die 

Messdaten werden per Funkübertragung von der unter dem Käfig befindlichen 

Empfängerplatte10 empfangen und auf den Computer11 übertragen. 

2.4.3. Computerprogramm 

Das Programm zur Erfassung der Daten stammt wie der Telemetriesender von der 

Firma Data Sciences International (USA): Dataquest A.R.T™ Gold Acquisition 

4.31. 

                                            
10

 PhysioTel® Receivers – RPC-1 for Mice and Small Animals, DSI, USA 
11

 Optiplex GX270, Dell, USA 

Sendeeinheit + Batterie 

Messkatheter 

http://www.datasci.com/products/implantable-telemetry/mouse-%28miniature%29/pa-c10
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Abbildung 2-2: Druckpuls einer C57BL/6J Maus während Basismessung. Aufgezeichnet mit Dataquest 
A.R.T™ Gold Acquisition 4.31  

Das Programm berechnet im arteriellen Druckpuls über das lokale Maximum in 

einem Herzzyklus den systolischen Druck (Abb. 2: TENSI01.Pressure.Systole) 

und über das lokale Minimum den diastolischen Druck (Abb.2: 

TENSI04.Pressure.Diastole). Weiterhin wird der mittlere arterielle Druck über das 

Druckpulsintegral errechnet (Abb.2:TENSI04.Pressure.Mean). ΔP/Δt max, der ma-

ximale Druckanstieg pro Zeit, trennt die Herzzyklen voneinander (Abb.2: 

TENSI04.Pressure.IBI). Gleichzeitig kann das maximale ΔP/Δt für weitere Analy-

sen verwendet werden. Die Herzfrequenz ergibt sich aus der Anzahl der Herzzyk-

len pro Minute. Da die Qualität der Druckmessung auch dem sich verändernden 

Umgebungsluftdruck unterliegt, wird dieser von einem elektronischen Barometer12 

gemessen und durch Gold Acquisition 4.31 eine automatische Korrektur des Null-

punktes vorgenommen. Weiterhin konnte die motorische Aktivität über relative 

Bewegungen der Maus gegenüber der Empfängerplatte bestimmt werden. Die 

Aktivität wird dabei in „Bewegungsregistrierungen“ / Minute angegeben. 

2.4.4. Messintervalle 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Messungen wurden in einem bestimmten zeitli-

chen Rhythmus durchgeführt. Während der gesamten Zeit der Basismessung und 

der Zeit der Ang-II Behandlung erfolgte alle fünf Minuten eine ein-minütige konti-

nuierliche Messung. Jeder Parameter wurde über eine Minute gemittelt und proto-

kolliert.  

 

 

                                            
12

 DSI APR-1 (Ambient Pressure Reference), DSI, USA 
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Abbildung 2-3: Schema, Datenaufzeichnungsplan 

 

Tabelle 2-5: Ausgabe der Rohdaten aus Gold Acquisition 4.31 in eine MS Excel
13

 Tabelle 

Die durch Gold Acquisition 4.31 protokollierten Rohdaten wurden in eine MS Ex-

cel13-Tabelle exportiert, bearbeitet, grafisch aufgetragen, analysiert und statistisch 

ausgewertet.  

2.5. Operationen 

Alle Operationen führte Dr. med. Anika Seniuk (Institut für Zelluläre und Integrative 

Physiologie, Universitätsklinikum Hamburg Eppendorf) durch. 

Assistierende Arbeiten an der Maus erfolgten durch mich. 

2.5.1. Hygiene 

Aufgrund des Immundefektes der Rag-1-/- Linie wurde bei diesen Tieren der ge-

samte OP-Prozess unter einer Produktschutzwerkbank14 durchgeführt. Weiterhin 

wurde durch regelmäßige Händedesinfektion des Operateurs und zwischenzeitli-

che Desinfektion der verwendeten Arbeitsgeräte unter der Werkbank auf besonde-

re antiinfektiöse Hygiene geachtet. Benötigtes Werkzeug wurde vor den Operatio-

nen autoklaviert und steril abgepackt gelagert. Der OP-Tisch und eingesetzte Ge-

räte wurden mit Ethanol 80% desinfiziert. 

                                            
13

 Microsoft Corporation, USA 
14

 Heraeus Instruments, Deutschland 

Time Stamp TENSI01.Activity TENSI01.Diastolic TENSI01.Heart Rate TENSI01.Pressure TENSI01.Systolic

10.05.2012 19:00 6,4 101,275 690,503 111,2 120,213

10.05.2012 19:05 35,6 105,691 652,823 117,367 127,173

10.05.2012 19:10 9,4 97,388 601,571 108,868 119,11

10.05.2012 19:15 17 105,447 670,539 118,362 129,065

10.05.2012 19:20 33,8 112,404 664,101 124,683 135,633

10.05.2012 19:25 18,4 109,191 650,084 120,431 130,372

10.05.2012 19:30 20 117,233 635,24 129,357 140,6

1min Datenaufzeichnung. Mittelung der 

Messwerte 

4min ohne Datenaufzeichnung 
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2.5.2. Telemetriesenderimplantation 

2.5.2.1. Sendervorbereitung 

Zwecks Eichung des Telemetriesenders wurde das gesamte Gerät 24h lang bei 

atmosphärischem Umgebungsdruck in 0,9%ige Kochsalzlösung15 eingelegt und 

eingeschaltet. Die Daten wurden über die gesamte Zeit aufgezeichnet. Die Null-

punktabweichung des Drucks während der Messung wurde abgelesen und kon-

trolliert. Eine Abweichung von +/- 4 mmHg wurde toleriert. Sender mit größerer 

Abweichung waren zu verwerfen. 

2.5.2.2. Anästhesie 

Die Mäuse wurden mit einem selbst angefertigten Ketamin16-Xylazin17-Gemisch 

(1,6 mg Xylazin + 12 mg Ketamin ad 1 mL 0,9% Kochsalzlösung15) anästhesiert. 

Die Dosierung erfolgte gewichtsadaptiert mit 0,01 mL / g[Mausgewicht, MG], ent-

sprechend einer Ketamindosis von 120mg/kg[MG] sowie einer Xylazindosis von 

16mg/kg[MG]. Nach intraperitonealer Injektion wurde die Maus bis zum Erreichen 

einer ausreichenden Narkosetiefe in den Käfig überführt. Die Narkosetiefe wurde 

mittels Zehenkneifreflex überprüft. Zur Prophylaxe von Infektionen wurden ge-

wichtsadaptiert als subkutane Injektion das Antibiotikum Enrofloxacin 18  (5 

mg/kg[MG]), zur peri- und postoperativen Analgesie Carprofen19 (8,25 mg/kg[MG]) 

gelöst in physiologischer Kochsalzlösung15 verabreicht. 

2.5.2.3. Vorbereitung und Lagerung 

Nach Rasur des Operationsfeldes und Desinfektion mit Povidon-Iod-Lösung 50%20 

wurde die narkotisierte Maus in Rückenlage auf einer Korkunterlage platziert. Mit 

einem Bindfaden wurden die oberen Schneidezähne umschlungen und mit Klebe-

band an der Korkplatte fixiert. Unter dem Nacken der Maus befand sich eine zu-

sammengerollte Wundkompresse, sodass der Hals leicht überstreckt war. Die Hin-

terbeine wurden mit Klebeband auf der Unterlage fixiert. Die Korkplatte selbst be-

fand sich beweglich auf einem auf 38°C geregelten OP-Heizplatten-System21. 

  

                                            
15

 B.Braun, Deutschland 
16

 Albrecht, Deutschland 
17

 Bayer, Deutschland 
18

 Baytril 2,5%®, Bayer, Deutschland 
19

 Rimadyl®, Pfizer, USA 
20

 Betaisodona, Mundipharma, Deutschland 
21

 F3, Haake,Deutschland 
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2.5.2.4. Eingriff 

Als Zugangangsgefäß für die Implantation des Katheters in die Aorta diente die 

linke Arteria carotis communis. Der Vorteil dieses Gefäßes gegenüber der Gegen-

seite zum Erreichen der Aorta ist ihr direkter Ursprung aus dem Arcus Aortae. 

Zum Erreichen der Arterie erfolgte eine etwa 1-2cm lange sagittale episternale 

Hautinzision. Vor der eigentlichen Präparation der Arterie wurde an der linken 

Körperflanke mittels Metzenbaumschere22 eine subkutane Tasche präpariert in die 

später die Sendeeinheit verlegt wurde. Danach erfolgte unter Mikroskopsicht23 die 

Präparation der linken Arteria carotis communis. Das umliegende, überwiegend 

aus Speicheldrüsen und Fett bestehende Gewebe wurde mittels zweier Feinpin-

zetten22 zur Seite verlagert. Eine speziell gebogene autoklavierte Sicherheitsnadel 

diente als Wundspreizer, sodass auf tiefere Strukturen freie Sicht war. Es war da-

rauf zu achten, dass andere Strukturen in der Gefäß-Nerven-Straße (Nervus Va-

gus, Vena jugularis interna und sonstige größere Begleitgefäße) nicht verletzt 

werden. Nach Erreichen des Zugangsgefäßes wurde es von umliegendem Binde-

gewebe vorsichtig befreit und mit autoklavierten Fäden unter leichter Spannung 

fixiert. Vor der Punktion des Gefäßes erfolgte eine Bindfaden-Ligatur wenige Mil-

limeter proximal der Bifurkation zur Arteria Carotis interna und externa. Mit einer 

abgewinkelten Injektionsnadel15 [24g] wurde das Gefäß direkt proximal der Bifur-

kation punktiert. Die Kanülenspitze diente als Führung für den Katheter, welcher 

im eröffneten Gefäß nach proximal vorgeschoben wurde. Anhand von Markierun-

gen entlang des Katheters konnte festgestellt werden, wie weit der Katheter vor-

geschoben wurde. Je nach Mausgröße musste die Vorschubweite zwischen 1,0 

und 1,4cm variiert werden, damit sich die Katheterspitze an der richtigen Position 

in der Aorta befand. Der Katheter wurde anschließend reversibel mit Fäden am 

Gefäß fixiert. Es folgte die Überprüfung des Blutdrucksignals intraoperativ an der 

narkotisierten Maus auf der Messplatte. Eine erfolgreiche Katheterimplantation 

wurde durch das Messen von erwartungsgemäßen aortalen Blutdruckamplituden 

festgestellt. War dies nicht der Fall, wurde der Katheter nachjustiert und erst dann 

endgültig fixiert.  

Final wurden die Fixationsknoten mit HISTOACRYL® Gewebekleber15 benetzt und 

dadurch nochmals fest fixiert. Die Sendeeinheit konnte schließlich in die vorpräpa-

rierte Tasche an der linken Körperflanke verlegt werden. Es folgte eine Einzel-

                                            
22

 Fine Science Tools, Deutschland 
23

 OP-Mikroskop MZ 75 Leica, Deutschland 
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knopfnaht mit Mersilene 5.0 Nahtmaterial24 mittels 5 – 8 Knoten. Als direkt posto-

perativen Ernährungsersatz erhielt anschließend jede Maus subkutan 1mL eines 

1:1 Gemisch aus 0,9%iger Kochsalzlösung15 und 5%iger Glukoselösung15. Nach 

der Operation wurde jede Maus zurück in Ihren ursprünglichen Käfig überführt. 

Von extern wurde für die Dauer der Aufwachphase mittels einer Rotlichtlampe 

oder Wärmeplatte eine Auskühlung verhindert. 

2.5.2.5. Postoperative Phase 

60 - 90 min nach Narkoseeinleitung erwachten die Tiere von selbst und erhielten 

bei vollständiger Wachheit zusätzlich zum normalen Futter mit Glukoselösung 

5%15 aufgeweichtes Futter25 und Glukoselösung 5%15  in Trinknäpfen. Mehrmals 

täglich erfolgten Kontrollen des allgemeinen Gesundheitszustandes, der OP-

Narbe und ggf. des Körpergewichts. Bei starker Manipulation der Naht wurden die 

Tiere erneut in Isuflurannarkose mit Einzelknopfnähten wundversorgt. 

2.5.3. Subkutane Implantation der osmotischen Minipumpe 

Die Angiotensin-II Infusion wurde mittels einer implantierten osmotischen Mini-

pumpe durchgeführt. Sie lag subkutan an der zum Telemetriesender contralatera-

len Flanke und gab gleichmäßig das in Kochsalzlösung 0,9%15 gelöste Angioten-

sin-II über 14d lang in einer Dosierung von 490 ng/min/kg[MG] ab. 

Osmotische Minipumpe und Angiotensin-II Dosierung 

 

 

Abbildung 2-4:  Osmotische Minipumpe, Original und Schema, Copyright: ALZET 

                                            
24

 Ethicon, USA 
25

 QC Diet Rod 16, Mausfutter, LAS Vendi, Deutschland 
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Kenndaten der osmotischen Pumpe 

Modell Gewicht 

(g) 

Volumen 

(cm³) 

Minimales 

Tiergewicht 

Infusionsdauer 

Alzet 1002 0,4 0,5 Keine Angabe  2 Wochen 

Tabelle 2-6: Kenndaten der osmotischen Pumpe 

Die Pumpe besitzt ein Reservoir, das mit einer 1,0 mL Spritze15 und einem spezi-

ellen Kanülenaufsatz des Pumpenherstellers26 mit Angiotensin-II-Lösung27 befüllt 

werden kann. Mit einem Deckel und einem daran befindlichen Flussmoderator 

(siehe Abb. 6) wird die Öffnung des Reservoirs verschlossen. Um das Reservoir 

herum befindet sich eine sogenannte „Osmotic Layer“. Diese Schicht beginnt im 

Mausinneren aufgrund osmotischen Wassereinsogs aufzuquellen, sodass die An-

giotensin-II Lösung wegen der von außen wirkenden Druckerhöhung durch den 

Flussmoderator (siehe Abb. 4) hindurch langsam und gleichmäßig in den Subku-

tanraum der Maus gepresst wird. Die Pumprate war für jede Charge vom Herstel-

ler definiert. Sie lag zwischen 0,24 – 0,25 µL/min. Die Angiotensin-II-Konzentration 

der Lösung wurde pumpenspezifisch und gewichtsadaptiert für die Mäuse ge-

wählt, sodass sich eine Dosierung von 490 ng/kg[MG]/h ergab. Nach Befüllung der 

Pumpen wurden diese bis zur Implantation für wenige Stunden in steriler 0,9%iger 

Kochsalzlösung15 gelagert. 

2.5.3.1. Anästhesie 

Die Tiere wurden an einer aus einem Schlauch und einem Falcon-Tube konstru-

ierten Atemmaske mit einem Isofluran28-Luft-Gemisch anästhesiert. Die Luft in der 

direkten Umgebung der Maus wurde kontinuierlich durch eine Saugpumpe abge-

saugt und durch einen Narkosegasfilter geleitet, um den Operateur vor dem Nar-

kosegas zu schützen. Die Dosierung erfolgte nach augenscheinlicher Kontrolle der 

Narkosetiefe (Atemfrequenz, Reaktion auf Schmerzreize) am Isofluranverdamp-

fer29. Die Dosis lag zwischen 1,5-2,5 Vol. % Isofluran. Sobald die Maus keinen 

Zehenkneifreflex mehr zeigte, wurde mit dem Eingriff begonnen. 

  

                                            
26

 ALZET Osmotic Pumps, USA 
27

 Sigma Aldrich, USA 
28

 Forene 100%, Abbott, USA 
29

 Dräger Medical, Deutschland 

http://www.datasci.com/products/implantable-telemetry/mouse-%28miniature%29/pa-c10
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2.5.3.2. Eingriff 

Als Zugang zum Subkutanraum diente eine ca. 5mm lange horizontale Haut Inci-

sion in der Nuchalregion. Diese Region wurde vorher rasiert und mit Povidon-Iod-

Lösung 50% 20 desinfiziert. Mit Hilfe einer Metzenbaumschere22 wurde durch die 

Inzision hindurch eine Tasche an der zum Telemetriesender kontralateralen Flan-

ke präpariert. In diese konnte danach die Minipumpe verlegt werden. Die Öffnung 

der Pumpe zeigte dabei nach kaudal, um eventuelles Austreten von Angiotensin-II 

Lösung aus der Wunde zu vermeiden. Die Wunde wurde mit 3-4 Einzelknopfnäh-

ten verschlossen. Als Nahtmaterial diente Mersilene 5.024. Die verschlossene 

Wunde wurde erneut mit Povidon-Iod-Lösung 50%20 desinfiziert. Nach erfolgtem 

Eingriff wurde die Maus in Ihren ursprünglichen Käfig zurück überführt und er-

wachte nach spätestens 2-3 min von selbst. 

2.5.3.3. Postoperative Phase 

Nach der Operation erfolgten tägliche Kontrollen der OP-Wunde und des Gesund-

heitszustandes der Maus. Traten Nahtinsuffizienzen auf wurden diese erneut unter 

Isofluran-Narkose wundversorgt. 

2.6. Histologie, Molekularbiologie & FACS 

2.6.1. Organentnahme 

Nach Abschluss der hämodynamischen Versuche wurden die Mäuse unter hoch 

dosierter Isoflurannarkose getötet und bestimmte Organe entnommen.  

Folgende Organe wurden analysiert: 

 Ohrbiopsie  

o Aus einem Ohrbiopsat wird Genmaterial zur Feststellung des Geno-

typs gewonnen. 

 Blut 

o Im Blut wird mit Hilfe des FACS die Existenz bzw. nicht-Existenz von 

adulten T-Lymphozyten nachgewiesen. 

