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Abkürzungsverzeichnis 

°C   Grad Celsius 
7-NI   7-Nitroindazol 

A1A   Adenosin-Rezeptor Subtyp 1A 
Abb.   Abbildung 
AC   Adenylylcyclase 
AChE   Acetylcholinesterase 
ACE   Angiotensin-Konversions-Enzym,  
    Angiotensin Converting Enzyme 
Ang-I    Angiotensin-I 
Ang-II   Angiotensin-II 
AT1   Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 1 
AT2   Angiotensin-II Rezeptor Subtyp 2 
ATP   Adenosin-5’-triphosphat 

BCA   Bicinchonic acid 
bp   Basenpaare 
BSA   Bovines Serumalbumin 

cAMP   cyclisches Adenosinmonophosphat 
cDNA   copy-Desoxyribonukleinsäure 
COX-1   Cyclooxygenase-1 
COX-2   Cyclooxygenase-2 

d   Tage 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxynukleosid-5’-triphosphat 
DP   PGD2-Rezeptor 

ECL   enhanced chemiluminescence 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA   enzyme linked immunosorbent assay 
EMEA   European Agency for the Evaluation of Medicinal Products 
EP   PGE2-Rezeptor 

Fa.   Firma 
FDA   Food and Drug Administration, USA 
FP   Prostaglandin F2α-Rezeptor 

g   Gramm 
GFR   glomeruläre Filtrationsrate 
 

h   Stunde 
HF   Herzfrequenz 
HPLC   Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie 
HRP   horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) 
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IC50   Konzentration, bei der 50 % der Enzymaktivität gehemmt wird 
IgG   Immunglobulin G 
IL   Interleukin 
IM   innere Medulla 
i. p.   intraperitoneal 
IP   PGI2-Rezeptor 
IP3   Inositoltrisphosphat 
i. v.   intravenös  

JG-Zellen  juxtaglomeruläre Epitheloidzellen 
JGA   juxtaglomerulärer Apparat 

kDa   Kilodalton 
kg   Kilogramm 
KG   Körpergewicht 
Konz.   Konzentration 

L   Liter 
LPS   Lipopolysaccharid 

M   mol · L-1 
m · m-1   Masseneinheit pro Masseneinheit 
m · V-1   Masseneinheit pro Volumeneinheit 
mA   Milliampere 
MAD   mittlerer arterieller Druck 
min   Minute 
mmHg   Millimeter Quecksilber 
M-MLV  Murine-Moloney-Leukemia-Virus 
mRNA   messenger RNA 
MW   Mittelwert 
MW   molecular weight 

n   Anzahl 
n. d.   nicht detektierbar 
NKCC2  Na+-K+-2Cl--Cotransporter 
nm   Nanometer 
NO   Stickstoffmonoxid 
NOS   NO-Synthase 
NSAR   Nichtsteroidale Antirheumatika 

OD   optische Dichte 
OM   äußere Medulla 

p   Irrtumswahrscheinlichkeit 
PAF   Plättchen-aktivierender Faktor 
PBS   Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PCR   Polymerase Kettenreaktion 
PGD2   Prostaglandin D2 
PGDS   PGD-Synthase 
PGE2   Prostaglandin E2 
PGES   PGE-Synthase 
PGF2α   Prostaglandin F2α 
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PGFS   PGF-Synthase 
PGG2   Prostaglandin G2 
PGH2   Prostaglandin H2 
PGI2   Prostacyclin 
PGIS   PGI-Synthase 
PKC   Proteinkinase C 
PLA2   Phospholipase A 
PLC   Phospholipase C 
p. o.   peroral 
PRA   Plasmareninaktivität 

r   Korrelationskoeffizient 
RAAS   Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
RIA   Radioimmunoassay 
RNA   Ribonukleinsäure 
RT   Raumtemperatur 
RT-PCR  Reverse-Transkriptase-PCR 

s   Sekunde 
sBP   systolischer Blutdruck 
SD   Sprague Dawley 
SDS   Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat) 
SEM   Standardfehler des Mittelwertes 
SHR   spontan hypertensive Ratte 

Tab.   Tabelle 
Taq   Thermophilus aquaticus 
TBE   Tris-Borat-EDTA 
TBS   Tris-gepufferte Salzlösung 
TBS-T   Tris-gepufferte Salzlösung mit 0,05 % Tween 20 
TGA   Therapeutic Goods Administration (Australien) 
TNF   Tumornekrosefaktor 
TP   TxA2-Rezeptor 
Tris   2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
TxA2   Thromboxan A2 
TxB2   Thromboxan B2 
TxS   Thromboxan-Synthase 

U   Unit 
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UV   ultraviolett 
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1 Einleitung 