 Herz  

o Das Herz als zentrales Organ des Kreislaufsystems wird auf hyper-

toniebedingte Endorganschäden biometrisch und histologisch unter-

sucht.  
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 Aorta  

o Die Aorta als Teil des Gefäßsystems wird hinsichtlich morphologi-

scher und funktioneller Endorganschäden untersucht. 

 Nieren 

2.6.2. Ventrikelgewicht 

Aufgrund unscharfer Begrenzungen zwischen Vorhöfen, Venae pulmonales und 

Venae cavae wurden beide Vorhöfe unter Mikroskopsicht standardisiert abge-

trennt. Das Herzgewicht setzte sich demnach nur aus dem Gewicht beider Ventri-

kel zusammen, welche mit einer ISO 9001 Feinwaage30 gewogen wurden.  

 

Abbildung 2-5: Ventrikelpräparation zur Gewichtsbestimmung  

2.6.3. Histologie 

Herz und Aorta wurden histologisch auf Hypertrophie und Schädigungen unter-

sucht. Die Färbungen wurden durchgeführt von der „Mousepathology Facility“ (Lei-

tung, 2012: Dr. med. Melanie Neumann) des Universitätsklinikum Hamburg Ep-

pendorf. 

2.6.3.1. Herz 

Die Herzen wurden nach Bestimmung des Gewichts in Roti®-Histofix 4 %31 (Phos-

phatgepufferte Formalinlösung) eingelegt und an die „Mousepathology Facility“ zur 

Schnitt-Herstellung und Färbung geschickt.  

Folgende Färbungen wurden durchgeführt: 

1) Hämatoxylin-Eosin (H.E.), histologische Übersichtsfärbung 

2) Picrosirius Red, Anfärbung von Kollagen 

3) Anti-CD3 Immunhistochemie, Anfärbung von T-Lymphozyten 

 

                                            
30

 Sartorius, Deutschland 
31

 Carl Roth, Deutschland 
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 1 2  3 

Abbildung 2-6:Histologische Schnitte eines Herzen einer unbehandelten C57BL/6J Maus. Dargestellt: 
Linker Ventrikel (LV) mit Papillarmuskel, rechter Ventrikel  (RV); 1.H.E. 2.PSR 3. Anti-CD3.  

 

PSR-Score 

Die gefärbten Schnitte wurden in dieser Arbeit auf Anzeichen interstitieller Fibrose 

untersucht. Als Fibrose-Marker diente eine Picrosirius-Red-Färbung, welche kolla-

genreiche Strukturen rot und Muskulatur bronzefarben erscheinen lässt (siehe 

Abb. 2-9).  

     

Abbildung 2-7: Exemplarischer Vergleich zweier repräsentativer Septen in der PSR-Färbung. Kollagene 
Fasern erscheinen deutlich rot.  Links C57BL/6J nach 14-tägiger Angiotensin-II Behandlung, rechts: 
C57BL/6J ohne Behandlung. RV: Rechter Ventrikel, LV: Linker Ventrikel .  

Die Quantifizierung erfolgte nach einem standardisierten Schema: Pro Präparat 

wurden unter 40-facher Vergrößerung zehn Gesichtsfelder, welche zusammenge-

nommen das gesamte Präparat abdeckten, eingestellt und einzeln nach einem 

bestimmten Schema (siehe Tabelle 3-2) „gescored“. Aus den einzelnen „Gesichts-

feld-Scores“ wurde für jedes Präparat der Mittelwert errechnet und protokolliert. 

RV 

LV LV 

RV 

LV 
LV LV 

RV RV 
RV 



Material & Methodik   31 

Schema: 

PSR-Score Histologisches Korrelat 

0 Keine oder nur wenige (physiologische*) kollagene Strukturen 

1 Vermehrtes Auftreten kollagener Strukturen 

2 Deutlich vermehrtes Auftreten kollagener Strukturen 

*Endokard, Muskelfaszien, Herzklappen und Gefäße weisen auch physiologisch einen hohen Kollagen-
gehalt auf.  

Tabelle 2-7: PSR-Score 

Die mikroskopische Betrachtung erfolgte verblindet durch drei Beobachter, um 

subjektive Bias zu vermeiden. 

2.6.3.2. Aorta 

Aus Teilen der Aorta thoracica wurden histologische Schnitte in einer Elastica-

Van-Gieson Färbung (E.V.G) angefertigt. In E.V.G. erscheinen elastische Fasern 

als schwarze Struktur. In den vorliegenden Präparaten interessierten die Laminae 

elasticae, welche sich bei der Maus zahlreich in der Media aortae befinden und 

aus elastischen Fasern bestehen. Die äußerste und innerste Lamina elastica be-

grenzen die Media aortae. Dadurch ist es möglich, die Mediafläche genau zu 

quantifizieren und objektiv vergleichbar zu machen. Die Präparate wurden mit ei-

ner in das Mikroskop32 integrierten Kamera32 digitalisiert. In der Kamerasoftware32 

wurde zunächst eine Längeneichung mit einem Eichobjektträger (Neubauerkam-

mer) durchgeführt. Die Messung der Fläche wurde mit dem Programm ImageJ 

1.47f33 Fiji durchgeführt. Die äußerste und innerste Lamina elastica wurde per 

Hand umfahren und die eingeschlossene Fläche vom Programm errechnet. Die 

Differenz aus der äußeren und inneren Fläche ergab die Mediafläche. 

2.6.4.  Relaxationsfähigkeit der Aorta im Myographen 

Zur Überprüfung der Gefäßfunktion wurde eine isometrische Kontraktilitätsmes-

sung an Teilen der Aorta thoracica mit Hilfe eines Myographen durchgeführt. Die-

se Methodik soll auf Gefäßebene mögliche funktionelle Einschränkungen und Un-

terschiede zwischen den Versuchsgruppen aufdecken. 

  

                                            
32

 Leica, Deutschland 
33

 Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA 
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2.6.4.1. Untersuchte Parameter 

In der Myographie werden aus molekularbiologischer Sicht zwei Signalkaskaden 

überprüft: Die endothelabhängige Vasodilatation wird durch Aktivierung der M3-

Rezeptoren mittels Acetylcholin (ACh) untersucht. Hierbei kommt es zur endothe-

lialen Freisetzung von Stickstoffmonoxid, das auf die glatte Gefäßmuskulatur rela-

xierend wirkt. Die zweite Untersuchungsmethode zur Relaxationsfähigkeit ver-

wendet direkt Stickstoffmonoxid in Form von Nitroglyzerin, sodass die endothelu-

nabhängige Vasodilatation untersucht wird. 

2.6.4.2. Myographie 

Während der gesamten Messung wurden die Gefäße in einer Kammer (20mL), 

gefüllt mir selbstangefertigten Puffer (Krebs-Lösung, siehe Tabelle 2-9), und unter 

konstanter Begasung mit Carbogengas (5% CO2, 95% O2) gehalten. Die Zugabe 

des Cyclooxigenase-Inhibitors Indomethacin soll eine endogene Prostaglandinsyn-

these hemmen, damit keine endogenen vasoaktiven Substanzen das Ergebnis 

beeinflussen. 

Reagenz ρ [g/L] Hersteller 

NaCl 5,78 J.T. Baker, Niederlande 

KCl 0,35 Merck, Deutschland 

CaCl2 0,367 Merck, Deutschland 

MgSO4 0,296 Merck, Deutschland 

NaHCO3 2,625 Merck, Deutschland 

KH2PO4 0,175 Merck, Deutschland 

7-D-Glucose 2,5 Merck, Deutschland 

Indomethacin 1,192 Sigma Aldrich, USA 

Tabelle 2-8: Zusammensetzung der Krebs-Lösung des Organbades 
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2.6.4.3. Vorbereitung der Aorten 

Die Aorten wurden unter Mikroskopsicht von perivaskulärem Fettgewebe befreit.  

 

Abbildung 2-8: Präparation der thorakalen Mausaorta  

Dabei war darauf zu achten keinen Zug oder mechanischen Druck auf das Gefäß 

auszuüben. Der Vorgang fand in eisgekühlter phosphatgepufferter Salzlösung 

(PBS36) statt. Das Lumen wurde mit PBS durchspült und von Blutresten befreit. 

Aus der präparierten Aorta wurden zwei 4mm lange Stücke geschnitten. 

2.6.4.4. Aufbau des Myographen 

Die Aortenringe wurden im Myographen mit zwei Drahttriangeln aufgespannt. 

 

 

 

 

Abbildung 2-9: Schema, Aortenringe, eingehängt in zwei Drahttriangeln  

 

Abbildung 2-10: Aufbau Organbad und Myopraph 

Behältnis in das die Draht-

triangeln eingespannt sind. 

Zuführende Schläuche für die 

Pufferlösung und die Carbo-

gengaszufuhr 
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2.6.4.5. Messung 

Zunächst erfolgte eine Überprüfung der Gefäßvitalität. Die Gefäße wurden schritt-

weise auf eine Vorspannung von etwa 1,1g Gewichtskraftäquvalent eingestellt. 

Durch Zugabe von 2M KCl 34 -Lösung sollte die glatte Muskulatur der Gefäße 

konstringiert werden, sodass nach kurzer Zeit ein Kraftanstieg registriert wird. 

Fand kein Anstieg der Kraft statt, war das Gefäß zu verwerfen. Der Vorgang wur-

de einmal wiederholt. Abschließend wurde das Organbad zwei Mal mit Krebslö-

sung durchspült. Die abgelesene Spannung nach der Spülung wird als minimale 

detektierte Spannung (0%) definiert. Durch Zugabe von 2µL Prostaglandin F2α27 

wurde das Gefäß maximal kontrahiert. Nach Erreichen eines Spannungsplateaus 

wurde dieses als maximal mögliche Kraftentwicklung (100%) definiert. Nun erfolg-

te die Zugabe von Acetylcholin27 bzw. Nitroglyzerin34 in aufsteigenden Konzentra-

tionen nach Schema: Alle 2 min nach Erreichen eines Plateaus wurde die Kon-

zentration von ACh bzw. NTG erhöht (siehe Schema) erhöht. 

Die Messungen mit ACh und NTG fanden nacheinander 

statt. Zwischen den Messreihen wurde das gesamte 

System zwei Mal mit Krebs-Lösung durchspült. Direkt 

vor Messbeginn wurden die Gefäße erneut mit Prostag-

landin F2α maximal kontrahiert. Über die gesamte Zweit 

der Messung wurden die erzeugten Kräfte durch einen 

Computer aufgezeichnet und in eine Excel-Tabelle ex-

portiert. 

 

 
Tabelle 2-9: Konzentrationsstufen im Organbad 

2.6.5.  Analyse des Bluts bezüglich Zellpopulation mit FACS 

Die finale Blutentnahme fand unter tiefer Isoflurannarkose an der noch lebenden 

Maus statt. Mittels einer Glaskapillare wurden etwa 1,5mL Blut retrobulbär am Au-

ge entnommen. Das Blut wurde dabei in ein 2,0mL EDTA Röhrchen35 abgeleitet 

und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. Zelluläre Anteile wurden spä-

testens 30min nach Blutentnahme abzentrifugiert, die zellulären Anteile wurden 

direkt im FACS weiter untersucht. 

                                            
34

 Merck, Deutschland 
35

 Sarstedt, Deutschland 

Konzentrationsstufen 

von ACh/NTG im Or-

ganbad [mol/L] 

10-9,0 

10-8,5 

10-8,0 

10-7,5 

10-7,0 

10-6,5 

10-6,0 
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FACS ist eine Methode zur genauen Charakterisierung einer Zellsuspension mit 

Hilfe eines Lasers gemischter Wellenlängen. Dabei wird jede einzelne Zelle indivi-

duell hinsichtlich Größe und Reflexionsverhalten sowie entstehender Fluoreszenz 

durch eine Antikörperfärbung analysiert und spezifisch einem Zelltyp zugeordnet. 

Dadurch kann die Anwesenheit bestimmter Zelltypen im Mausblut eindeutig nach-

gewiesen bzw. ausgeschlossen werden. 

In dieser Arbeit dient die FACS Messung zur Kontrolle der T-Lymphozyten-

Defizienz im Blut von Rag-1 -/- Mäusen. 

2.6.5.1. Aufbau & Funktionsweise des Durchflusszytometers 

Die Zellsuspension wird in einem ständigen dünnen Flüssigkeitsstrom durch die 

Flusskammer geführt. Das System dient dazu, die Zellen so auszurichten, dass 

diese einzeln vom Laserstrahl bestrahlt werden. Trifft der Laserstrahl auf eine Zel-

le wird dieser u.a. je nach Größe, Granularität und Zellkernbeschaffenheit unter-

schiedlich stark gestreut und reflektiert. Dadurch können verschiedene Zelltypen 

voneinander unterschieden werden. Vorwärtsstreulicht (FSC, Forward Scatter) 

wird in 1-20° Abweichung vom Ursprungsstrahl durch eine Sammellinse gebündelt 

und auf einen Detektor (hier: Detektor I) geleitet. Rechtwinklig zum Ursprungs-

strahl gestreutes Licht (Sidewards Scatter, SSC) wird durch ein System aus halb-

durchlässigen Spiegeln mehreren Detektoren zugeleitet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2-11: Schema, Vereinfachtes Funktionsprinzip des FACS 

Detektor IV 

Detektor III 

Detektor II 

Detektor I Laser 

Flusskammer 

Halbdurchlässiger 

Spiegel I 

Halbdurchlässiger 

Spiegel II 
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Die an den Detektoren aufgenommenen analogen Signale werde digital umge-

wandelt und am Computer in einem Dot-Plot Diagramm visualisiert. Dabei werden 

FSC (X-Achse) und SSC (Y-Achse) gegeneinander aufgetragen.  

Das FSC ist hauptsächlich abhängig vom Volumen der Zelle, das SSC von Granu-

larität, Vesikelanzahl und Zellkerngröße. Weiterhin kann bei Zellen nach vorheri-

ger Antikörperfärbung durch unterschiedliche Fluoreszenzmuster auf ihren Gehalt 

an bestimmten Oberflächenmarkern geschlossen werden. Die Fluoreszenzen 

werden von speziell auf die jeweiligen Fluoreszenz-Wellenlängen gefilterten De-

tektoren aufgenommen. Die detektierten Zellen werden ebenfalls im Dot-Plot Dia-

gramm hinsichtlich ihrer Fluoreszenzen sortiert, sodass spezifische Zelltypen vi-

sualisiert werden können. 

Dot-Plot-Diagramm Beispiel 

 

Abbildung 2-12: Beispiel für Dot -Plot Diagramm, nähere Erläuterung in 3.3  

Untersuchte Oberflächenmarker in dieser Arbeit: 

Oberflächenmarker Benutzter Farbstoff Vorkommen 

CD45 PerCP,BDBioSciences,USA Alle hämatopoetischen Zellen* 

CD3  V450,BD BioSciences, USA Thymozyten, T-Lymphozyten 

CD4 APC, BD BioSciences, USA Thymozyten, reife T-

Lymphozyten 

Tabelle 2-10: Übersicht der angefärbten Oberflächenmarker, *ausgenommen Erythrozyten  
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2.6.5.2. Probenvorbereitung 

Zum genauen Nachweis der T-Lymphozyten-Defizienz wurden die zellulären Be-

standteile des Bluts aus der finalen Blutentnahme mit oben genannten Antikörpern 

gefärbt. 

Protokoll der Färbung: 

(1) Zunächst erfolgte die Antikörperfärbung durch Zugabe von 0,5µL Antikör-

persuspension auf 50µL Blut (entsprechend 1:100 Verdünnung). Danach 20 

min Lagerung bei 8°C. 

(2) Waschen in 1mL CellWash©36 

(3) Zentrifugation bei 300g, 5min bei 8°C, dekantieren des Überstandes 

(4) Zugabe von 2mL Erythrozyten-Lysis (NH4Cl2 / Tris.HCl, 10:1). 5min Lyse 

bei Raumtemperatur. Der osmotische Schock soll Erythrozyten zum Plat-

zen bringen, da diese im FACS einen Störfaktor darstellen 

(5) Stoppen der Lyse durch Zugabe von 2mL PBS mit 1% fetalem Kälberserum 

(6) Zentrifugation bei 300g, 5min bei 8°C, dekantieren des Überstandes und 

Resuspension des Pellets in CellWash®36 (Reinigungsschritt) 

(7) Zentrifugation bei 300g, 5min bei 8°C, dekantieren des Überstandes und 

Resuspension des Pellets in 300µL PBS 

Die FACS Messung der Suspension fand innerhalb von 18h nach der Färbung 

statt. Die durchflusszytometrische Analyse wurde in Kooperation mit Dr. rer. nat. 

Hans-Joachim Paust, III. Medizinische Klinik und Poliklinik, Universitätsklinikum 

Hamburg Eppendorf, durchgeführt. 

  

                                            
36

 BD Biosciences, USA 
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3. Ergebnisse  

3.1. Vorwort zur Statistik 

Die im Ergebnisteil angewendete visuelle Ergebnisdarstellung sowie die statisti-

sche Auswertung wurden mit dem Programm „Graphpad Prism 5.02“ der Firma  

Graphpad Software, Inc. erstellt. Als statistische Tests dienen die 1-Way-ANOVA, 

die 2-Way-ANOVA, der Newman-Keuls Multiple Comparison Test und der Bonfer-

roni Post Test. Ein p<0,05 wird als statistisch signifikant angesehen. Für alle ge-

messenen Parameter wird eine Normalverteilung der Messergebnisse angenom-

men. Sämtliche Messergebnisse werden mit dem Standardfehler (SEM) ausge-

drückt. Das jeweilige benutzte Testverfahren ist in den Beschreibungen der Dar-

stellungen angegeben. Wichtige Befunde sind im Anhang zur besseren Übersicht 

zusammengefasst dargestellt. 