1.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist ein wichtiges Regelsystem für 

den Blutdruck sowie den Salz- und Wasserhaushalt des Körpers. Angiotensin-II 

(Ang-II) ist der wichtigste biologische Effektor in diesem System. Der 

geschwindigkeitsbestimmende Schritt für die Bildung von Ang-II ist dabei die 

Freisetzung von Renin aus den juxtaglomerulären (JG) Epitheloidzellen der Niere in die 

Blutbahn. Diese Zellen sind in der Tunica Media der afferenten Arteriolen der 

Glomeruli lokalisiert. Die Aspartyl-Protease Renin spaltet aus dem hauptsächlich in der 

Leber gebildeten Angiotensinogen das inaktive Dekapeptid Angiotensin-I (Ang-I) ab. 

Die sich anschließende Umwandlung von Ang-I in das biologisch aktive Oktapeptid 

Angiotensin-II erfolgt sehr schnell durch die zinkhaltige Peptidase Angiotensin-

Konversions-Enzym (Angiotensin-Converting-Enzyme, ACE), welche hauptsächlich in 

den Endothelzellen der Lunge und in der Bürstenzellmembran der Niere lokalisiert ist. 

ACE-Aktivität lässt sich auch im Plasma nachweisen. Ang-II vermittelt seine Effekte 

über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die Angiotensin-II-Rezeptoren (AT). Die 

wichtigsten Effekte werden hierbei über den AT1-Rezeptorsubtyp vermittelt. Die 

Aktivierung dieses Rezeptors bewirkt vorwiegend eine Stimulation der Phospholipase C 

(PLC), die über die Synthese von IP3 nachfolgend die Freisetzung von Calcium-Ionen 

aus intrazellulären Speichern fördert. Über den AT2-Rezeptorsubtyp ist derzeit nur 

wenig bekannt. Dieser wird v. a. in fetalem Gewebe exprimiert, aber auch im Gehirn, 

den Nebennieren sowie in den Ovarien und im Uterus. Ang-II wirkt über AT1-

Rezeptoren direkt vasokonstriktorisch, Natrium-retinierend und fördert die Synthese 

und Ausschüttung des Hormons Aldosteron aus der Nebennierenrinde, welches die 

Rückresorption von Natriumionen in der Niere verstärkt sowie die Exkretion von 

Kaliumionen erhöht. Die Aktivierung des RAAS führt effektiv zu einem Anstieg der 

extrazellulären Natriumkonzentration, einer Zunahme des extrazellulären Volumens 
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und zu einem Anstieg des systemischen Blutdrucks. Therapeutisch werden zur Senkung 

eines erhöhten arteriellen Blutdrucks ACE-Inhibitoren wie z. B. Captopril und Ramipril 

und AT1-Rezeptorantagonisten wie Candesartan und Losartan eingesetzt. In diesem Jahr 

erfolgte die Zulassung des Renin-Inhibitors Aliskiren in den USA. Die deutsche 

Markteinführung fand nach positiver Bewertung des Zulassungsantrages durch das 

„Committee for Medicinal Products for Human“ am 1. September 2007 statt. 

Zusätzlich zum zirkulierenden RAAS wurden auch lokale Renin-Systeme in diversen 

Geweben wie Gehirn, Herz, Nebenniere, Lunge, Leber und Gefäßen beschrieben (33, 

110, 119). Hierbei werden wahrscheinlich alle Komponenten des RAAS in den Zellen 

selbst gebildet (29). Wo dies nicht möglich ist, wird vermutlich zirkulierendes Renin 

oder auch Angiotensinogen für die lokale Ang-II-Synthese herangezogen. Das lokale 

RAAS wird für verschiedene pathophysiologische Veränderungen verantwortlich 

gemacht wie z. B. die Hypertrophie des Herzens (120, 154). Es reguliert hier allerdings 

auch die Kontraktilität der Myozyten sowie die Pumpfunktion des Herzens (30).  

Renin

Verminderte Na+‐Konzentration
an Macula densa‐Zellen

Senkung des renalen
Perfusionsdrucks

β1‐Stimulation

Angiotensinogen

Angiotensin‐I

Angiotensin‐II

ACE

AT2

Aldosteron tubuläre 
Na+‐Rückresorption

direkte 
Vasokonstriktion

AT1

???