1-Way-ANOVA & Newman-Keuls Multiple Comparison Test 

Die 1-Way-ANOVA (analysis of variance), bzw. die einfaktorielle Varianzanalyse 

untersucht die Mittelwerte genau einer gemessenen Ausprägung für verschiedene 

Versuchsgruppen hinsichtlich statistisch signifikanter Unterschiede. Dabei wird die 

Varianz zwischen den Gruppen mit der Varianz innerhalb der Gruppen verglichen. 

Um statistisch signifikante Unterschiede der Mittelwerte von einzelnen Gruppen 

untereinander aufzudecken, wird ein Newman-Keuls Multiple Comparison Test 

durchgeführt, der beim Vergleich physiologischer Parameter häufig Anwendung 

findet.  

2-Way-ANOVA & Bonferroni Post Test 

Die 2-Way-ANOVA, bzw. zweifaktorielle Varianzanalyse untersucht ähnlich wie die 

einfaktorielle Varianzanalyse die Mittelwerte von genau zwei Ausprägungen für 

verschiedene Versuchsgruppen hinsichtlich statistischer Signifikanz. In dieser Ar-

beit kam dieses Verfahren hauptsächlich beim Vergleich von Messergebnissen 

über einen bestimmten Zeitraum zur Anwendung. Als Variablen wurden der zeitli-

che Verlauf des jeweiligen physiologischen Parameters und die absolute Ausprä-

gung des Parameters zwischen den Gruppen verglichen. Der Bonferroni post Test 

wurde genutzt um mögliche statistische Signifikanzen zwischen den physiologi-

schen Parametern verschiedener Gruppen zu einem bestimmten Zeitpunkt aufzu-

decken. 
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3.2. Genotypisierung 

Die Genotypisierung aller Mäuse vor und nach dem Experiment ergab eindeutig 

den jeweils zu erwartenden Genotyp. Verwechslungen können ausgeschlossen 

werden. 

3.3. FACS 

Es wurden bei jeweils n=4 Tieren jedes Genotyps am Versuchsende eine FACS 

Messung hinsichtlich dem Vorhandensein von T-Lymphozyten durchgeführt. Dort 

konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass im Blut der Rag-1-/- Mäuse keine 

reifen CD4+ T-Lymphozyten zirkulieren. Die Abbildung 3-1 zeigt exemplarisch den 

FACS-Befund einer Wildtyp Maus (T03) und einer Rag-1 -/- Maus (T07). Das ein-

deutige Vorhandensein von Zellen, die sowohl CD3 als auch CD4 auf Ihrer Ober-

fläche besitzen und dadurch mit ihrem spezifischen Fluoreszenzmuster in den Be-

reich Q2 fallen, beweist im Wildtyp die Existenz reifer T-Lymphozyten. Im Ver-

gleich dazu zeigen Rag-1-/- Mäuse im Einklag mit dem unten gezeigten FACS Be-

fund keine im Blut zirkulierenden reifen T-Lymphozyten. 

FACS Befund 

                           C57BL6/J                                                Rag-1 -/- 

 

Abbildung 3-1: Dot-Plot Diagramm der FACS-Messung. Links: C57BL/6J, rechts: Rag-1 
- / -

.Jeder Punkt 
repräsentiert die Messung einer einzelnen Zelle. Der Wert auf der X -Achse beschreibt logarithmisch die 
Summe der Fluoreszenzintensität der an der jeweiligen Zelle haftenden Anti -CD4 Antikörper (APC-A). 
Die Y-Achse zeigt logarithmisch die Summe der Fluoreszenzintensität des an der jeweiligen Zelle haf-
tenden Anti -CD3 Antikörpers (V450-A).  
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3.4. OP-Erfolg 

Insgesamt wurden achtzehn Telemetriesenderimplantationen durchgeführt, von 

denen fünfzehn optimal verlaufen sind. Der optimale Verlauf zeichnete sich durch 

gute Vitalität der Maus nach und während der Operation sowie eine hohe Qualität 

des telemetrischen Blutdrucksignals aus. 

OP-Statistik 

Genotyp Optimalverlauf Telemetriedefekt Perioperativer Tod* Gesamt 

C57BL6/J 7 1 2 10 

Rag1tm1Mom 8 0 0 8 

Gesamt 15 1 2 18 

*Ein Tier wurde wegen eines hohen perioperativen Blutverlustes und beginnender Schnappatmung ei n-
geschläfert, ein Tier verstarb unmittelbar postoperativ aus ungeklärter Ursache.  

Tabelle 3-1: OP-Statistik  

Zusammenfassend konnten sieben Tiere der C57BL6/J, sowie acht Tiere der 

Rag1tm1Mom Linie in die Telemetriemessung eingeschlossen werden. Die einzige 

Maus mit einem Defekt des Telemetriesenders durchlief trotzdem das gesamte 

Versuchsprotokoll, sodass für die telemetrieunabhängigen Parameter ein n=8 Ver-

suchstiere pro Gruppe erreicht wurde. Die Quote der erfolgreichen Operationen ist 

als sehr gut anzusehen. Das Verfahren stellte hohe Ansprüche an die Operateurin 

und eine mittelgradige Belastung für die Maus dar. Die Implantation der osmoti-

schen Minipumpen verlief in allen Fällen ohne Komplikationen.  

3.5. Mausvisiten 

Während des Versuchs traten keine schwerwiegenden Probleme auf. Fünf Mäuse 

manipulierten nach der Telemetrie-OP an der vernähten Inzision. Diese wurden 

komplikationslos unter Isoflurannarkose erneut wundversorgt. Alle Tiere waren 

direkt postoperativ sichtlich geschwächt und wiesen leicht ungepflegtes Aussehen 

auf, welches jedoch den Umständen entsprechend nicht auffällig erschien. Eine 

C57BL/6J Maus zeigte einen grenzwertig hohen Gewichtsverlust und auffällig zu-

rückgezogenes Verhalten. Unter täglicher Beobachtung und hochkalorischer Nah-

rungszufuhr normalisierte sich deren Zustand binnen 6 Tagen. Die Abbildung 3-2 

zeigt das durchschnittliche Körpergewicht der Tiere innerhalb der Versuchsgrup-

pen an markanten Punkten der Studie. 
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Verlauf des Körpergewichts der Versuchsgruppen 
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Abbildung 3-2: Balkendiagramm, Durchschnitt l iche Körpergewichte der Tiere in beiden Versuchsgruppen 
an markanten Studienzeitpunkten [Mittelwert +/ - SEM] 

Zu Beginn der Studie wiesen die Rag-1 -/- Mäuse mit durchschnittlich 28,35±0,58 g 

ein etwas höheres Körpergewicht auf als die im Durchschnitt 26,18±0,54g schwe-

ren C57BL/6J Mäuse. Nach Zuchtangaben beider Tierhaltungen waren alle Tiere 

zu diesem Zeitpunkt 12-14 Wochen alt. Nach der Telemetrie-OP verloren alle 

Mäuse ca. 5% ihres ursprünglichen Körpergewichts (C57BL/6J: - 5,3%, Rag-1 -/- :  

-5,2%). Das durchschnittliche Körpergewicht der Tiere bei Organentnahme war in 

beiden Versuchsgruppen in etwa gleich (C57BL/6J: 28,16±0,64g,  Rag-1 -/- : 

28,26±0,34g). Alle dargestellten Körpergewichte sind Nettogewichte, d.h. das Ge-

wicht des Telemetriesenders (1,4g) und der osmotischen Pumpe (0,2g) wurden 

beim Zustand nach Implantation vom Bruttokörpergewicht subtrahiert. 

  

C57BL/6J, n=8 Rag-1 
-/-

, n=8 
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3.6. Telemetrie während Basismessung und Ang-II Infusion 

3.6.1. Körperliche Aktivität 

Die folgenden Abbildungen zeigen die körperliche Aktivität als 12h-Mittelwerte er-

rechnet aus den Telemetriedaten der Tag- (07:00 - 19:00) bzw. Nachtstunden 

(19:00-07:00) im Verlauf des gesamten Experimentes und als arithmetische Mittel 

im Balkendiagramm.  

In Abbildung 3-1 zeigt sich während der Tagstunden eine über das gesamte Expe-

riment etwa gleichbleibende durchschnittliche Aktivität von 5,15±0,99 counts/min 

bei Wildtypen und 4,35±0,52 counts/min bei Rag-1-/-. Da Mäuse nachtaktiv sind, 

zeigt sich während der Nachtstunden eine deutlich höhere Aktivität als am Tage. 

Hier zeigt sich für etwa 3 Tage nach der Implantation der osmotischen Minipumpe 

ein Einbruch der körperlichen Aktivität, was für eine vorübergehende Schwächung 

der Mäuse oder als eine Wirkung des Angiotensin-II nach der Operation spricht. 

Die über die gesamte Versuchsdauer gemessene durchschnittliche Aktivität in den 

Nachtstunden beläuft sich bei den Wildtypen auf etwa 14,37±1,48 counts/min und 

Körperliche Aktivität (KA) 
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Abbildung 3-3: X-Y Diagramm, Darstellung der 
körperlichen Aktivität  als 12h-Mittelwerte der 
jeweiligen Nächte bzw. Tage im Verlauf über die 
gesamte Versuchsdauer [Mittelwerte +/ - SEM], 
die Datenpunkte B1 und B2 repräsentieren die 
Basismessung. 

Abbildung 3-4: Balkendiagramm, Arithmetische 
Mittelung der körperl ichen Aktivität während Ba-
sismessung und Ang-II Infusion [Mittelwerte +/- 
SEM]. Als Datenquellen dienen die Messungen der 
beiden Tage der Basismessung, bzw. der Tage 7-
14 der Ang-II Infusion.  

Ang-II 

p=0,44 

p=0,59 



Ergebnisse   43 

13,40±1,71 counts/min bei Rag-1-/-. Eine 2-Way-ANOVA Testung und ein Bonfer-

roni post Test ergaben zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikante Unterschiede 

zwischen den Genotypen [p-Werte: siehe Abbildung]. 

Der Vergleich in Abbildung 3-2 zwischen Tag- und Nachtwerten zeigt bei beiden 

Gruppen unabhängig von der Behandlung eine deutlich vorhandene Tag- / Nacht-

rhythmik. Es fällt auf, dass Tiere des Rag-1-/- Genotyps während der tagsüber an-

dauernden Ruhephase in dieser Darstellung eine statistisch signifikant geringere 

Aktivität zeigen als Wildtypen [1-Way ANOVA, Newman-Keuls Multiple Compari-

son Test]. In der genaueren Darstellung des zirkadianen Verlaufs ist dieser jedoch 

nicht aufgetreten (s.u.). Alle gruppeninternen Vergleiche zwischen Tag- und 

Nachtaktivität sind statistisch hochsignifikant [1-Way ANOVA, Newman-Keuls mul-

tiple Comparison Test: Für alle Vergleiche zwischen Tag und Nacht gilt p< 0,001].  

Die Abbildung 3-5 zeigt den Verlauf der gemessenen körperlichen Aktivität gemit-

telt aus einzelnen Tagen über einen virtuellen Tag. Als Datenquellen dienen die 

1h- Mittelwerte beider Tage der Basismessung und die 1h-Mittelwerte der letzten 

sieben Tage während Angiotensin-II Infusion.  
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Abbildung 3-5: X-Y Diagramm, Zirkadianer Verlauf der körperlichen Aktivität [Mittelwerte +/- SEM]. Jeder 
Datenpunkt repräsentiert die arithmetische Mittelung der 1h-Mittelwerte der beiden Tage der Basismes-
sung, bzw. der Tage 7-14 der Ang-II Infusion. 

Im Zeitraum von 07:00 - 17:00 ruhten die Mäuse und zeigten kaum Aktivität. Wäh-

rend der Abendstunden und in der Nacht stieg diese an und verblieb über ca. 6 h 

auf einem hohen Niveau bis zu einem synchronen Abfall auf geringere Werte im 

Zeitraum von 01:00 – 03:00. Nach dieser kurzen Ruhephase traten erneut maxi-
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male Werte gegen 05:00 auf. Mäuse sind von Natur aus nachtaktive Tiere [Li, et 

al. 1999]. Zu keinem Zeitpunkt fallen statistisch signifikante Unterschiede zwi-

schen den Versuchsgruppen auf [2-Way-ANOVA, Basismessung, p=0,69; Ang-II, 

p=0,54]. 

3.6.2. Herzfrequenz 

In den Abbildungen 3-6 und 3-7 ist in den jeweiligen Gruppen der Verlauf der 

Herzfrequenz über den gesamten Versuchszeitraum als Tag- (07:00 - 19:00) bzw. 

Nachtmittelwert (19:00-07:00) dargestellt. 

Es zeigt sich während der Tagstunden eine über das gesamte Experiment etwa 

konstante durchschnittliche Herzfrequenz von 480±75 bpm bei Wildtypen und 

453±54 bpm bei Rag-1-/-. Es fällt auf, dass es an den Tagen 7 und 8 zu einer ge-

ringfügigen Absenkung der durchschnittlichen Herzfrequenz in beiden Gruppen 

kommt. Die Testung hinsichtlich eines unterschiedlichen Kurvenverlaufes beider 

Gruppen mittels 2-Way-ANOVA fiel mit einem p-Wert von 0,04 statistisch signifi-

kant aus, in diesem Fall zeigte sich verglichen mit den Wildtypen eine geringere 

Herzfrequenz in den Rag-1-/- Mutanten. Wegen der beschriebenen Nachtaktivität 

der Mäuse zeigt sich erwartungsgemäß während der Nachtstunden eine deutlich 

höhere Herzfrequenz als am Tage. Hier zeigt sich für etwa 3 Tage nach der Im-

plantation der osmotischen Minipumpe eine Absenkung der Herzfrequenz, was 
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Abbildung 3-6: X-Y Diagramm, Herzfrequenz als 
12h-Mittelwerte der jeweiligen Nächte im Verlauf 
über die gesamte Versuchsdauer [Mittelwerte +/ - 
SEM], die Datenpunkte B1 und B2 repräsentieren 
die Basismessung.  

Abbildung 3-7: X-Y Diagramm, Herzfrequenz als 
12h-Mittelwerte der jeweiligen Tage im Verlauf 
über die gesamte Versuchsdauer [Mittelwerte +/ - 
SEM], die Datenpunkte B1 und B2 repräsentieren 
die Basismessung.  

Ang-II Ang-II 

p=0,52 
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vermutlich durch eine geringere körperliche Aktivität aufgrund einer Schwächung 

der Mäuse nach der Operation oder einer Angiotensin-II Wirkung zu erklären ist. 

Die durchschnittliche Herzfrequenz in den Nachtstunden beläuft sich bei den Wild-

typen auf etwa 511±81 bpm und 509±97 bpm bei Rag-1-/-. Eine 2-Way-ANOVA 

Testung und ein Bonferroni post Test ergaben hier zu keinem Zeitpunkt statistisch 

signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen.  

Die Abbildungen 3-8 und 3-9 zeigen die Abweichung der Herzfrequenz über die 

Dauer der Angiotensin-II Infusion gegenüber der während der Basismessung 

durchschnittlich gemessenen Herzfrequenz. 

 

Auch in dieser Darstellung zeigt sich, dass die durchschnittliche Herzfrequenz der 

Versuchstiere beider Genotypen in den ersten Nächten nach Implantation der os-

motischen Minipumpe deutlich sinkt und sich dann wieder dem durchschnittlichen 

Wert der Basismessung annähert. Jedoch ist festzustellen, dass sich die durch-

schnittliche Herzfrequenz in den letzten Tagen eher etwas unterhalb (ca.  

-25bpm) der Nulllinie (Durchschnitt während Basismessung) befindet. Auch hier 

kann kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen mit 

einer 2-Way-ANOVA Testung festgestellt werden. Es zeigt sich weiterhin, dass 

ΔBasis-Ang-II HF 12h-Mittelwerte 

  Nacht       Tag 

-100

-50

0

50

Rag-1 -/- , n=8C57BL/6J, n=7

B1B2 1 7

Versuchsdauer [Nacht]


H

F
 [

b
p

m
]

 

-100

-50

0

50

Rag-1 -/-, n=8C57BL/6J, n=7

B1B2 1 7

Versuchsdauer [Tag]


H

F
 [

b
p

m
]

 

Abbildung 3-8: X-Y Diagramm, Herzfrequenz als 
12h-Mittelwerte der jeweiligen Nächte im Verlauf 
über die gesamte Versuchsdauer als Abweichung 
von der durchschnitt l ichen Herzfrequenz während 
der Basismessung [Mittelwerte +/ - SEM]. Die X-
Achse entspricht als Nullpunkt der während der 
Basismessung gemessenen durchschnitt l ichen 
Herzfrequenz während der Nachtstunden.  

Abbildung 3-9: X-Y Diagramm, Herzfrequenz als 
12h-Mittelwerte der jeweiligen Tage im Verlauf 
über die gesamte Versuchsdauer als Abweichung 
von der durchschnitt l ichen Herzfrequenz während 
der Basismessung [Mittelwerte +/ - SEM]. Die X-
Achse entspricht als Nullpunkt der während der 
Basismessung gemessenen durchschnitt l ichen 
Herzfrequenz während der Tagstunden.  

p=0,23 p=0,69 
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tagsüber die Herzfrequenz beider Genotypen im Verlauf der Angiotensin-II Infusi-

on kaum von der durchschnittlichen Herzfrequenz während der Basismessung 

abweicht. Zwischen den Versuchsgruppen ist in diesem Fall ebenfalls kein statis-

tisch signifikanter Unterschied mit gleicher Testung festzustellen. Abbildung 3-10 

zeigt den Verlauf der gemessenen Herzfrequenz gemittelt über einen virtuellen 

Tag. Als Datenquellen dienen die 1h- Mittelwerte beider Tage der Basismessung 

und die 1h-Mittelwerte der letzten sieben Tage während Angiotensin-II Infusion. 
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Abbildung 3-10: X-Y Diagramm, Zirkadianer Verlauf der Herzfrequenz im Gruppenvergleich [Mittelwerte 
+/- SEM]. Jeder Datenpunkt repräsentiert die arithmetische Mittelung der zur jeweiligen Stunde  der bei-
den Tage der Basismessung, bzw. der Tage 7 -14 der Ang-II Infusion gemessenen Daten. 

Der zirkadiane Verlauf der Herzfrequenz zeigt wie die körperliche Aktivität eine 

deutliche Tag-Nacht-Rhythmik. Sowohl während der Basismessung, als auch 

während Ang-II Infusion befindet sich die Herzfrequenz während der Nachtstun-

den auf einem deutlich höheren Niveau als am Tage. Eine leichte Absenkung ist 

zwischen 24:00 und 02:00 erkennbar. Minimale Werte herrschen bei 07:00, maxi-

male bei 18:00. Der größte ersichtliche Unterschied zwischen beiden Gruppen 

liegt während der Ang-II Infusion zwischen 07:00 und 09:00. Zu allen restlichen 

Zeiten zeigen die Gruppen nahezu synchrone Verläufe. Eine 2-Way ANOVA Tes-

tung hinsichtlich statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den Genotypen 

fiel nicht signifikant aus.  
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Abbildung 3-11 zeigt als Balkendiagramm die in den jeweiligen Teilzeiträumen 

durchschnittlich herrschende Herzfrequenz der Versuchstiere innerhalb der Ver-

suchsgruppen. 
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Abbildung 3-11: Balkendiagramm, Arithmetische Mittelung aller mittlerer Herzfrequenzen während Ba-
sismessung und Ang-II Infusion [Mittelwerte +/- SEM]. Als Datenquellen dienen die Messungen der be i-
den Tage der Basismessung, bzw. der Tage 7 -14 der Ang-II Infusion. 

Die Herzfrequenz zeigt ebenfalls im Einklang mit der körperlichen Aktivität eine 

Tag-Nacht-Rhythmik. Eine statistische Testung [1-Way ANOVA, Bonferroni‘s mul-

tiple Comparison Test: Basismessung Tag, C57BL/6J, n=7 vs. Basismessung Tag, 

Rag1 -/-, n=8] der arithmetischen Mittelungen ergab eine signifikante Abweichung 

der am Tage gemittelten Herzfrequenzen zwischen beiden Gruppen während der 

Ang-II Infusion [t= 5,167]. Die gleiche Gegenüberstellung während der Basismes-

sung zeigt im Balkendiagramm einen augenscheinlichen Unterschied, jedoch kei-

ne statistische Signifikanz [t=2,469]. 
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3.6.2.1. Korrelation der Herzfrequenz mit der körperlichen Aktivität  

Der ähnliche Kurvenverlauf der körperlichen Aktivität, sowie des mittleren arteriel-

len Drucks lassen auf einen Korrelation beider Parameter schließen. Die folgen-

den Abbildungen beinhalten auf zwei Y-Achsen verteilt sowohl die körperliche Ak-

tivität, als auch den zeitgleich ermittelten MAP. 

 

Es zeigt sich augenscheinlich eine deutliche Korrelation zwischen körperlicher Ak-

tivität und mittlerer Herzfrequenz. In der tagsüber andauernden Ruhephase senkt 

sich in beiden Gruppen das HF-Niveau deutlich gegenüber der nächtlichen Aktivi-

tätsphase ab. Beide Versuchsgruppen reagieren gleichermaßen. Auch während 

der Ang-II Infusion bleibt die Korrelation zwischen körperlicher Aktivität und HF 

vorhanden. Die HF verläuft auf einem geringfügig niedrigeren Grundniveau. Eine 

2-Way-ANOVA Testung hinsichtlich etwaiger Gruppenunterschiede fällt nicht sig-

nifikant aus.   
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Abbildung 3-12: X-Y Diagramm, Zirkadianer Ver-
lauf der körperl ichen Aktivität vs. HF im Gruppen-
vergleich während Basismessung [Mittelwerte +/ - 
SEM]. Jeder Datenpunkt repräsentiert die arith-
metische Mittelung der 1h-Mittelwerte der beiden 
Tage der Basismessung. 

Abbildung 3-13: X-Y Diagramm, Zirkadianer Ver-
lauf der körperlichen Aktivität vs. MAP im Grup-
penvergleich während Ang-II Infusion [Mittelwerte 
+/- SEM]. Jeder Datenpunkt repräsentiert  die 
arithmetische Mittelung der 1h-Mittelwerte der 
Tage 7-14 der Ang-II Infusion 
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3.6.2.2. Aktivitätsnormierte Herzfrequenz 

Die aktivitätsnormierte Auswertung der Herzfrequenz basiert auf der Einteilung der 

körperlichen Aktivität in sechs Aktivitätscluster. Tabelle 3-2 zeigt die Grenzwerte 

für die jeweiligen Cluster. Mit dieser Form der Auswertung soll versucht werden 

die zur jeweiligen Aktivitätsstufe herrschende Herzfrequenz zwischen den Grup-

pen vergleichbar zu machen. Dadurch sollen mögliche Unterschiede der körperli-

chen Aktivität als Ursache für etwaige Unterschiede in der Herzfrequenz aufge-

deckt werden. 

Grenzwerte für Aktivitätscluster [Counts/min] 

(jeweils von … bis) 

0 -1 0,1 

1 0,1 5,1 

2 5,1 10,1 

3 10,1 15,1 

4 15,1 20,1 

5 20,1 25,1 

6 25,1 30,1 

7 30,1 200 

Tabelle 3-2: Grenzwerte der benutzten Aktivitätscluster [Counts/min]  

Als Datenquelle dienen sämtliche alle 5 Minuten gewonnenen 1min-Mittelwerte 

aus Aktivität und gleichzeitig bestimmter zugehöriger Herzfrequenz. Für jedes 

Versuchstier wurden die individuellen mittleren Werte der Herzfrequenz, die wäh-

rend des jeweiligen Aktivitätsniveaus herrschten, arithmetisch gemittelt. So erhielt 

zunächst jedes Tier einzeln eine für das jeweilige Aktivitätscluster gemittelte Herz-

frequenz. In den folgenden Diagrammen wurden diese individuellen Aktivitätsclus-

ter-Herzfrequenz-Mittel innerhalb der jeweiligen Versuchsgruppen arithmetisch 

gemittelt um eine Vergleichbarkeit beider Versuchsgruppen zu ermöglichen. Die 

Abbildungen 3-14 und 3-15 zeigen die aktivitätsnormierten Daten der Herzfre-

quenz als Balkendiagramm. 

  



Ergebnisse   50 

Beide Versuchsgruppen zeigen einen Anstieg der Herzfrequenz mit steigendem 

Aktivitätsniveau. Die Änderungsrate ist zwischen den ersten drei Aktivitätsclustern 

sehr hoch und nimmt dann ab. Zwar zeigen sich augenscheinlich geringe Unter-

schiede zwischen beiden Versuchsgruppen innerhalb einiger Aktivitätscluster, je-

doch treten mittels 1-Way-ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test kei-

nerlei statistische Signifikanzen im Vergleich beider Gruppen auf. Die oben ge-

nannten statistisch signifikanten Abweichungen beider Gruppen hinsichtlich der 

Herzfrequenz scheinen sich somit durch die unterschiedlich starke körperliche Ak-

tivität zu erklären.  
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Abbildung 3-14: Balkendiagramm, Mittlere Herz-
frequenz des jeweiligen Aktivitäsclusters im 
Gruppenvergleich während der Basismessung 
[Mittelwert +/- SEM]. Als Datenquelle dienen die 
pro Tier individuell ermittelten Aktivitätscluste r 
Herzfrequenzwerte aus den 1-minütigen Messin-
tervallen.  

Abbildung 3-15: Balkendiagramm, Mittlere Herzfre-
quenz des jeweiligen Aktivitäsclusters im Grup-
penvergleich während der Ang-II Infusion [Mittel-
wert +/- SEM]. Als Datenquelle dienen die pro Tier 
individuell  ermittelten Aktivitätscluster Herzfre-
quenzwerte aus den 1-minütigen Messinterval len. 
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3.6.3. Blutdruck 

3.6.3.1. Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) 

Auf den Abbildungen 3-16 und 3-17 ist in den jeweiligen Gruppen der MAP-Verlauf 

über den gesamten Versuchszeitraum als Nacht- bzw. Tag-Mittelwert dargestellt. 

Der mittlere arterielle Blutdruck ist unter Angiotensin-II Infusion sowohl während 

der Nachtstunden, als auch am Tage in beiden Versuchsgruppen im Verlaufe des 

Experiments angestiegen. Ab dem 7. Tag der Angiotensin-II Infusion stellt sich in 

beiden Gruppen ein relativ stabiles Druckniveau mit einem kleinen Standardfehler 

innerhalb der Versuchsgruppen ein. Eine 2-Way-ANOVA Testung und ein Bonfer-

roni post-Test ergaben sowohl über die Nacht- als auch über die Tagstunden für 

beide Gruppen eine hochsignifikante Änderung des MAP über die Versuchszeit 

[p<0,001], jedoch keinen statistisch signifikanten Unterschied des MAP im Grup-

penvergleich [p-Wert: siehe Abbildungen]. Die Abbildungen 3-18 und 3-19 zeigen 

die Abweichung des MAP über die Dauer der Angiotensin-II Infusion gegenüber 

des während der Basismessung durchschnittlich gemessenen MAP. 
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Abbildung 3-16: X-Y Diagramm, MAP als 12h-
Mittelwerte der jeweil igen Nächte im Verlauf über 
die gesamte Versuchsdauer [Mittelwerte +/ - 
SEM], die Datenpunkte B1 und B2 repräsentieren 
die Basismessung.  

Abbildung 3-17: X-Y Diagramm, MAP als 12h-
Mittelwerte der jeweiligen Tage im Verlauf über die 
gesamte Versuchsdauer [Mit telwerte +/ - SEM], die 
Datenpunkte B1 und B2 repräsentieren die Basis-
messung. 

Ang-II 
Ang-II 

p=0,87 

p=0,45 
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Auch in diesen Darstellungen zeigt sich, dass der mittlere arterielle Blutdruck unter 

Angiotensin-II Infusion sowohl während der Nachtstunden als auch am Tage in 

beiden Versuchsgruppen im Verlauf des Experiments angestiegen ist. Ab dem 7. 

Tag der Angiotensin-II Infusion stellt sich in beiden Gruppen ein relativ stabiles 

Druckniveau mit einem kleinen Standardfehler innerhalb der Versuchsgruppen ein. 

Eine 2-Way-ANOVA Testung und ein Bonferroni post-Test ergaben sowohl über 

die Nacht- als auch über die Tagstunden für beide Gruppen eine hochsignifikante 

Änderung des MAPs über die Versuchszeit [p<0,001], jedoch keinen statistisch 

signifikanten Unterschied des MAP im Gruppenvergleich [p-Wert: siehe Abbildun-

gen]. Abbildung 3-20 verdeutlicht als Balkendiagramm die in den jeweiligen Teil-

zeiträumen herrschenden MAP Niveaus der Versuchsgruppen. 

ΔBasis-Ang-II HF 12h-Mittelwerte 

Nacht Tag 

0

10

20

30

40

50

Rag-1 -/- , n=8C57BL/6J, n=7

7 14

Versuchsdauer [Nacht]


p

M
A

P
 [

m
m

H
g

]

 

0

10

20

30

40

50

Rag-1 -/- , n=8C57BL/6J, n=7

7 14

Versuchsdauer [Tag]


p

M
A

P
 [

m
m

H
g

]

 

Abbildung 3-18: X-Y Diagramm, Gemittelte Abwei-
chungen des MAP gegenüber Basismessung bei 
Nacht.  Aus jedem Versuchstier wurde eine indiv i-
duelle Abweichung des MAP zu jeweiligen Zei t-
punkt berechnet und diese innerhalb der Gruppe 
erneut als 12h-Mittelwert dargestel lt  

Abbildung 3-19: X-Y Diagramm, Gemittelte Abwei-
chungen des MAP gegenüber Basismessung am 
Tage. Aus jedem Versuchstier wurde eine individue l-
le Abweichung des MAP zu jeweil igen Zeitpunkt 
berechnet und diese innerhalb der Gruppe erneut als 

12h-Mittelwert dargestel lt . 

p=0,94 
p=0,82 
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Arithmetische Mittelung des MAP
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Abbildung 3-20: Balkendiagramm, Arithmetische 12h-Mittel des MAP [Mittelwerte +/- SEM]. Als Daten-
quellen dienen die Telemetriedaten der beiden Tage der Basismessung, bzw. der Tage 7 -14 der Ang-II 
Infusion. 

Aus den Daten kann gelesen werden, dass die verwendete Methodik der Angio-

tensin-II Infusion in beiden Gruppen einen deutlichen Anstieg des MAP-Niveaus 

sowohl am Tage [ca. +32mmHg] als auch bei Nacht [ca. +32,5mmHg] ausgelöst 

hat. Im Balkendiagramm wird ebenfalls der nahezu gleiche Anstieg des MAP dar-

gestellt. Ein Newman-Keuls Multiple Comparison Test ergab bei beiden Gruppen 

statistisch hochsignifikante Unterschiede [p<0,001] zwischen Tag und Nacht, was 

für eine vorhandene Tag-/Nacht-Rhythmik spricht, sowie zwischen Basismessung 

und Angiotensin-II Infusion, was für die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie 

spricht. Zwischen beiden Versuchsgruppen treten jedoch mittels Newman-Keuls 

Multiple Comparison Test keine statistischen Signifikanzen auf. Tabelle 3-3 zeigt 

die annähernd gleiche relative Veränderung des Druckniveaus von der Basismes-

sung zur Angiotensin-II Infusion in beiden Gruppen. 

Genotyp Basis  
[Tag+Nacht] 

Ang-II 
[Tag+Nacht] 

Relative Änderung 
gegenüber Basis 

C57BL/6J 104,45 ±1,37 mmHg 135,22 ±4,92 mmHg + 30,49% 

Rag-1 -/- 102,90 ±3,26 mmHg 134,27 ±4,37 mmHg + 29,46% 

Tabelle 3-3: MAP-Niveau Veränderung bei Ang-II Infusion [Mittelwerte +/ - SEM], Arithmetische Mittelung 
der beiden Tage der Basismessung und Tage 7-14 der Ang-II Infusion 
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Abbildung 3-21 zeigt den Verlauf des gemessenen MAP gemittelt über einen vir-

tuellen Tag. Als Datenquellen dienen die 1h- Mittelwerte beider Tage der Basis-

messung und die 1h-Mittelwerte der letzten sieben Tage während Angiotensin-II 

Infusion. 
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Abbildung 3-21: X-Y Diagramm, Zirkadianer Verlauf des MAP [Mittelwerte +/ - SEM]. Jeder Datenpunkt 
repräsentiert die arithmetische Mittelung der 1h-Mittelwerte der beiden Tage der Basismessung, bzw. der 
Tage 7-14 der Ang-II Infusion. 

Der zirkadiane Verlauf des mittleren arteriellen Druckes zeigt wie die körperliche 

Aktivität und die Herzfrequenz eine deutliche Tag-Nacht-Rhythmik. Sowohl wäh-

rend der Basismessung, als auch unter Ang-II Infusion bewegt sich der MAP wäh-

rend der Nachtstunden auf einem deutlich höheren Niveau als am Tage. Eine 

leichte Absenkung ist zwischen 24:00 und 02:00 erkennbar. Minimale Werte herr-

schen bei 10:00, maximale bei 06:00. Der größte ersichtliche Unterschied zwi-

schen beiden Gruppen liegt in der Basismessung zwischen 07:00 und 09:00. Zu 

allen anderen Zeiten zeigen die Gruppen nahezu synchrone Verläufe. Eine 2-Way 

ANOVA Testung hinsichtlich statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den 

Genotypen fiel nicht signifikant aus. Über die Zeit ergab die Testung eine hochsig-

nifikante Änderung des MAP in beiden Gruppen, sodass auch hier eine deutliche 

Dynamik über den Tagesverlauf feststellbar ist. 
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3.6.3.2. Korrelation der körperlichen Aktivität mit dem MAP 

Der ähnliche Kurvenverlauf der körperlichen Aktivität, sowie des mittleren arteriel-

len Drucks lassen auf einen Zusammenhang beider Parameter schließen. Die fol-

genden Abbildungen beinhalten auf zwei Y-Achsen verteilt sowohl die körperliche 

Aktivität, als auch den zeitgleich ermittelten MAP. 

Zirkadianer Verlauf, KA vs. MAP 

 

Es zeigt sich augenscheinlich eine deutliche Korrelation zwischen körperlicher Ak-

tivität und mittlerem arteriellem Druck. In der tagsüber andauernden Ruhephase 

senkt sich in beiden Gruppen das MAP-Niveau deutlich gegenüber der nächtlichen 

Aktivitätsphase ab. Beide Versuchsgruppen reagieren gleichermaßen. 