 

Abb. 1: Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und dessen 
Regulatoren. 
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1.2 Bildung und Freisetzung von Renin 

Die renale Reninsynthese erfolgt in den JG-Zellen, die möglicherweise durch 

metaplastische Transformation aus glatten Gefäßmuskelzellen hervorgehen. Sie 

enthalten in granulären Vesikeln unterschiedlicher äußerer Form das Enzym Renin. Die 

Anzahl reninproduzierender Zellen kann bei chronischer Stimulation des RAAS mittels 

eines noch nicht geklärten Mechanismus erhöht werden, wobei in den afferenten 

Arteriolen eine zusätzliche Umwandlung glatter Muskelzellen in reninbildende Zellen 

erfolgt. Die Translation von Renin erfolgt aus der Renin-mRNA als Präprorenin (4, 

138). Unter Abspaltung eines Signalpeptids erfolgt die Translokation in das 

endoplasmatische Retikulum der Zelle, wo die Bildung des enzymatisch inaktiven 

Prorenins stattfindet (42, 96, 97). Prorenin kann entweder direkt in die Blutbahn 

sezerniert oder nach Glykosylierung in den sekretorischen Vesikeln gespeichert werden. 

Das Anhängen eines Mannose-6-Phosphat-Restes ist dabei nicht nur für die Verpackung 

des Renins in die Vesikel sondern auch für die Vesikelbildung selbst vonnöten (28). Die 

Freisetzung des enzymatisch aktiven Renins erfolgt nach N-terminaler Verkürzung des 

Prorenins in den Vesikeln. Das hierfür verantwortliche Enzym konnte bisher noch nicht 

näher charakterisiert werden (20, 34, 53). Zahlreiche Befunde sprechen für eine 

diskontinuierliche Freisetzung des Renins aus der Zelle mittels Exocytose (134). 

Änderungen der Osmolarität beeinflussen die Freisetzungsrate, wobei eine gesenkte 

extrazelluläre Osmolarität zu einem Anschwellen der Renin-Vesikel mit nachfolgender 

Fusion der Plasmamembran führt, und somit zu einer Erhöhung der Sekretion (133). 

Weiterhin könnte auf mechanischem Wege die Aktivierung der Myosin-Leichtketten-

Kinase mit gleichzeitiger Kontraktion der JG-Zelle zu einer Behinderung der 

Vesikelfusion mit der Plasmamembran führen und somit die Reninfreisetzung 

vermindern (102, 103). 
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1.3 Regulationsmechanismen der Reninsekretion 

Die Regulation der Reninsekretion erfolgt über ein komplexes Zusammenspiel von 

verschiedenenen Mechanismen: den Macula densa-abhängigen Signalweg, den 

intrarenalen Barorezeptor-Signalweg sowie das sympathische Nervensystem. 

Desweiteren ist ein negativer Feedback-Mechanismus beteiligt (11).  

1.3.1 Der Macula densa-abhängige Signalweg 

Die Macula densa-Zellen sind eine Ansammlung spezialisierter Zellen des distalen 

Tubulus. Sie sind Bestandteil des juxtaglomerulären Apparates (JGA) und stehen in 

direktem Kontakt mit den reninbildenden Epitheloidzellen der afferenten Arteriole der 

gleichen Nephroneinheit. Macula densa-Zellen nehmen die Funktionen eines Sensors 

sowie der Informationsübertragung zur afferenten Arteriole wahr. Es wird 

angenommen, dass sie Veränderungen der NaCl-Konzentration auf der luminalen Seite 

detektieren können. Eine zu geringe Salzkonzentration führt dabei letztendlich zu einer 

vermehrten Sezernierung von Renin ins Plasma, während eine erhöhte 

Salzkonzentration diese hemmt. Die Detektion der Salzkonzentration erfolgt über den 

Na+-K+-2Cl--Cotransporter (NKCC2) (122), wobei die Konzentration von Chlorid, 

welches eine geringere Affinität im Vergleich zu den anderen beiden Ionen zum 

Transporter aufweist, die Regelgröße zu sein scheint (89). Die sich anschließenden 

Signalwege sind bisher nicht sicher identifiziert worden. Hierbei wird die Beteiligung 

lokaler Hormone wie Adenosin, Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandine (PG) wie 

PGE2 und Prostacyclin (PGI2) diskutiert (107) (Abb. 2).  

Da durch erhöhte Salzkonzentrationen vermehrt ATP in den Macula densa-Zellen 

freigesetzt (6) und zu Adenosin abgebaut wird (140), wurde vermutet, dass eine erhöhte 

Adenosinkonzentration an der afferenten Arteriole nicht nur zu einer direkten 

Vasokonstriktion sondern auch zu einer Hemmung der Reninsekretion über 

Adenosin 1 A (A1A)-Rezeptoren führen könnte (107). Neuere Untersuchungen an 

A1A-Rezeptor-Knock-out-Mäusen zeigen jedoch, dass die salzabhängige Regulation der 

Reninexpression in vollem Umfang erhalten bleibt, so dass eine Beteiligung von 
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Adenosin im Macula densa-abhängigen Reaktionspfad höchstens eine untergeordnete 

Rolle spielen dürfte (129).  