Auch während der Ang-II Infusion bleibt die Korrelation zwischen körperlicher Akti-

vität und MAP vorhanden. Der MAP verläuft auf einem höheren Grundniveau. Eine 

2-Way-ANOVA Testung hinsichtlich etwaiger Gruppenunterschiede fällt nicht sig-

nifikant aus. Mögliche Aktivitätsunterschiede, die blutdruckbeeinflussend wirken, 

können demnach nicht festgestellt werden. 

  

Basismessung Ang-II 

 

0

10

20

30

80

100

120

140

160

KA, C57BL/6J, n=7

KA, Rag-1 -/-, n=8

MAP, C57BL/6J, n=7

MAP, Rag-1 -/-, n=8

06:00 12:00 18:00 24:00 06:00Uhrzeit

K
A

 [
c
o

u
n

ts
/m

in
] M

A
P

 [m
m

H
g

]

 

 

0

10

20

30

80

100

120

140

160

KA, C57BL/6J, n=7 MAP, C57BL/6J, n=7

KA, Rag-1 -/-, n=8 MAP, Rag-1 -/-, n=8

Uhrzeit 06:00 12:00 18:00 24:00 06:00

K
A

 [
c
o

u
n

ts
/m

in
] M

A
P

 [m
m

H
g

]

 

Abbildung 3-22: X-Y Diagramm, Zirkadianer Ver-
lauf der körperl ichen Aktivität vs. MAP im Grup-
penvergleich während Basismessung [Mittelwerte 
+/- SEM]. Jeder Datenpunkt repräsentiert die 
arithmetische Mittelung der 1h-Mittelwerte der 
beiden Tage der Basismessung.  

Abbildung 3-23: X-Y Diagramm, Zirkadianer Ver-
lauf der körperlichen Aktivität vs. MAP im Grup-
penvergleich während Ang-II Infusion [Mittelwerte 
+/- SEM]. Jeder Datenpunkt repräsentiert  die 
arithmetische Mittelung der 1h-Mittelwerte der 
Tage 7-14 der Ang-II Infusion. 
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3.6.3.3. Aktivitätsnormierter MAP 

Analog zur aktivitätsnormierten Auswertung der Herzfrequenz (siehe 3.3.2.1) zei-

gen die Abbildungen 3-24 und 3-25 den mittleren MAP im jeweiligen Aktivitätsclus-

ter. 

Beide Versuchsgruppen zeigen einen Anstieg des MAP mit steigendem Aktivitäts-

niveau. Die Änderungsrate ist zwischen den ersten drei Aktivitätsclustern sehr 

hoch und nimmt dann ab. Es zeigt sich, dass sich die Rag-1 -/- Mäuse in jedem 

Aktivitätscluster auf einem geringfügig höheren Niveau befinden. Kein Vergleich 

zwischen den Genotypen fällt jedoch statistisch signifikant aus. Auch nach der 

durchgeführten Aktivitätsnormierung zeigen beide Versuchsgruppen das gleiche 

Blutdruckverhalten. 
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Abbildung 3-24: Balkendiagramm, Mittlerer MAP 
des jeweil igen Aktivitäsclusters im Gruppenver-
gleich während der Basismessung [Mittelwert +/- 
SEM]. Als Datenquelle dienen die pro Tier indiv i-
duell ermittelten Aktivitätscluster MAP Werte  der 
1-minütigen Messintervalle.  

Abbildung 3-25: Balkendiagramm, Mittlerer MAP 
des jeweil igen Aktivitäsclusters im Gruppenver-
gleich während der Angiotensin-II Infusion [Mittel-
wert +/- SEM]. Als Datenquelle dienen die pro Tier 
individuell  ermittelten Aktivitätscluster MAP Werte  
der 1-minütigen Messinterval le.  
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3.6.3.4. Systolischer Blutdruck (PSys) 

Auf den Abbildungen 3-26 und 3-27 ist in den jeweiligen Gruppen der Verlauf des 

systolischen Blutdrucks über den gesamten Versuchszeitraum als Nacht- bzw. 

Tag-Mittelwert dargestellt. 

Der systolische Blutdruck reagiert während der Angiotensin-II Infusion sowohl in 

den Nacht- als auch in den Tagstunden mit einer stetigen Erhöhung über die Ver-

suchszeit. Gegen Ende der Versuchsdauer stellt sich ein stabiles Plateau mit ei-

nem geringen Standardfehler innerhalb der Gruppen ein. Zwischen Wildtypen und 

Rag-1-/- sind zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikante Unterschiede festzustellen 

(2-Way-ANOVA und Bonferroni post-Test, p-Werte siehe Diagramm). 
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Abbildung 3-26: X-Y Diagramm, Systolischer 
Blutdruck als 12h-Mittelwerte der jeweiligen 
Nächte über die gesamte Versuchsdauer [Mittel-
werte +/- SEM] 

Abbildung 3-27: X-Y Diagramm, Systolischer Blut-
druck als 12h-Mittelwerte der jeweiligen Tage über 
die gesamte Versuchsdauer [Mittelwerte +/ - SEM] 
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p=0,91 
p=0,72 
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3.6.3.5. Diastolischer Blutdruck (PDia) 

Auf den Abbildungen 3-28 und 3-29 ist in den jeweiligen Gruppen der Verlauf des 

diastolischen Blutdruckes über den gesamten Versuchszeitraum als Nacht- bzw. 

Tag-Mittelwert dargestellt. 

Der diastolische Blutdruck reagiert während der Angiotensin-II Infusion sowohl in 

den Nacht- als auch in den Tagstunden mit einer Erhöhung über die Versuchszeit. 

Gegen Ende der Versuchsdauer stellt sich in beiden Versuchsgruppen ein stabiles 

Plateau mit einem geringen Standardfehler innerhalb der Gruppen ein. Während 

der ersten 7 Versuchstage der Ang-II Infusion fällt besonders während der Tag-

stunden ein im Vergleich erhöhter diastolischer Blutdruck der Wildtypen gegen-

über Rag-1 -/- auf. Der festgestellte Standardfehler ist während dieser Zeit jedoch 

als relativ hoch anzusehen. Ein Bonferroni post Test fiel zu keinem Zeitpunkt signi-

fikant aus. 
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Abbildung 3-28: X-Y Diagramm, Diastolischer 
Blutdruck als 12h-Mittelwerte der jeweiligen Tage 
über die gesamte Versuchsdauer [Mittelwerte +/ - 
SEM] 

Abbildung 3-29: X-Y Diagramm, Diastolischer Blut-
druck als 12h-Mittelwerte der jeweiligen Tage über 
die gesamte Versuchsdauer [Mittelwerte +/ - SEM] 
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3.6.3.6. Blutdruckamplitude 

Die folgende Abbildung zeigt die Änderung (ΔP) des diastolischen und systoli-

schen Blutdrucks im Gruppenvergleich von der Basismessung zur Angiotensin-II 

Infusion. 
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Abbildung 3-30: Balkendiagramm, Änderung (ΔP sy s & ΔPDia) von Basismessung zur Ang-II Infusion. Bei 

der Berechnung wurde für jedes Versuchstier zunächst die individuelle Abweichung bestimmt, welche 
dann innerhalt der Versuchsgruppen arithmetisch gemittelt  wurden  [Mittelwerte +/ - SEM]. 

Beide Gruppen zeigen eine identische Erhöhung des systolischen und diastoli-

schen Blutdruckniveaus unter Ang-II Infusion. Die statistische Testung mittels 

Newman-Keuls Multiple Comparison Test fiel jedoch nicht signifikant aus. Aus die-

ser Darstellung kann entnommen werden, dass die Blutdruckamplitude in beiden 

Versuchsgruppen gleich stark angestiegen ist.  
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3.7. Endorganschäden 

3.7.1. Aorta 

3.7.1.1. Gefäßfunktion 

Die Abbildungen 3-31 und 3-32 zeigen die Rohdaten der im Myographen bestimm-

ten Relaxationsfähigkeit der Aortenringe. Jeder Datenpunkt repräsentiert eine Mit-

telung von den jeweiligen Mittelwerten aus je zwei gemessenen Aortenringen ei-

nes Versuchstieres derselben Versuchsgruppe. Abbildung 3-31 zeigt die Relaxati-

onsfähigkeit bei steigender Konzentration von Acetylcholin, Abbildung 3-32 bei 

steigender Konzentration von Nitroglyzerin im Organbad. Die Aorten von n=2 Tie-

ren pro Gruppe konnten aufgrund organisatorischer Gründe nicht durchgeführt 

werden. 

Die endothelabhängige Vasorelaxation durch Acetylcholingabe in das Organbad 

zeigt bei steigender Wirkstoffkonzentration einen sigmoiden Verlauf. In der Dar-

stellung wurde eine Hill-Kurve an die erhobenen Messpunkte angenähert [R² = 

0,93-0,98]. Beide mit Ang-II behandelten Gruppen zeigen im Vergleich zu den un-

behandelten, Genotyp-identischen Kontrollgruppen, ein augenscheinlich geringe-

res Maximum, was einer gestörten Relaxationsfähigkeit entspricht. Angiotensin-II 
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Abbildung 3-31: Hill -Kurve, Reaktion der Aorten-
ringe auf Acetylcholin im Myographen [Mittelwert 
+/- SEM, Regression mit Hillkurve]. Pro Tier wur-
den jeweils zwei Aortenringe gemessen und ein 
individueller Mittelwert gebildet. Die individuellen 
Mittelwerte sind die Grundlage für die erzeugten 
gemittelten Datenpunkte im Diagramm. 

Abbildung 3-32: Hi ll-Kurve,  Reaktion der Aorten-
ringe auf Nitroglycerin im Myographen [Mittelwert 
+/- SEM, Regression mit Hillkurve]. Pro Tier wur-
den jeweils zwei Aortenringe gemessen und ein 
individueller Mittelwert gebildet. Die individuellen 
Mittelwerte sind die Grundlage für die erzeugten 
gemittelten Datenpunkte im Diagramm. 
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scheint hier die Gefäßfunktion beider Versuchsgruppen gleichermaßen negativ 

beeinträchtigt zu haben. 

Die endothelunabhängige Vasorelaxation durch Nitroglyzeringabe zeigt bei stei-

gender Wirkstoffkonzentration ebenfalls einen sigmoiden Verlauf. In der Darstel-

lung wurde eine Hill-Kurve an die erhobenen Messpunkte angenähert [R² = 0,93-

0,97]. Auch hier zeigen beide mit Ang-II behandelten Gruppen im Vergleich zu den 

unbehandelten, Genotyp-identischen Kontrollgruppen, ein augenscheinlich gerin-

geres Maximum, was einer gestörten Relaxationsfähigkeit entspricht. Angiotensin-

II scheint auch hier die Gefäßfunktion beider Versuchsgruppen gleichermaßen 

negativ beeinträchtigt zu haben. Die Balkendiagramme in der folgenden Darstel-

lung zeigen die berechneten Parameter der Hillkurven im Vergleich zwischen den 

Genotypen sowie Kontroll- versus Ang-II Gruppe. Auch hier wurden die Mittelwerte 

der aus jeweils zwei Aortenringen pro Tier ermittelten Daten verwendet. Die pro 

Tier erhobenen Mittelwerte wurden wiederum in Versuchsgruppen gruppiert gemit-

telt und im Diagramm aufgetragen. Das Maximum entspricht dabei der maximal 

möglichen Relaxation unter der Höchstdosis des jeweiligen Agens im Organbad. 

Die Steigung (Slope bzw. Hill Koeffizient) beschreibt die Anstiegssteilheit der Sig-

moidfunktion im Wendepunkt. Je höher die Steigung, desto enger ist der Dosisbe-

reich in dem das Gefäß auf das Agens reagiert und desto prompter erfolgt die Re-

laxation. Je niedriger die Steigung, desto träger reagiert das Gefäß mit einer Rela-

xation. Der Logarithmus der Effektiven Dosis 50 zur Basis 10 [LogEC50] beschreibt 

in mathematisch vereinfachter Form die Konzentration der effektiven Agensdosis, 

die nötig ist, um 50% der maximal möglichen Relaxation [100%] zu erreichen. Je 

niedriger die LogEC50, desto empfindlicher reagiert das Gefäß auf das jeweilige 

Agens.  
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Berechnete Parameter der Hill Kurven 
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Abbildung 3-33: Berechnete Parameter der Hill Kurven 
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Die Aortenringe der mit Ang-II behandelten Tiere zeigen für beide Genotypen in 

der maximal eingesetzten Acetylcholin-Konzentration eine mittels Newman-Keuls 

Multiple Comparison Test hochsignifikant niedrigere maximale Relaxation als die 

unbehandelten Tiere der Kontrollgruppen. Rag-1-/- Mäuse erreichen sowohl unter 

Acetylcholin als auch unter Nitroglyzerin eine leicht höhere Relaxation. Der be-

schriebene Unterschied ist jedoch mit gleicher Testung statistisch nicht signifikant. 

Die Steigung und die Log EC50 zeigen zwar augenscheinlich leichte Unterschiede 

zwischen den Versuchsgruppen, weisen jedoch im Newman-Keuls Multiple Com-

parison Test keine statistischen Signifikanzen auf. 

3.7.1.2. Histopathologie 

Abbildung 3-34 zeigt die mikroskopisch bestimmte Fläche der Lamina mediae aor-

tae thoracicae im Vergleich zwischen unbehandelten Kontrolltieren und den mit 

Angiotensin-II behandelten Versuchsgruppen sowie im Vergleich zwischen beiden 

Genotypen. 
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Abbildung 3-34: Balkendiagramm, Mediafläche der Aorta [Mittelwert +/ - SEM] 

Die Fläche der Media aortae stellt sich nach Ang-II Infusion deutlich hypertrophiert 

dar. Die Mediafläche der mit Angiotensin-II behandelten Wildtypen 

[0,172±0,03mm] ist gegenüber der Genotyp-identischen Kontrollgruppe 

[0,088±0,002mm] deutlich vergrößert. Ähnlich verhält sich der Unterschied zwi-

schen der mit Angiotensin-II behandelten Rag-1-/- Versuchsgruppe 

[0,170±0,006mm] mit deren ebenfalls Genotyp-identischer Kontrollgruppe 

[0,091±0,006mm]. Ein durchgeführter Newman-Keuls Multiple Comparison Test 
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zeigt bei beiden Genotypen eine statistisch hochsignifikante Abweichung zwischen 

der Mediafläche der unbehandelten Kontrolltiere und der Mediafläche der mit An-

giotensin-II behandelten Tiere. Im Vergleich zwischen beiden Genotypen finden 

sich bezüglich der Mediafläche bereits augenscheinlich weder zwischen den Kont-

rollgruppen, noch zwischen den Versuchsgruppen etwaige Unterschiede. Ein 

Newman-Keuls Multiple Comparison Test fiel auch hier statistisch nicht signifikant 

aus. Pro Versuchsgruppe mussten n=3 Aortenpräparate von der Auswertung aus-

geschlossen werden, da diese bei der histologischen Aufbereitung ihre histologi-

sche Integrität verloren haben (Riss oder Zerquetschung des Gefäßes). 

 

Histologische Schnitte der Aorta thoracica 

 

Kontrollgruppe, C57BL/6J                            Kontrollgruppe, Rag-1-/- 

      

 

Ang-II, C57BL/6J                                            Ang-II, Rag-1-/- 

      

Abbildung 3-35: Histologie Aorta, Repräsentativer Vergleich zwischen den Experimentalgruppen 
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3.7.2. Herz 

3.7.2.1. Gewicht 

Abbildung 3-36 zeigt im Balkendiagramm das Verhältnis aus Herzventrikelgewicht 

zum Körpergewicht als Mittelwerte der jeweiligen Versuchsgruppen im Vergleich 

zwischen Behandlung und Genotyp. Die Abbildung 3-37 zeigt die Differenz der mit 

Angiotensin-II behandelten Versuchsgruppe zur jeweils Genotyp-identischen Kont-

rollgruppe. 

 

Zwischen den Kontrollgruppen zeigt sich eine augenscheinliche, jedoch im New-

man-Keuls Multiple Comparison Test statistisch nicht signifikante Tendenz für ein 

höheres Ventrikelgewicht bei den unbehandelten C57BL/6J Mäusen 

[3,77±0,06mg/g] verglichen mit den ebenfalls unbehandelten Rag-1-/- Mäusen 

[3,59±0,06mg/g]. Nach Angiotensin-II Einfluss ist das Ventrikelgewicht beider Ge-

notypen gegenüber den Kontrollgruppen deutlich erhöht. In beiden mit Ang-II be-

handelten Versuchsgruppen ist das Verhältnis aus Ventrikelgewicht und Körper-

gewicht um etwa +0,3mg/g höher als in der unbehandelten Genotyp-identischen 

Kontrollgruppe [Wildtypen: +0,32mg/g; Rag-1-/-: +0,29mg/g]. Somit ist von einer 

gleich starken Myokardhypertrophie durch Ang-II Infusion beider Genotypen aus-
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Abbildung 3-36: Balkendiagramm, Ratio: Ventrikel-
gewicht / Körpergewicht [Mittelwert +/ - SEM], 
Newman-Keuls Multiple Comparison Test  

Abbildung 3-37: Balkendiagramm, Δ Ratio: Ventri-
kelgewicht / Körpergewicht [Mittelwert +/ - SEM]. 
Beide Balken entsprechen der Differenz zwischen 
der behandelten Versuchsgruppe mit der jeweils 
Genotyp-identischen unbehandelten Kontrollgruppe. 
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zugehen. Die Tendenz für ein höheres Ventrikelgewicht bei C57BL/6J Mäusen 

[4,09±0,08mg/g] gegenüber Rag-1-/- Mäusen [3,88±0,12mg/g] bleibt erhalten.  

Somit kann auf eine hinsichtlich des Ventrikelgewichtes gleich starke Myokardhy-

pertrophie beider Genotypen unter dem Einfluss von Angiotensin-II geschlossen 

werden. 

3.7.2.2. Histopathologie 

Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis des Fibrosegrades des Myokards der 

jeweiligen Versuchsgruppen als PSR-Score: 
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Abbildung 3-38: Balkendiagramm, PSR Score [Mittelwert  +/- SEM] 

Der PSR-Score beider unbehandelter Kontrollgruppen ist mit 0,38±0,06 bei Wild-

typen und 0,38±0,03 identisch. Im Vergleich zwischen den Genotypen innerhalb 

der mit Angiotensin-II behandelten Tiere erhielten die Herzen der Wildtypen einen 

mit 0,89±0,08 deutlich höheren durchschnittlichen PSR-Score als die Rag-1-/- 

Mäuse mit 0,63±0,07. In beiden Genotypen ist der Kollagenanteil im Myokard 

nach Angiotensin-II Behandlung gegenüber den Genotyp-identischen Kontroll-

gruppen erhöht. Bei Rag-1-/- Mäusen mittels Newman-Keuls Multiple Comparison 

Test jedoch statistisch nicht signifikant. Die mit Angiotensin-II behandelten Tiere 

der Wildtypen weisen gegenüber den ebenfalls behandelten Rag-1 -/- Mutanten 

einen statistisch signifikant höheren PSR-Score auf (Newman-Keuls Multiple 

Comparison Test). So zeigte der Rag-1 -/- Genotyp einen protektiven Effekt für die 

Entwicklung einer Myokardfibroseentwicklung durch Angiotensin-II.  
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4. Diskussion 

4.1. Methodikdiskussion 

4.1.1. Genotyp und Phänotyp 

Die vor Versuchsbeginn und nach der Organentnahme wiederholt durchgeführte 

Genotypisierung ergab bei allen Mäusen der Studie den erwarteten Genotyp. Feh-

lerhafte Genotypisierungen gelten als sehr unwahrscheinlich, Verwechslungen 

sind praktisch ausgeschlossen. Die FACS-Analyse zeigte im Blut der Rag-1 -/- Mu-

tanten im Gegensatz zu C57BL/6J Wildtypen keine T-Lymphozyten. Der fehlende 

Nachweis reifer T-Lymphozyten im Blut spiegelt den typischen Phänotyp der Rag-

1 -/- Mutante wider.  

4.1.2. Verwendete Mauslinien und deren Haltung 

Die verwendeten Mauslinien (C57BL/6J und Rag1tm1Mom) sind seit vielen Jahren 

etablierte Linien für Forschungszwecke im Rahmen physiologischer und immuno-

logischer Studien [The Jackson Laboratory. 10.05.2015; Mombaerts, et al. 1992]. 

Im Institut, in dem die Studien für diese Arbeit durchgeführt worden sind, wurde 

die Haltung der Rag-1 -/- Mäuse für diese Studie etabliert. Aufgrund des Immunde-

fekts dieser Mauslinie wurde stets auf höchste Reinlichkeit im Umgang und in der 

Haltung aller an der Studie beteiligten Tiere beider Genotypen geachtet. Zugeführ-

te Luft wurde nach einem etablierten System durch zwei Filtersysteme möglichst 

keimfrei gehalten. Trotz aller Maßnahmen kann ein Kontakt mit Pathogenen nie 

gänzlich ausgeschlossen werden. Es ergibt sich grundsätzlich eine bedingt be-

herrschbare Fehlerquelle der Empfänglichkeit besonders für virale Infektionen von 

Rag-1-/- Mäusen, da gerade für deren Abwehr ein intaktes adaptives Immunsystem 

notwendig ist [Koyama, et al. 2008; Takeuchi und Akira 2009]. Virale Infektionen 

können sowohl erhöhend, als auch erniedrigend auf den Blutdruck wirken. Cheng 

et. al konnten im Mausmodell zeigen, dass die Infektion mit dem weit verbreiteten 

Cytomegalievirus zu einer Blutdruckerhöhung führt [Cheng, et al. 2009]. Eine Re-

duktion im Blut zirkulierender neutrophiler Granulozyten, z.B. im Rahmen einer 

Virusinfektion, kann eine arterielle Hypotonie auslösen [Morton, et al. 2008]. Sol-

che Konstellationen wurden bei Rag-1-/- Mäusen jedoch bisher nicht beschrieben. 

In den durchgeführten Studien ist zu keinem Zeitpunkt eine äußerlich feststellbare 

Infektion oder ein krankhaftes Verhalten aufgetreten. Der auch zu diesem Zweck 
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regelmäßig kontrollierte Verlauf des Körpergewichtes war bei allen Mäusen stets 

konstant bis zunehmend. Sollte sich tatsächlich ein Verdacht auf eine Infektion 

ergeben, könnte die Konzentration von Akut-Phase-Proteinen wie z.B. das C-

reaktive Protein oder Procalcitonin bestimmt werden, um Infektionen aufzudecken.  

Der Blutdruck unterliegt auch Schwankungen durch die Aufnahme von Natrium 

durch das Futter. Eine hohe Zufuhr von Natrium durch das Futter und/oder Trink-

wasser kann zu einer Erhöhung des Blutdrucks in Mäusen führen [Van Huysse, 

James W, et al. 2011]. Der Natriumgehalt des verwendeten Futters ist mit 3,0g/kg 

angegeben. Als Trinkwasser wurde allen an der Studie beteiligten Tieren autokla-

viertes Leitungswasser der Hamburger Wasserwerke angeboten. Es existieren 

bisher keine Daten zur Abhängigkeit des Blutdruckes der Rag-1-/- Mäuse unter 

verschieden hoher Kochsalzaufnahme. In Voruntersuchungen bezüglich des Blut-

drucks an diesen Mäusen wurde auf eine detaillierte Angabe zur Diät verzichtet. 

Da alle Tiere beider Genotypen die gleiche Nahrung und gleiches Trinkwasser 

erhielten, sind hierdurch keine unterschiedlichen Wirkungen zwischen den Grup-

pen zu erwarten. 

4.1.3. Telemetrie 

Die telemetrischen Daten des Senders einer C57BL/6J Maus wurden verworfen, 

da Druckwerte unterhalb der lebensfähigen Grenze gemessen wurden und die 

Druckpulskurve nicht dem hinreichend erwarteten Verlauf entsprach. Alle anderen 

Telemetriedaten sind als qualitativ hochwertig angesehen worden, da die Druck-

pulskurven dem zu erwartenden Verlauf bezüglich Amplitude, Tag-Nacht Rhythmik 

bei nur einer geringen Anzahl an Artefakten entsprachen und somit in die Auswer-

tung einfließen konnten. Der absolute Blutdruck und die Herzfrequenz im Verlauf 

der zirkadianen Rhythmik während der Basismessung entsprechen vorangegan-

gen Studien, welche mit gleicher telemetrischer Technologie den zirkadianen hä-

modynamischen Rhythmus unbehandelter C57BL/6J Mäuse  untersuchten [Li, et 

al. 1999]. Thrombogene Vegetationen oder mikrobielle Besiedlung an der Kathe-

terspitze könnten generell die Messungen beeinflusst haben. Nach der Bergung 

des Senders und Katheters am Versuchsende wurden jedoch keine bemerkens-

werten Vegetationen festgestellt. Auch eine Dislokation gilt als unwahrscheinlich, 

da die Messkatheter mit Gewebekleber benetzter Fäden fest am punktierten Ge-

fäß fixiert worden sind und bei Entnahme keine Dislokationen detektiert werden 

konnten. 



Diskussion   69 

4.1.4. Erzeugung arterieller Hypertonie durch Angiotensin-II Infusion 

Bei allen Tieren konnte unter Angiotensin-II Infusion ein statistisch signifikanter 

Blutdruckanstieg um etwa 30% gegenüber Basisbedingungen gemessen werden. 

Das verwendete Modell ist ein mehrfach etabliertes System zur Induktion einer 

arteriellen Hypertonie und Steigerung der Plasma Angiotensin-II Konzentration 

[Tsukamoto, et al. 2013]. Die Förderrate der osmotischen Pumpen wird vom Her-

steller mit einer hohen Genauigkeit angegeben. Trotzdem wäre es prinzipiell mög-

lich, dass es zu nicht kontrollierbaren Schwankungen der festgelegten Angioten-

sin-II Dosis gekommen ist und dadurch die Ergebnisse beeinflusst wurden. Die 

Pumpen wurden genau nach Herstellerangaben befüllt und verwendet. Interindivi-

duelle und intraindividuelle Schwankungen des Körpergewichts führen ebenfalls 

zu einer minimal ungleich verteilten interindividuellen Dosierung des Angiotensin-

II. Zwischen beiden Genotypen sind zu keinem Zeitpunkt eklatante Unterschiede 

hinsichtlich des Körpergewichtes aufgetreten. Die Rag-1-/- Mutanten wiesen zu 

Beginn der Ang-II Infusion im Mittel ein ca. 4% höheres Körpergewicht als die 

Mäuse der Wildtyp-Gruppe auf. Durch sorgfältige Anpassung der Dosis an das 

jeweilige Mausgewicht kann aber auch an dieser Stelle die richtige Dosierung des 

Ang-II sichergestellt werden. Die minimal schwereren Rag-1 -/- Mäuse würden, 

wenn überhaupt, eine geringfügig niedrigere Dosierung pro Körpergewicht erhal-

ten haben als die Wildtypen, was sich eher in einem niedrigeren Blutdruck wieder-

gefunden hätte. Große Blutdruckunterschiede wären dadurch jedoch nicht zu er-

klären. Zur genauen Analyse hätte eine Angiotensin-II Konzentrationsbestimmung 

im Blut stattfinden können. Da der Einsatz der osmotischen Pumpen als etabliert 

und sicher gilt, wurde darauf verzichtet. 

4.1.5. Histologische Untersuchungen 

4.1.5.1. PSR-Score 

Der PSR-Score ist ein selbst entwickeltes Verfahren zur Quantifizierung der Fibro-

se im Myokard. Die Retest-Reliabilität durch mehrere Scorer hat sich als sehr gut 

erwiesen. Alle Scorer kamen verblindet zu gleichen Ergebnissen, aber trotzdem 

handelt es sich um ein subjektives Verfahren. 

4.1.5.2. Mediafläche der Aorta 

Die Messung der Mediafläche der Aorta erfolgte standardisiert und verblindet. Je-

weils n=3 histologische Präparate konnten pro Gruppe nicht ausgewertet werden, 

da es bei der histologischen Aufbereitung der Proben zu einer Ruptur des Gefä-
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ßes kam. In anderen Arbeiten wurde zusätzlich zur Mediafläche die Mediadicke 

bestimmt [Guzik, et al. 2007]. Da hierbei aber keine unterschiedlichen Aussagen 

als bei der Bestimmung der Mediafläche gemacht werden konnten, haben wir da-

rauf verzichtet. 

4.2. Ergebnisdiskussion 

4.2.1. Körperliche Aktivität 

Rag-1-/- Mutanten weisen über die gesamten Tagesstunden gemittelt eine statis-

tisch signifikant geringere Aktivität als Wildtypen auf. Im zirkadianen Verlauf zeigt 

sich dieser Unterschied jedoch deutlich geringer und ist statistisch nicht signifikant. 

Laut Züchterangaben und Literatur ist eine Auffälligkeit hinsichtlich einer vermin-

derten Aktivität bei Rag-1-/- Mäusen nicht bekannt [The Jackson Laboratory. 

10.05.2015]. Nach Implantation der osmotischen Pumpe weisen alle Tiere unab-

hängig vom Genotyp eine stark erniedrigte Aktivität auf. Die starke Abnahme ist 

am ehesten auf die Belastung der Maus durch die Operation zurück zu führen und 

weniger auf die Substanz Ang-II selbst. Am 3. postoperativen Tag stieg die körper-

liche Aktivität wieder auf präoperative Werte. Die Behandlung mit Angiotensin-II 

veränderte das Aktivitätsverhalten statistisch nicht signifikant. In der Tendenz ist 

die körperliche Aktivität gegenüber Basis bei beiden Genotypen sowohl tags als 

auch nachts gesunken, was durch eine leichte Beeinträchtigung durch die Angio-

tensin-II Wirkung zu erklären sein könnte. Im Tagesverlauf ist der typische Tag- / 

Nachtrhythmus der Mäuse weiterhin erkennbar. Der nächtliche Verlauf ist durch 

eine ca. 3 stündige Ruhephase geprägt. Auch dieses Verhalten entspricht Vorbe-

schreibungen [Li, et al. 1999]. 

4.2.2. Herzfrequenz 

Es zeigt sich, dass generell die Herzfrequenz der Rag-1-/- Mäuse geringer ist als 

die der C57BL/6J Wildtypen. Im Vergleich der 12h-Mittelwerte der Tagstunden 

zeigt sich dieser Unterschied statistisch signifikant. Er ist nach der aktivitätsnor-

mierten Auswertung durch unterschiedlich ausgeprägte körperliche Aktivität und 

damit verbundene unterschiedliche Sympathikusaktivierung zu erklären. Das heißt 

bei gleicher Aktivität bieten beide Genotypen die gleiche Herzfrequenz. Während 

der Angiotensin-II Infusion zeigt sich in beiden Versuchsgruppen direkt nach der 

Implantation der osmotischen Minipumpe eine im Vergleich zur Basismessung 

geringere Herzfrequenz während der Nachtstunden. Dieser Befund kann durch 
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eine geringere körperliche Aktivität aufgrund einer vorübergehenden körperlichen 

Beeinträchtigung der Mäuse nach der Operation erklärt werden. Weiterhin wird 

durch die Narkose der natürliche Tag- /Nachtrhythmus der Mäuse gestört, sodass 

auch hier möglicherweise kurzzeitige Verhaltensauffälligkeiten auftreten können 

und sich eine reduzierte körperliche Aktivität in einer konsekutiv einhergehenden 

verminderten Herzfrequenz niederschlägt. In der akuten Phase der Ang-II Infusion 

könnte auch eine verminderte Sympathikusaktivierung zu den beobachteten Effek-

ten führen. So führt die durch Ang-II ausgelöste Blutdruckerhöhung über Presso-

rezeptoren im Sinus caroticus zu einer Inhibierung sympathischer Neurone in der 

Medulla Oblongata mit folgender Dämpfung der noradrenergen Wirkung am Si-

nusknoten und konsekutiv negativer Chronotropie (siehe 1.1.2.1. Pressorezepto-

renreflex). 

Im Verlauf der Ang-II Infusion steigt die durchschnittliche Herzfrequenz der Mäuse 

in beiden Versuchsgruppen zusammen mit der körperlichen Aktivität wieder an 

und bleibt auf einem etwa gleichbleibenden Niveau, jedoch etwas unterhalb der 

durchschnittlichen Herzfrequenz während der Basismessung. Im Vergleich der 

Versuchstiere beider Genotypen reagieren diese auf Angiotensin-II identisch. T-

Lymphozyten haben in unserem Versuch keinerlei direkte Auswirkung auf die 

Herzfrequenz bei einer durch Angiotensin-II ausgelösten arteriellen Hypertonie. 

Eine klinische Studie von Hartaigh et al. konnte eine positive Korrelation zwischen 

systemischer Inflammation, erhöhter Ruheherzfrequenz und kardiovaskulärer Mor-

talität zeigen [O Hartaigh, et al. 2013], jedoch existieren bisher keine experimentel-

len Daten um mögliche Kausalketten in diesem Zusammenhang zu erforschen. 

4.2.3. Blutdruck & Gefäßschäden 

4.2.3.1. Überblick 

Das in dieser Arbeit genutzte etablierte Mausmodell zur Induktion einer arteriellen 

Hypertonie mit einer subkutanen Angiotensin-II Infusion [Guzik, et al. 2007; Wu, et 

al. 2014; Harrison, et al. 2011; Marvar, et al. 2010; Liu, et al. 2003] wurde mittels 

radiotelemetrischer Blutdruckerfassung genau analysiert. Es konnte dabei gezeigt 

werden, dass Rag-1-/- Mutanten im 14-tägigen Frühstadium der Hypertonie keine 

Unterschiede im Verlauf des Blutdrucks gegenüber Wildtypen zeigen. Unsere Da-

ten spiegeln, ähnlich zu den Studien von Guzik und Wu, einen Anstieg des mittle-

ren arteriellen Drucks bei Wildtypen während Angiotensin-II Infusion gegenüber 

der Basismessung um etwa 30% wider. Diese Feststellung ist demnach bei der in 
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dieser Arbeit ebenfalls genutzten Dosis von 490 ng/kg[MG]/h Angiotensin-II repro-

duzierbar. Eine Abschwächung der arteriellen Hypertonie konnten wir in Rag-1-/- 

Mutanten jedoch nicht feststellen. Wildtypen und Rag-1-/- unterscheiden sich in 

unseren Experimenten nicht hinsichtlich deren Blutdruckverhalten. Im Folgenden 

soll diese Ergebnisdiskrepanz diskutiert werden. 