NO wird im JGA durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) in der afferenten 

Arteriole (9) sowie durch die in den Macula densa-Zellen exprimierte neuronale NOS 

(nNOS) synthetisiert (98, 152). Eine verminderte Salzzufuhr sowie die Applikation von 

Schleifendiuretika stimulieren parallel die Expression der nNOS und des Renins (9). Da 

NO die Reninsekretion direkt stimuliert und eine unselektive NOS-Hemmung die 

Macula densa-abhängige Stimulation des RAAS beeinflusst (82, 126), wurde vermutet, 

dass NO als Signalmolekül zwischen Macula densa- und JG-Zellen wirkt. Der Effekt 

eines präferenziellen nNOS-Inhibitors (7-NI) brachte jedoch in Ratten und Mäusen 

widersprüchliche Ergebnisse bei Stimulation des RAAS mittels Niedrigsalzdiät hervor 

(5, 148). Neuere Befunde an eNOS- und nNOS-Knock-out-Mäusen zeigen, dass zwar 

eine basale Senkung der Reninsekretion auftritt, diese jedoch durch das 

Schleifendiuretikum Bumetanid, welches den NKCC2 hemmt, weiterhin stimulierbar 

ist. Außerdem wurde nachgewiesen, dass nach unselektiver NOS-Hemmung in der 

isoliert perfundierten Niere die Stimulation des RAAS intakt ist, wenn eine definierte 

Menge NO zugeführt wird (17). Diese Daten sprechen für einen modulierenden Effekt 

von NO, unabhängig von seiner Bildungsquelle.  

Die Wirkung von PGE2 wird in Kapitel 1.5 näher beschrieben. 
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Macula densa

Na+K+2Cl‐

Schleifendiuretikum luminale NaCl‐Konzentration ↓
_

COX‐2 ↑

PGE2 ↑

JG‐Zelle

EP2/4

Renin ↑ Renin ↑β1

A1A

Adenosin ↑ NO ↑

nNOS

 

Abb. 2: Mögliche Bedeutung von Adenosin, NO und PGE2 für die Macula densa-abhängige 
Kontrolle der Reninsekretion 

 

In den Macula densa-abhängigen Reaktionspfad kann im Tierversuch durch verschieden 

konzentrierte Salzdiäten eingegriffen werden. So führt eine einwöchige Niedrigsalzdiät 

zu einem Anstieg der Reninexpression und –freisetzung gegenüber Normalsalzdiät, 

während eine Hochsalzdiät eine verminderte Reninantwort zur Folge hat (59). 

Desweiteren kann durch das Schleifendiuretikum Furosemid der NKCC2 

pharmakologisch gehemmt werden, was zu einer Senkung des Salztransports in die 

Macula densa-Zellen führt und somit einen Anstieg der Reninexpression und 

-freisetzung zur Folge hat (49). 
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1.3.2 Der intrarenale Barorezeptor-Signalweg 

Der renale Perfusionsdruck wird durch den systemischen Blutdruck beeinflusst. Fällt 

dieser ab, kommt es zu einer verstärkten Reninexpression und –freisetzung, umgekehrt 

verhält es sich bei einem Blutdruckanstieg (138). Da diese Regulation auch in isoliert 

perfundierten Nieren erhalten ist, wird ein Barorezeptor in den präglomerulären 

Gefäßen postuliert (124). Hierbei wird zum einen die Beteiligung dehnungssensitiver 

Ionenkanäle vermutet (14), zum anderen könnten Prostaglandine eine Rolle bei der 

Stimulation des RAAS spielen (151).  

Der renale Perfusionsdruck sinkt z. B. auch bei einer Nierenarterienstenose, welche im 

Tierversuch durch die Verengung der linken Nierenarterie hervorgerufen werden kann. 

Hierbei wird eine Metallklammer (Klip) über die Nierenarterie geschoben, die die 

Nierenarterie an dieser Stelle auf einen definierten Durchmesser einengt, wodurch es in 

dieser Niere zu einer verminderten Durchblutung kommt. Dies führt wiederum zu 

einem Anstieg der Reninexpression und –freisetzung in der entsprechenden Niere (91), 

wodurch der systemische Blutdruck angehoben wird.  

Pharmakologisch kann eine Blutdrucksenkung z. B. durch Hydralazin erzeugt werden. 

Hydralazin führt über einen bisher unbekannten Mechanismus zu einer direkten 

Relaxation der glatten Muskulatur an Arteriolen, wobei es zu einer Senkung der 

intrazellulären Calciumkonzentration zu kommen scheint (1). Gegenreflektorisch wird 

bei der Verabreichung von Hydralazin der Sympathikus aktiviert, wodurch es zu einer 

Freisetzung von Noradrenalin kommt (64). 

Der direkte Einfluss des intrarenalen Drucks auf die Stimulation des RAAS kann 

weiterhin in der isoliert perfundierten Niere untersucht werden. 
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1.3.3 Einfluss des sympathischen Nervensystems 

Die Stimulation sympathischer Nerven in der Niere führt zu einer Aktivierung des 

RAAS. In der Niere werden die postganglionären sympathischen Nervenendigungen in 

enger Nachbarschaft zu den JG-Zellen gefunden, die wiederum den β1 – adrenergen 

Rezeptor exprimieren. Freigesetztes Noradrenalin führt über die Aktivierung dieses 

Rezeptors auf den JG-Zellen zu einer Aktivitätssteigerung der Adenylylcyclase und 

somit zu einem Anstieg von intrazellulärem cAMP, wodurch die Reninexpression und 

-freisetzung stimuliert werden (62, 63). 

Pharmakologisch kann die Stimulation des RAAS durch die Gabe von Isoprenalin, 

einem unselektiven β1/β2 – Rezeptoragonisten, erreicht werden. Andererseits hemmt die 

Applikation eines β – Rezeptorantagonisten wie z. B. des nicht selektiven Propranolols 

die Reninfreisetzung aus den JG-Zellen. 

1.3.4 Das negative Feedback 

Angiontensin-II selbst kann direkt über die Aktivierung des AT1-Rezeptors die 

Synthese und Freisetzung von Renin in den JG-Zellen hemmen. Hierbei wird eine PLC 

aktiviert, die durch Erhöhung der Calciumkonzentration über die Proteinkinase C (PKC) 

seine RAAS hemmende Wirkung vermittelt (80, 81). Auch eine Involvierung von 

Prostaglandinen kann nicht ausgeschlossen werden (125).  

Die inhibitorische Wirkung von Ang-II zeigt sich auch durch die verstärkte 

Reninexpression und –freisetzung nach Applikation von ACE-Inhibitoren wie Captopril 

(69) und Ramipril (16) sowie AT1-Rezeptorantagonisten wie z. B. Candesartan (149). 

Da durch diese Behandlungen der Blutdruck stark gesenkt wird, ist eine Beteiligung 

dessen an der Reninregulation nicht vollständig auszuschließen. Es konnte jedoch 

gezeigt werden, dass bei linksseitiger Nierenarterienstenose mit gleichzeitiger 

Applikation des AT1-Rezeptorantagonisten Losartan trotz Normalisierung des 

Blutdrucks gleiche Renin-mRNA-Abundanz in der kontralateralen Niere bestimmt 

werden konnte wie bei Losartan-Applikation allein (130). Somit scheint die Hemmung 

des Renin-Systems durch den AT1-Rezeptorantagonisten unabhängig von der durch 

Losartan erzeugten Hypotonie zu sein.  
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1.4 Weitere lokale Hormone als Regulatoren des RAAS 

Es sind bis heute zahlreiche weitere Effektoren bekannt, die die Reninexpression und 

-sekretion beeinflussen. Stimulatoren des RAAS sind dabei vasodilatierende Substanzen 

wie Bradykinin, Dopamin, NO sowie Prostaglandine (68, 71). Gegenteiligen Effekt 

zeigen vasokonstriktorische Substanzen wie Adenosin, Arginin-Vasopressin, 

Endothelin und der Plättchen-aktivierende Faktor (PAF) (71, 93, 109, 114).  

Da Prostaglandine in vielen Zelltypen in direkter Nachbarschaft zu den JG-Zellen 

gebildet werden, wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Untersuchungen zur 

Wirkung dieser Botenstoffe auf die Nierenfunktion und besonders auf das RAAS 

durchgeführt. Vor allem mit der Entdeckung eines zweiten Cyclooxygenase-Isoenzyms, 

welches konstitutiv und regulierbar in der Niere exprimiert wird, wird die Frage nach 

der physiologischen Funktion der Prostaglandine immer interessanter. 
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1.5 Die Cyclooxygenase-2 

1.5.1 Biosynthese der Prostaglandine 

Die Synthese der Prostaglandine aus Arachidonsäure wird durch die Aktivität des 

Enzyms Cyclooxygenase (COX) (135), einem bifunktionellen Enzym, bestehend aus 

Prostaglandin G- und Prostaglandin H-Synthase, bestimmt. Arachidonsäure wird 

zunächst durch die Phospholipase A2 (PLA2) hydrolytisch aus Phospholipiden der 

Zellmembran freigesetzt. Anschließend bindet die Arachidonsäure an die Dioxygenase-

aktive Seite des Enzyms, wo die Umsetzung zum PGG2 stattfindet. Da hierbei ein 

Ringschluss und eine Oxygenierung stattfinden, ist dieser Reaktionsschritt mit der 