4.2.3.2. Superoxid Theorie, Lymphozytäre NADPH Oxidase und Neoantigen-

formierung 

Wie in der Einleitung bereits beschrieben besteht eine Korrelation zwischen vas-

kulär konzentrierten ROS und arterieller Hypertonie. Bislang konnte jedoch nicht 

eindeutig geklärt werden, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen ROS Bildung 

durch Angiotensin-II und der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie in vivo exis-

tiert. Zwar konnte eine Reihe von Studien zeigen, dass die intravenöse oder die 

orale Gabe von Tempol, einem Superoxidfänger [Wilcox und Pearlman 2008], eine 

arterielle Hypertonie abmildert. Ob dies jedoch im Modell einer durch Angiotensin-

II induzierten Hypertonie in vorher gesunden Versuchstieren der Fall ist, gilt als 

nicht eindeutig. So konnten Elmarakby et al. in Ratten die vaskuläre Superoxid-

produktion bei Ang-II induzierter Hypertonie durch Gabe von Tempol nachweislich 

reduzieren, ohne jedoch dadurch Effekte auf den Blutdruck nachzuweisen. Eine 

Abschwächung der Hypertonie konnte erst durch weitere Gabe eines ACE-

Hemmers erreicht werden [Elmarakby, et al. 2007]. In einer anderen Studie von 

Ortiz et al. konnte durch alleinige Tempol Gabe eine niedrig-Dosis induzierte Ang-

II Hypertonie deutlich abgeschwächt werden [Ortiz, et al. 2001]. Die hypertensiven 

Eigenschaften des Angiotensin-II scheinen durch dessen ROS-Produktion nur un-

ter bestimmten Voraussetzungen zum Tragen zu kommen. Unter hohen Ang-II 

Dosen scheint die direkte vasokonstriktive Wirkung durch MLCK Aktivierung in der 

glatten Gefäßmuskulatur den ROS Wirkungen durch Inaktivierung des EDRF (NO) 

zu überwiegen.  

Guzik et al. konnten in Wildtypen eine signifikant höhere vaskuläre Superoxid Pro-

duktion als in Rag-1-/- Mutanten nachweisen und erklärten dadurch die unter-

schiedliche Ausprägung der Hypertonie unter der in unserer und seiner Studie 

identisch genutzten Ang-II Dosis. Als Quelle der Superoxide sah er die NADPH 

Oxidase eingewanderter T-Lymphozyten. In vitro Versuche von Jackson et al. 

zeigten, dass T-Lymphozyten nach Aktivierung ihrer T-Zell Rezeptoren (TCR bzw. 

CD3) eine Superoxidproduktion durch die eigene NADPH Oxidase verrichten 
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[Jackson, et al. 2004]. Guzik konnte diese These in vivo untermauern, indem er 

Rag-1-/- Mutanten durch homologen Transfer adulte T-Lymphozyten infundierte. 

Nach dem Transfer zeigten die Tiere unter nachfolgender Angiotensin-II Infusion 

ebenfalls erhöhte vaskuläre Superoxidkonzentrationen und interessanterweise 

eine arterielle Hypertonie wie Wildtypen. Ein Transfer von B-Lymphozyten zeigte 

diesen Effekt nicht, sodass von einer spezifischen T-lymphozytären Wirkung aus-

gegangen werden kann. Die Aktivierung der T-Lymphozyten und Ausschüttung 

von Superoxiden erfolgte nach Guzik durch eine Neoantigenformierung aufgrund 

druckbedingter Gefäßschäden und deren Bindung an den TCR der T-

Lymphozyten, sowie möglicherweise direkt durch Angiotensin-II durch Aktivierung 

des T-lymphozytären AT1R. Die These der Neoantigenformierung durch druckbe-

dingte Schäden wurde ebenfalls in anderen Studien beschrieben [Guzik, et al. 

2007], die Aktivierung und Proliferation von Lymphozyten über den AT1R konnten 

Nataray et al. in vitro nachweisen [Nataraj, et al. 1999]. 

An dieser Stelle würde interessieren, ob die vaskulären Superoxidkonzentrationen 

in den Versuchstieren unserer durchgeführten Experimente trotz gleich ausge-

prägter Hypertonie zwischen den Versuchsgruppen identisch oder verschieden 

sind. Nachfolgende Arbeiten könnten diese Fragestellung näher beleuchten. 

Neben den T-Lymphozyten wurden auch andere Quellen von Superoxiden be-

schrieben. Griendling et al. konnten durch in vitro Versuche zeigen, dass aus glat-

ter Gefäßmuskulatur durch Angiotensin-II Wirkung Superoxide durch membrans-

tändige NADPH-Oxidase freigesetzt werden [Griendling, et al. 1994]. In anderen 

Versuchen wurden ebenfalls erhöhte vaskuläre Superoxid Konzentrationen bei 

Desoxycorticosteronacetat (DOCA, ein aldosteronähnliches Mineralcorticoid) in-

duzierter Hypertonie in Mäusen und Ratten festgestellt [Li und Shah 2004]. In die-

sem Modell ist das Renin-Angiotensin-Aldosteron System aufgrund der negativen 

Feedbackhemmung des DOCA supprimiert [Tomaschitz, et al. 2010], sodass die 

ROS Freisetzung unabhängig vom Angiotensin-II sein müsste. Iwashima et. al. 

konnten weiterhin in kultivierten Endothelzellen eine durch Aldosteron ausgelöste 

Superoxidproduktion nachweisen [Iwashima, et al. 2008]. Demnach gibt es auch 

viele von lymphatischen Zellen und Angiotensin-II unabhängige Quellen der 

Superoxide im vaskulären Gewebe. Trotzdem konnte gezeigt werden, dass auch 

bei DOCA-induzierter Hypertonie in vivo die vaskuläre Superoxid Produktion in 

Rag-1 -/- Mutanten schwächer als in Wildtypen ist [Guzik, et al. 2007], was die 
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These neu formierter Antigene durch Druckschädigungen jeglicher Art mit folgen-

der Aktivierung T-Lymphozytärer NADPH Oxidase als plausibel erscheinen lässt. 

Die diversen Superoxid Synthesewege legen jedoch nahe, dass die Superoxid-

produktion unter pathophysiologischen Bedingungen durch multifaktorielle Pro-

zesse in vivo aktiviert wird, was auch eine mögliche Erklärung für unsere von Gu-

zik abweichenden Ergebnisse ist. Möglicherweise hat unter unseren Bedingungen 

die von uns identisch genutzte Ang-II Dosis durch die direkt vasokonstriktorische 

Wirkung am AT1R die modulatorischen ROS-Effekte überstrahlt. 

Meiner Meinung nach ist die blutdruckmodulierende inflammatorisch-prooxidative 

Wirkung des Angiotensin-II in unserem genutzten Versuchsprotokoll als nachran-

ging zu sehen, weil 

1. wir nach unserer Blutdruckanalyse keine Unterschiede zwischen Wildtypen 

und Rag-1-/- Mutanten sowohl im systolischen als auch im diastolischen 

Blutdruck während Hypertonie-Induktion durch Ang-II feststellen konnten. 

 

2. die direkten hämodynamischen Wirkungen von Ang-II am AT1 -Rezeptor die 

inflammatorisch blutdruckmodulierend wirksamen Komponenten mögli-

cherweise vernachlässigbar machen und dadurch in der Analyse unerkannt 

bleiben. 

 

3. durch die saubere Umgebung der Versuchstiere kein pathogener Stimulus 

für eine zusätzliche T-lymphozytäre Aktivierung vorlag und es dadurch zu 

keiner Neoantigenformierung mit konsekutiver ROS-Freisetzung auf Ge-

fäßebene gekommen ist. 

 

4. die in unser angebotenen Tiernahrung enthaltenen Elektrolyte möglicher-

weise eine andere Zusammensetzung hatten als die von Guzik genutzter 

Tiernahrung und dadurch z.B. Unterschiede in der Nierenfunktion vorliegen. 

4.2.3.3. Gefäßmorphologie und –Relaxationsfähigkeit 

In der myographischen Analyse sind sowohl bei Wildtypen als auch bei Rag-1-/- 

Mutanten die endothelunabhängige Relaxationsfähigkeit der glatten Muskulatur 

durch Nitroglyzerin und die endothelabhängige Relaxation durch Acetylcholin 

deutlich beeinträchtigt. Die Ang-II Behandlung hat erwartungsgemäß in Wildtypen 

zu einer globalen Schädigung der Gefäßfunktion hinsichtlich der Relaxation ge-
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führt. Die durch Angiotensin-II und hohen Blutdruck hervorgerufene vaskuläre 

Dysfunktion wurde in vielen Studien, welche die gleiche Methodik nutzten, bereits 

vorbeschrieben [Rajagopalan, et al. 1996; Wynne, et al. 2012]. T-Lymphozyten 

scheinen in den Experimenten von Guzik et al. ein verstärkender Faktor dieser 

entstandenen Schäden zu sein [Guzik, et al. 2007] und könnten somit im Einklang 

mit der Superoxidtheorie ein verstärkender Faktor der Hypertonie sein. So konnte 

er zeigen, dass Rag-1 -/- Mäuse vor einem Verlust der Relaxationsfähigkeit durch 

die Wirkung von Angiotensin-II bzw. dem erhöhten Blutdruck geschützt sind. Ein 

Transfer von T-Lymphozyten in Rag-1-/- Mutanten führte zu einer erhöhten Vulne-

rabilität der Gefäßfunktion, sodass sie ebenfalls Beeinträchtigungen in der Relaxa-

tionsfähigkeiten der Aorta zeigten, vergleichbar mit Wildtypen nach entsprechen-

der Behandlung mit Angiotensin-II. Wir können diesen verstärkenden Faktor der T-

Lymphozyten auf die Gefäßfunktion nicht feststellen. Unsere Rag-1-/- Mutanten 

sowie die von uns genutzten Wildtypen zeigen beide unter Ang-II eine sowohl 

gleich schlechte maximale Relaxationsfähigkeit als auch eine gleich schlechte 

Sensitivität bei endothelabhängier und endothelunabhängiger Vasorelaxation. Es 

müssen somit auch andere Prozesse vorliegen, welche die Gefäße in Rag-1 -/- Mu-

tanten unabhängig von Lymphozyten geschädigt haben. Auch hier können die be-

reits oben genannten Mechanismen des Angiotensin-II, wie beispielsweise die 

Aktivierung von membranständiger NADPH Oxidase an VSMCs und folgliche oxi-

dative Schädigung, zu diesem Befund geführt haben. Griendling und Xi konnten 

im in vitro Modell zeigen, dass Angiotensin-II zu einer Freisetzung von ROS und 

Wachstumsfaktoren direkt aus kultivierten, isolierten glatten Gefäßmuskelzellen 

führt [Geisterfer, et al. 1988; Griendling, et al. 1994], sodass hier ebenfalls von 

Lymphozyten unabhängige Faktoren vorlagen, welche zur potenziell schädlichen 

ROS-Freisetzung und Gefäßhypertrophie geführt haben. Diese Annahme steht im 

Einklang mit unseren Befunden der vaskulären Hypertrophie. So konnten wir fest-

stellen, dass Wildtypen und Rag-1-/- Mutanten unter Ang-II eine gleich stark aus-

geprägte Hypertrophie der glatten Gefäßmuskulatur zeigen. Das Wachstum kann 

in diesem Fall über vorbeschriebene Hypertrophiemechanismen erklärt werden.  
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Eine Verstärkung vaskulärer Funktionsschäden und Hypertrophie durch T-

Lymphozyten kann nicht eindeutig belegt werden, da 

1. wir in der Analyse der aortalen Relaxationsfähigkeit von Rag-1-/- Mutanten 

und Wildtypen keine statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich 

zwischen beiden Versuchsgruppen feststellen konnten. 

2. der globale Funktionsverlust der endothelabhängigen und endothelunab-

hängigen Vasorelaxation in beiden Gruppen für einen stark schädigenden 

Prozess spricht, der mit direkt druckbedingten Schädigungen erklärbar wä-

re und proportional zum in beiden Genotypen gleich stark angestiegenen 

mittleren MAP ist. 

3. Möglicherweise untergeordnete inflammatorische Prozesse durch zu gerin-

gen Anteil am Gesamtprozess nicht darstellbar wurden und vernachlässig-

bar sind, da unsere Versuchstiere durch die sehr keimfreie Umgebung kei-

nem zusätzlichen proinflammatorischen Stimulus ausgesetzt waren. 

4. inflammatorisch bedingte Veränderungen nicht in der Aorta, aber in kleinen, 

von uns nicht untersuchten Widerstandsgefäßen zum Tragen kommen. 

4.2.3.4. Weiterführende Fragestellungen & Erklärungsansätze für Ergebnis-

diskrepanzen 

Es sollten weitere Versuche geplant werden, um die Rolle des adaptiven Immun-

systems hinsichtlich der verursachten Gefäßschäden durch Superoxide und der 

konsekutiven Hypertonieverstärkung genauer zu eruieren und herauszufinden 

welche weiteren Faktoren das Zusammenspiel der beteiligten physiologischen 

bzw. pathophysiologischen Systeme beeinflussen. In weiteren Versuchen könnte 

mit telemetrischer Blutdruckmessung und myographischen sowie histologischen 

Gefäßuntersuchungen überprüft werden, ob T-Lymphozyten auch in anderen 

Hypertoniemodellen (z.B. genetische Modelle, Katecholamininfusion) einen direk-

ten Einfluss auf die Superoxidproduktion und den Blutdruck ausüben. Ebenso soll-

te die Dosisabhängigkeit des Ang-II auf einen möglichen T-lymphozytären Einfluss 

untersucht werden. Ein weiteres Augenmerk kann auf die verschiedenen Subpo-

pulationen der T-Lymphozyten gelegt werden. Barhoumi et al. zeigten, dass regu-

latorische T-Lymphozyten (TReg) eine Angiotensin-II vermittelte Hypertonie ab-

schwächen können. In seinen Versuchen infundierte er C57BL/6J Wildtypen TReg 

und verglich diese Tiere während einer Angiotensin-II Infusion mit plazebobehan-

delten Kontrolltieren. Der Transfer von regulatorischen T-Lymphozyten erbrachte 
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einen um etwa 20mmHg niedrigeren Blutdruck bei Angiotensin-II Infusion [Bar-

houmi, et al. 2011]. Dieser Einfluss der TReg wurde in unseren genutzten Rag-1-/- 

Mutanten nicht untersucht, da diese keine T-Lymphozyten transfundiert bekamen. 

Hier bleibt die Fragestellung, ob sich dieser Effekt unter physiologischen Bedin-

gungen ohne zusätzlichen TReg Transfer darstellen lässt. Hier könnte eine FACS-

Analyse der einzelnen T-lymphozytären Subpopulationen mögliche Unterschiede 

in den eingesetzten Versuchstieren aufzeigen. 

Weiterhin scheint die Dauer der Angiotensin-II Wirkung eine Rolle zu spielen. Bei 

Versuchen mit Interleukin-17 defizienten Mäusen durch Madhur et al. wurden bei-

spielsweise deutliche Blutdruckunterschiede erst nach einer mehr als 14 Tage an-

dauernden Ang-II Infusion festgestellt [Madhur, et al. 2010]. Interleukin-17 ist ein 

von Th17-Lymphozyten ausgeschüttetes Zytokin, welchem in einigen Studien eine 

Rolle bei der Genese kardiovaskulärer und renaler Erkrankungen zugesprochen 

wird. So konnten beispielsweise Xiang et al. in einer klinischen Studie zeigen, 

dass Patienten mit akutem Koronarsyndrom deutlich erhöhte Th17 - Plasmalevel 

gegenüber erniedrigten TReg – Plasmaleveln aufweisen [Cheng, et al. 2008]. Unser 

durchgeführtes Versuchsprotokoll könnte aufgrund der oben genannten später 

einsetzenden Beobachtung durch eine längere Ang-II Infusion modifiziert werden, 

um später einsetzende blutdruckmodulierende Mechanismen darzustellen.  

Da Rag-1-/- wie Wildtypen über ein intaktes angeborenes Immunsystem verfügen, 

könnte es auch in unseren Rag-1-/- Mäusen proinflammatorische Faktoren auf Ge-

fäßebene freigesetzt haben. Die Inflammation könnte demnach primär durch 

druckbedingte Gefäßschädigungen hervorgerufen worden sein. Packard et al. be-

schrieben einen großen Einfluss des angeborenen Immunsystems auf druckbe-

dingte Schädigungen des Gefäßsystems. Dabei spielen besonders Makrophagen, 

Granulozyten und Thrombozyten eine Rolle bei der Entstehung atheroskleroti-

scher Schäden durch erhöhte Druckwirkung am Endothel. Im Zusammenspiel mit 

dem adaptiven Immunsystem wurden durch Th1-Lymphozyten verstärkende und 

durch Th2- und TReg -Lymphozyten protektive Wirkungen auf die vaskulären Schä-

digungen beschrieben [Packard, René R S, et al. 2009]. Möglicherweise könnte 

hier die jeweilige Relation zwischen den Zellpopulationen des vom Rag-1 Gen un-

abhängigen angeborenen Immunsystems durch bestimmte Faktoren in unseren 

genutzten Rag-1-/- Mäusen abweichend von denen im Versuch von Wu und Gu-
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zik‘s Mäusen sein und somit die verschieden beobachteten Blutdruckwerte erklä-

ren. 