Cyclooxygenase-Reaktion gleichzusetzen. Dem schließt sich die schnelle 

Peroxidasereaktion an, bei der PGH2 gebildet wird. Aus PGH2 können im Anschluss 

durch colokalisierte, spezifische Synthasen biologisch aktive Prostaglandine gebildet 

werden, wie z. B. PGE2, PGI2, PGD2, PGF2α und Thromboxan (Tx) A2. Diese 

Gewebehormone werden nicht vesikulär gespeichert, weshalb nach der Synthese eine 

direkte Freisetzung aus der Zelle über spezifische Transporter erfolgt (127). Ihre 

Wirkung vermitteln die Prostaglandine über spezifische G-Protein gekoppelte 

Rezeptoren (EP1-4 für PGE2, IP für PGI2, TP für TxA2, FP für PGF2α, DP für PGD2) 

(Abb. 3). Über das komplexe Zusammenspiel der Prostaglandine wird eine Vielzahl von 

Prozessen im Körper reguliert. Dazu zählen die Vasoaktivität von Gefäßen, die 

Nierendurchblutung, Thrombozytenaggregation, Bronchokonstriktion bzw –dilatation, 

die Vermittlung von Schmerzen und Fieber, die Modulation von Immunantworten, die 

Produktion von Säure und Schleim im Magen sowie Funktionen im ovariellen Zyklus. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Synthese von und Signaltransduktion durch 
Prostaglandine. Das bifunktionelle Enzym, bestehend aus PGG-Synthase und PGH-Synthase, 
wird als Cyclooxygenase bezeichnet.  

 

1.5.2 Bedeutung der Prostaglandine für die Nierenfunktion 

In den 1930er Jahren charakterisierten der schwedische Wissenschaftler von Euler und 

der englische Wissenschaftler Goldblatt eine uteruskontrahierende Substanz in 

Samenzellen, die später als Prostaglandin bezeichnet wurde (39, 147). Erst in den 60er 

Jahren konnten Samuelsson und Bergström die Struktur und Biosynthese von 

Prostaglandinen aufklären. Diese Gewebehormone sind für vielfältige physiologische 

Regulationen im Körper verantwortlich, wobei nicht nur die bekannte Beteiligung an 

Entzündungsvorgängen zu nennen ist, sondern auch ihre Wirkungen auf die 

Magenschleimhaut, die Muskulatur sowie auf Gefäße, die sowohl Vasokonstriktion, 

Vasodilatation als auch eine verstärkte Gefäßpermeabilität beinhalten. 

Hauptprodukt des Prostaglandinstoffwechsels in der Niere ist PGE2, welches vor allem 

im Nierenmark zu finden ist, mit etwas geringerer Ausprägung aber auch im 

Nierencortex (8). Die Konzentration an PGI2 ist in beiden Geweben geringer als die an 
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PGE2. Beide Prostaglandine wirken in der Niere als Vasodilatatoren. Das in der Niere 

nur wenig gebildete TxA2 hingegen gilt als Vasokonstriktor (67). Diese Prostaglandine 

sind für die Aufrechterhaltung des renalen Blutflusses sowie der glomerulären 

Filtrationsrate (GFR) verantwortlich, indem sie unter anderem die vasokonstriktorische 

Wirkung von Ang-II, Catecholaminen und Vasopressin bei Erkrankungen wie 

Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Hypovolämie, Leberzirrhose sowie Herzinsuffizienz 

abpuffern (123). PGE2 vermittelt diese Wirkungen über die Gs-gekoppelten Rezeptoren 

EP2 und EP4 (128).  

Desweiteren konnte durch intrarenale Applikation von PGE2 bzw. dem Analogon 

Viprostol eine verstärkte Natriurese und Diurese hervorgerufen werden (38). 

Untersuchungen zeigten, dass sowohl die Salzresorption im corticalen dicken 

aufsteigenden Ast der Henle-Schleife als auch die Salz- und Wasserresorption im 

Sammelrohr durch PGE2 gehemmt wird (117, 144). Außerdem wurde unter COX-

Hemmung die Natriumsekretion durch Infusion von PGE2, nicht aber durch Infusion 

von PGI2 wiederhergestellt. Sehr wahrscheinlich ist auch die verminderte Wirkung von 

Diuretika unter Therapie mit Cyclooxygenase-Hemmstoffen auf diesen Mechanismus 

zurückzuführen. 