4.2.3.5. Potenzielle methodische Fehlerquellen  

Eine weitere Erklärung für die Diskrepanz zwischen den Daten könnte in der Me-

thodik der Blutdruckmessung liegen: Die Blutdruckergebnisse von Guzik stützen 

sich hauptsächlich auf die Tailcuff-Methode, die nach einer Publikation von White-

sall et al. erhebliche Schwächen gegenüber der telemetrischen Blutdruckmessung 

aufweist [Whitesall, et al. 2004]. Bei dieser Methode werden die Versuchstiere aus 

ihrer gewohnten Käfigumgebung entnommen und für die Messung in einer engen 

Haltevorrichtung positioniert. Die hämodynamischen Daten werden dann mittels 

einer am Mäuseschwanz angebrachten Druckluftmanschette über eine Plethys-

mographie gewonnen. Dieses Verfahren stellt eine Stresssituation für die Ver-

suchstiere dar und kann bei unterschiedlich ausgeprägter Stressresistenz der indi-

viduellen Versuchstiere zu verfälschten Ergebnissen führen. In Studien von Ibra-

him, Berg und Hughes wurde beschrieben, dass mit dieser Methode insbesondere 

bei Angiotensin-II induzierten Hypertonien, falsch hohe Blutdruckwerte im Ver-

gleich zur deutlich genaueren invasiven Bestimmung gemessen werden [Ibrahim, 

et al. 2006]. Weiterhin kann aufgrund des aufwändigen Prozedere keine kontinu-

ierliche Datenerhebung über die gesamte Studiendauer erfolgen, sondern es kön-

nen nur punktuelle Messungen durchgeführt werden. Unsere Daten zeigen dem-

nach eine deutlich höhere Qualität in der Erhebung der hämodynamischen Para-

meter sowie der körperlichen Aktivität der Versuchstiere. Bei uns spiegelt sich 

auch während der Ang-II Infusion eine deutliche zirkadiane Rhythmik (mit Aus-

nahme der Rekonvaleszenzzeit nach der Implantation der osmotischen Pumpe) 

der Tiere wider, was für eine gut erhaltene Vitalität beider Versuchsgruppen 

spricht. Demnach scheint die genutzte Ang-II Dosierung trotz Blutdruckerhöhung 

nicht in einem ausgeprägten toxisch unphysiologischen Bereich zu liegen.  

Mögliche weitere methodische Unterschiede sind neben der verwendeten Blut-

druckmessmethode zum Beispiel schwer beeinflussbare Faktoren, wie stille 

mikrobielle Infektionen oder andere physiologische mikrobielle Besiedlungen der 

Mäuse, sodass hier unterschiedliche Faktoren zu einer Neoantigenformierung vor-

liegen können. Unsere genutzten Wildtyp Mäuse stammen zwar ebenfalls wie die 

Versuchstiere in den genannten Studien genetisch von The Jackson Laboratories 

USA, wurden aber in Laboren des deutschen Kooperationspartners Charles River 
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gezüchtet. Die genutzten Rag-1-/-  Mäuse wurden direkt von Jackson aus den USA 

importiert, jedoch wurden diese bereits über einige Generationen in unser eigenen 

Tierhaltung gezüchtet, sodass durch unsere Haltungs- und Ernährungsbedingun-

gen eine Veränderung in der mikrobiellen Besiedlung der Mäuse (Mikrobiom) 

stattgefunden haben könnte. Pluznick konnte beispielsweise zeigen, dass be-

stimmte im Darm angesiedelte Bakterien durch deren Produktion von kurzkettigen 

Fettsäuren eine Fettsäuren-Rezeptor (Olfr78) vermittelte Reninausschüttung aus-

lösen und dadurch erhöhend auf den Blutdruck wirken [Pluznick 2014]. Ebenso 

könnten die verschiedenen im Gastrointestinaltrakt angesiedelten Mikroorganis-

men immunvermittelte Prozesse im Mukosa assoziiertem Lymphgewebe (MALT) 

auslösen und zu weiteren entzündlich bedingten Blutdruckveränderungen in den 

Versuchstieren geführt haben. Weiterhin haben mikrobielle Besiedlungen einen 

Einfluss auf die Relation zwischen T-Lymphozyten Subpopulationen. Eine weitere 

Beeinflussung der Hämodynamik kann über die durchgeführte Diät aufgetreten 

sein. So wurden unter Umständen durch die Tiernahrung unterschiedlich hohe 

Elektrolyt-Konzentrationen zugeführt. Hierbei interessiert besonders der jeweilige 

Gehalt von Na+ und K+ in der Nahrung. Aus den Publikationen von Guzik und Wu 

geht nicht der jeweils zugeführte Elektrolytgehalt über die Tiernahrung hervor. Ei-

ne folgende Studie in unserem Institut wird die Auswirkungen von Hoch- und Nied-

rigsalzdiät auf den Blutdruck von Rag-1-/- Mäusen unter Angiotensin-II induzierter 

arterieller Hypertonie untersuchen.  

Hinsichtlich der Power unserer Studie konnte eine mit einem n=8 pro Versuchs-

gruppe akzeptable Versuchstieranzahl erreicht werden. Diese Anzahl ist bei tele-

metrischen Messungen des Blutdruckes üblich, da auch bei dieser vergleichswei-

se geringen Versuchstieranzahl hämodynamisch relevante Unterschiede signifi-

kant dargestellt werden können. Durch eine Erhöhung der Versuchstieranzahl 

könnte die Power der statistischen Auswertung weiter erhöht werden, um so auch 

kleinste Unterschiede aufzudecken. 

4.2.4. Myokardiale Hypertrophie und Fibrose 

In beiden Versuchsgruppen ist das Ventrikelgewicht in der Ang-II Gruppe im Ver-

gleich zur genotypidentischen Kontrollgruppe gleichermaßen erhöht. Die Wirkung 

des erhöhten Blutdrucks und von Angiotensin-II selbst haben wie bereits vorbe-

schrieben zu einer myokardialen Hypertrophie geführt [Crowley, et al. 2006]. Zwar 

haben in unserem Versuch Rag-1-/- Mutanten mit und ohne Angiotensin-II Behand-
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lung ein geringfügig kleineres Ventrikelgewicht/Körpergewicht Verhältnis als Wild-

typen, jedoch zeigt sich in beiden Gruppen nach Angiotensin-II Behandlung eine 

vergleichbare Zunahme des Ventrikelgewichts, sodass von einer gleich stark aus-

geprägten Hypertrophie ausgegangen werden kann. Der Immundefekt der Rag-1-/- 

Linie hat in diesem Modell unter dem Einfluss von Angiotensin-II und konsekutiv 

erhöhter Nachlast durch Erhöhung des diastolischen Blutdrucks keine Auswirkun-

gen auf die myokardiale Hypertrophieentwicklung. Crowley et al. zeigten eine ge-

genüber Wildtypen abgemilderte myokardiale Hypertrophie nach 28-tägiger Angio-

tensin-II Infusion in SCID (Severe Combined Immuno Defiency) Mäusen 

(NOD.CB17-Prkdcscid/J), welche wie Rag-1-/- Mutanten über keine funktionsfähigen 

Lymphozyten verfügen [Crowley, et al. 2010]. In diesem Modell wurde jedoch eine 

doppelt so hohe Ang-II Dosis wie in unseren Versuchen genutzt. Weiterhin wurde 

vor Versuchsbeginn eine einseitige Nephrektomie bei den Versuchstieren durch-

geführt. In dieser SCID Mauslinie können jedoch auch spontane Störungen des 

angeborgenen Immunsystems auftreten, sodass hier ein möglicher phänotypi-

scher Unterschied zur Rag-1-/- Linie besteht. Crowley erklärte die abgemilderte 

myokardiale Hypertrophie in SCID-Mäusen mit einem während der Angiotensin-II 

Infusion auch im Vergleich zum Wildtypen niedrigeren Blutdruck, sodass die klei-

nere Nachlast konsekutiv auch zu einer geringeren Hypertrophie führte.  

Myokardial eingelagertes Kollagen ist nach Ang-II Infusion in Wildtypen gegenüber 

der Kontrollgruppe signifikant erhöht, wohingegen bei den immundefizienten Rag-

1-/- Mäusen nach der 14-tägigen Angiotensin-II Wirkung keine signifikante Kolla-

genvermehrung im Myokard festzustellen ist. Grundsätzlich sind myokardiale Hy-

pertrophie sowie die verstärkte Kollagenbildung durch vorbeschriebene Wirkungen 

des Angiotensin-II auf Wachstumsfaktoren, Makrophagen und kardiale NADPH 

Oxidase zu erklären [Kurdi und Booz 2011; Yagi, et al. 2010; Nabeebaccus, et al. 

2011]. Oxidativem Stress wird in vielen Studien eine große Rolle in der kardialen 

Hypertrophie und fibrösen Remodeling zugesprochen [Takimoto und Kass 2007]. 

In Modellen mit 6 Wochen andauernder DOCA-Salz induzierter Hypertonie wurden 

neben der Druckbelastung des Myokards auch ausgelöster oxidativer Stress, hu-

morale Faktoren und Endothelin als profibrotische Faktoren identifiziert [Karam, et 

al. 1996; Callera, et al. 2003]. Versuche von Mu et. al bewiesen außerdem, dass 

CD8+ T-Lymphozyten bei Ang-II induzierter Hypertonie einen proinflammatori-

schen Effekt im Myokard ausüben [Ma, et al. 2014]. Interferon-γ defiziente Mäuse 

zeigen eine deutlich verminderte Makrophagen- und T-Lymphozyten Infiltration 



Diskussion   81 

und kardiale Fibrose als Wildtypen. Die Interaktion zwischen T-Lymphozyten und 

Makrophagen über Interferon-γ bei Ang-II induzierter Hypertonie ist ein wesentli-

cher Faktor der kardialen Fibrose [Han, et al. 2012]. Die vorgelegten Ergebnisse 

dieser Arbeit stehen mit diesen Vorergebnissen im Einklang und zeigen trotz 

gleich stark ausgeprägter Hypertonie eine geringere Myokardfibrose in T-

Lymphozyten defizienten Mäusen. Die Myokardfibrose ist bei der genutzten Ang-II 

Dosis demnach nicht primär abhängig vom herrschenden arteriellen Druck, son-

dern vor allem abhängig von der Anwesenheit der T-Lymphozyten und dem zirku-

lierenden Angiotensin-II. Kardial konzentriertes Angiotensin-II könnte zu einer Ak-

tivierung T-Lymphozytärer NADPH-Oxidase und weiterer parakriner Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine wie Interferon-γ geführt haben. Eine frühere Arbeit 

von Xu et al. konnte im Mausmodell zeigen, dass nur lokal am Herzen konzentrier-

tes Angiotensin-II bereits proinflammatorisch und fibrosierend am Myokard wirkt, 

jedoch ohne untersuchten Zusammenhang zu T-Lymphozyten [Xu, et al. 2010].  

Meiner Meinung nach sind T-Lymphozyten in myokardiales Remodeling involviert, 

weil 

1. wir zeigen konnten, dass Rag-1-/- Mutanten eine abgemilderte Kollagenab-

lagerung im myokardialen Interstitium bei Ang-II Infusion aufweisen und 

mögliche Kausalketten in anderen Versuchen gut vorbeschrieben sind. 

2. die Abmilderung der Fibrose in unserem Modell nicht von der Nachlast ab-

hängig ist und somit auch blutdruckunabhängige Prozesse, in welche T-

Lymphozyten involviert sind, profibrosierend wirken. 
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5. Zusammenfassung  

Experimentelle Untersuchungen zur Hämodynamik & kardiovaskulären 

Schäden einer Angiotensin-II induzierten arteriellen Hypertonie in Rag-1 -/- 

Mäusen. 

Viele Studien zur Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie und kardialem fibrö-

sen Remodeling konnten einen Zusammenhang mit Reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) im kardiovaskulären Gewebe beweisen. ROS dienen der physiologischen 

Signaltransduktion, können aber bei Missverhältnissen auch pathologische Pro-

zesse wie endotheliale Dysfunktion und kardiales fibröses Remodeling triggern. 

Vorangegangene Arbeiten zeigten eine verstärkte ROS-Produktion durch T-

Lymphozyten in vaskulären Geweben bei Angiotensin-II induzierter Hypertonie in 

Mäusen. Immundefiziente Mäuse (Rag-1 -/-), welche über keine adulten T-

Lymphozyten verfügen, zeigten im gleichen Modell eine geringere ROS-

Produktion, geringere endotheliale Schäden und eine geringere Ausprägung der 

Hypertonie als Wildtypen. Diese Arbeit untersucht die Hypothese der T-

Lymphozyten vermittelten Verstärkung einer Angiotensin-II induzierten Hypertonie 

durch einen Vergleich des Blutdruckes von Rag-1 -/- Mutanten mit Wildtypen bei 

Angiotensin-II Infusion. Dabei bedienten wir uns methodisch einer genauen und 

hochqualitativen Blutdruckerfassung mittels einer invasiven, radiotelemetrischen 

Blutdruckmessung. Nach Beendigung der Messung wurden funktionelle und mor-

phologische Schäden an Herz und Aorta untersucht. Der Versuch zeigte, dass der 

mittlere arterielle Druck, sowie der systolische- und diastolische Blutdruck von 

Wildtypen und Rag-1 -/- Mäusen während 14-tägiger Angiotensin-II Infusion ge-

genüber Basisbedingungen um etwa 30% angestiegen ist. Beide Versuchsgrup-

pen reagieren auf das Angiotensin-II hinsichtlich des Blutdruckes nahezu iden-

tisch. Diese Studie zeigt keine Abschwächung einer arteriellen Hypertonie bei T-

Lymphozyten defizienten Mäusen, sondern den gleichen Anstieg des arteriellen 

Mitteldruckes wie bei Wildtypen. Die Untersuchung der Endorgane zeigte, dass T-

Lymphozyten keine Auswirkungen auf myokardiale Hypertrophie, Endothelschä-

den und die Morphologie der glatten Gefäßmuskulatur haben. Im Gegensatz dazu 

konnten wir jedoch feststellen, dass Wildtypen durch Angiotensin-II eine deutlich 

stärkere myokardiale Fibrose entwickeln als Rag-1 -/-. T-Lymphozyten scheinen 

ein verstärkender Faktor von kardialem Remodeling bei einer Angiotensin-II indu-

zierten, arteriellen Hypertonie zu sein.  
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Abstract 

Experimental research on hemodynamics & cardiovascular tissue damage in 

angiotensin-II induced arterial hypertension in Rag-1 -/ - mice. 

Many studies on the pathophysiology of arterial hypertension and cardiac fibrous 

remodeling were associated with high concentrations of reactive oxygen species 

(ROS) in cardiovascular tissue. ROS serve as important molecules in physiological 

signal transduction, but can also trigger pathological processes in mismatches, 

such as endothelial dysfunction and cardiac fibrous remodeling. Previous work 

showed increased ROS production by T-lymphocytes in vascular tissues during 

angiotensin-II induced hypertension in mice. Immunodeficient mice (Rag-1 -/-) 

which have no adult T-lymphocytes showed in the same setting a lower ROS pro-

duction, less endothelial damage and a lower severity of hypertension than wild 

types. This work examines the hypothesis of T-lymphocyte mediated amplification 

of an angiotensin-II induced hypertension by comparing the arterial blood pressure 

of Rag-1 -/- mutants with C57BL/6 wild types during angiotensin-II infusion. Here 

we methodically used an accurate and high quality blood pressure sensing device 

by means of an invasive, radiotelemetry blood pressure measurement. After com-

pletion of the measurement, we examined functional and morphological damage to 

the heart and aorta. Our Data showed that the mean arterial pressure, the systolic- 

and diastolic blood pressure has risen both in wildtypes and Rag-1 -/- mice by 

about 30% during 14 days of angiotensin-II infusion compared to baseline condi-

tions. Both experimental groups respond to angiotensin-II in terms of blood pres-

sure rise almost identical. This study does not show any blunting of arterial hyper-

tension in T-lymphocyte deficient mice, but the same increase in mean arterial 

pressure as wild types. Examination of the end organs showed that T-lymphocytes 

have no effect on myocardial hypertrophy, endothelial damage and the morpholo-

gy of vascular tissues. In contrast, we found that wild types by angiotensin-II infu-

sion significantly increased myocardial fibrosis compared to Rag-1 -/-  mutants. T-

lymphocytes appear to be an aggravating factor of cardiac remodeling in angio-

tensin-II induced hypertension. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 

ACE Angiotensin-Converting-Enzyme 
ACE2 Angiotensin-Converting-Enzyme 2 
ACh Acetylcholin 
ADH Antidiuretisches Hormon 
Ang-(1-7) Angiotensin-1-7 
Ang-I Angiotensin-I 
Ang-II Angiotensin-II 
Ang-IV Angiotensin-IV 
ANP Atriales Natriuretisches Peptid 
APA Aminopeptidase A 
AQP2 Aquaporin Typ-2 
AS Aminosäuren 
AT1R AT1-Rezeptor 
AT2R AT2-Rezeptor 
AT4R AT4-Rezeptor 
AT7R AT7-Rezeptor 
cAMP cyclisches Adenosinmonophophat 
cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat 
DOCA Desoxycorticosteronacetat 
EDRF Endothelium derived relaxing factor 
ENaC Epithelialer Natriumkanal 
eNOS Endotheliale Nitrooxigenase 
FACS Flourescence activated cell sorting system 
HF Herzfrequenz 
HZV Herz-Zeit-Volumen 
I Stromstärke 
KO Knockout  
MAP Mittlerer arterieller Druck 
MHC-I Major Histocompatibility Complex I 
MHC-II Major Histocompatibility Complex II 
MR Mineralcorticoidrezeptor 
NADP Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 
NO Stickstoffmonoxid 
NTG Nitroglyzerin 
PDia Diastolischer Blutdruck 

PGI2 Prostaglandin I2 
PSys Systolischer Blutdruck 
R Widerstand 
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
RAS Renin-Angiotensin-System 
ROS Reaktive Sauerstoffspezies 
TPR Total peripherer Widerstand 
U Spannung (Druckdifferenz) 
VSMC Vascular Smooth Muscle Cell 
ZVD Zentral venöser Druck 
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