Die direkte Stimulation der Reninexpression und –freisetzung durch PGE2 sowie PGI2 

wird durch zahlreiche Untersuchungen belegt. Hierbei kommt es wahrscheinlich über 

die Aktivierung von EP2-, EP4- und IP-Rezeptoren zu einem Anstieg der cAMP-

Konzentration in den JG-Zellen (37, 68, 128). Außerdem gibt es Anzeichen dafür, dass 

beide Prostaglandine mögliche Signalmoleküle für die bereits unter 1.3 beschriebenen 

Regulationsmechanismen des RAAS sein könnten.  

Bevor COX-2-selektive Substanzen erhältlich waren, wurde die Funktion der 

Prostaglandine in der Niere mittels unspezifischer Inhibitoren, den nichtsteroidalen 

Antirheumatika (NSAR), untersucht. In verschiedenen Tierversuchen konnte gezeigt 

werden, dass z. B. Indomethacin als unselektiver COX-Inhibitor den Anstieg der 

Plasmareninaktivität (PRA) nach Stimulation mit einer Niedrigsalzdiät oder nach 

suprarenalem Verschluss der Aorta hemmt (35, 37). Ebenso wurde in der isoliert 

perfundierten Niere eine Hemmung der Druck- sowie Chlorid-abhängigen 
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Reninfreisetzung gefunden (87). Auch in der therapeutischen Praxis treten einige 

nachteilige Effekte bei der Behandlung mit NSAR auf, zu denen zum einen eine 

verstärkte Salz- und Wasserretention, zum anderen eine abschwächende Wirkung auf 

die Therapie mit Diuretika bzw. Antihypertensiva zählen. 

1.5.3 Lokalisierung und Struktur der COX-2 

Die COX-1 wurde erstmals 1976 gereinigt und 1988 kloniert (31). Man vermutete 

allerdings damals bereits, dass die Bildung von Prostaglandinen bei entzündlichen 

Prozessen hauptsächlich über ein weiteres Enzym erfolgt. Jedoch konnte erst 1991 eine 

induzierbare Isoform der COX kloniert werden, die heute als COX-2 bezeichnet wird 

(79, 153). Die Induktion der COX-2 kann durch Zytokine, wie z. B. den 

Tumornekrosefaktor (TNF) α, Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8, bakterielle 

Lipopolysaccharide (LPS), aber auch durch Endothelin, Ang-II sowie Noradrenalin 

angeregt werden (136). Inzwischen ist bekannt, dass die COX-2 konstitutiv auch im 

Gehirn, im Rückenmark, dem Uterus, der Plazenta sowie in der Niere gebildet wird 

(10, 131).  

Weil die COX-Isoenzyme in ihrer Aminosäuresequenz eine Homologie von etwa 60 % 

aufweisen, sind der Mechanismus ihrer Reaktionskatalyse sowie ihrer Inaktivierung 

nahezu identisch. Außerdem sind organspezifisch verschiedene Splicevarianten 

gefunden worden, deren Funktionen aber noch unklar sind. In vielen Zellorganellen 

findet eine Coexpression beider Cyclooxygenasen statt. Häufig sind diese jedoch an 

verschiedene nachfolgende Synthasen gekoppelt. So ist die cytosolische PGE-Synthase 

(PGES) v. a. in Nachbarschaft der COX-1 zu finden, während die mikrosomalen 

PGE-Synthasen 1 und 2 in erster Linie mit der COX-2 colokalisiert sind (99). Weiterhin 

ist die hydrophobe Tasche der COX-2 größer als die der COX-1, was für die selektive 

Wirkung einiger COX-2-Inhibitoren verantwortlich gemacht wird.  
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1.5.4 Die COX-2 in der Niere 

Unterschiede zwischen den beiden Cyclooxygenasen sind nicht nur in ihrer Struktur und 

Kopplung zu finden, sondern auch in ihrer Lokalisation in der Niere. So wird die 

COX-1 in der Niere in Arterien, Arteriolen, Glomeruli und am stärksten in 

Sammelrohrzellen konstitutiv exprimiert. In der Regel wird die Expressionsrate der 

COX-1 im Nierencortex nicht verändert, während durch die Applikation von LPS (65), 

Schleifendiuretika (19) oder durch eine Niedrigsalzdiät die Expressionsrate in der 

Medulla vermindert werden kann (67). Die COX-2 wird in der Niere v. a. in den 

interstitiellen Zellen des Nierenmarks und der Pars recta des distalen Tubulus, 

einschließlich der Macula densa-Region, aber auch in prä- und postglomerulären 

Gefäßen, der Vasa recta sowie in einigen Spezies in den Sammelrohrzellen exprimiert 

(72, 77) (Abb. 4). 

COX-1 COX-2

PST

dTL

dTL/aTL

DCTCT/
CCD

OMCD

IMCD

mTAL

cTAL PCT

 

Abb. 4: Lokalisation der COX-1 und COX-2 im Nephron einer Ratte nach (146). 

 

Die Vermutung, dass die COX-2 neben der Bildung proinflammatorischer 

Prostaglandine hier noch eine andere Funktion hat, konnte durch Untersuchungen an 

entsprechenden Knock-out-Mäusen gezeigt werden. Es stellte sich heraus, dass die 



 Einleitung 

27 

Deletion der COX-2 zu pathophysiologischen Veränderungen der Niere führt, die mit 

einer erhöhten Mortalität verbunden sind (32, 86, 95, 101).  

Die Expression der COX-2 wird sowohl in der Nierenrinde als auch im Nierenmark 

reguliert. So ist bekannt, dass Diäten mit verschiedenen Salzkonzentrationen die 

COX-2-Expression in der Rattenniere beeinflussen. Hierbei wirkt eine Niedrigsalzdiät 

stimulierend, eine Hochsalzdiät hemmend auf die Genexpression der COX-2 und auch 

auf die Bildung von PGE2 im Nierencortex (47, 59, 68, 108). Gegensinnig wird die 

COX-2 unter Niedrigsalzdiät im Nierenmark reguliert (158). Auch die Hemmung des 

negativen Feedbacks des RAAS mittels ACE-Inhibitoren und AT1-

Rezeptorantagonisten führt zu einem Anstieg der COX-2 im Nierencortex (24), 

während eine Infusion von Ang-II zu einem Abfall der mRNA-Expression führt. Bei 

einer Kombination aus Niedrigsalzdiät und ACE-Inhibition wird die Expression additiv 

verstärkt, was zur Folge hat, dass in der Immunhistologie ein Großteil der glomerulären 

Macula densa-Zellen COX-2 positiv reagiert (22). Die Applikation eines 

Schleifendiuretikums führt ebenso zum Anstieg der COX-2-Expression (92) wie die 

Gabe von Amilorid, Dopamin, Thiazid-Diuretika (161) oder eine Senkung des renalen 

Perfusionsdruckes mittels Stenose der linken Nierenarterie (91). Auch Diabetes mellitus 

(74), Bartter-Syndrom (75) und Leberzirrhose (88) oder LPS (65) sind positive 

Regulatoren der COX-2-Expression in der Nierenrinde. Im Gegensatz dazu senken 

Mineralo- und Glucocorticoide die Expressionsraten im Nierencortex (160), 

wohingegen für Mineralocorticoide eine stimulierende Wirkung im Nierenmark 

gefunden wurde (159). In-vitro-Untersuchungen mit Dexamethason zeigen, dass die 

Verminderung der COX-2-mRNA eine Folge der Destabilisierung dieser sein könnte 

(113). Die Immunsuppressiva Ciclosporin A, Tacrolimus und Everolimus senken 

ebenso die Expression von COX-2-mRNA und -Protein im Nierencortex, mit 

Ausnahme von Everolimus auch in der Medulla (55, 57).  
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1.5.5 Bedeutung der COX-2 für die Kontrolle des Renin-Systems 

In immunhistochemischen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die COX-2 in den 

Macula densa-Zellen in enger Nachbarschaft zu den reninproduzierenden JG-Zellen 

exprimiert wird (Abb. 5).  

COX‐2

Renin

 

Abb. 5: Colokalisation von COX-2 und Renin in Macula densa- und juxtaglomerulären Zellen. 
Die Ratte wurde mit einer Niedrigsalzdiät in Kombination mit Ramipril-Applikation für eine 
Woche behandelt. Diese Abbildung wurde von Charlotte Wagner, Institut für Physiologie, 
Universität Regensburg, zur Verfügung gestellt. 

 

Auffällig ist weiterhin, dass viele Stimulatoren, die die Renin-mRNA-Expression sowie 

die PRA erhöhen, gleichzeitig die Expressionsrate der COX-2-mRNA verstärken. Dazu 

zählen Niedrigsalzdiät, Schleifendiuretika, verminderter renaler Perfusionsdruck sowie 

ACE-Inhibitoren und AT1-Rezeptorantagonisten (44). Bei Niedrigsalzdiät und 

Schleifendiuretika-Applikation wird auch für die erhöhte COX-2-mRNA-Expression - 

wie für die gesteigerten Reninparameter - die verminderte Salztransportrate in den 

Macula densa-Zellen verantwortlich gemacht (23, 92, 157). Aufgrund dieser Ergebnisse 

und unter Berücksichtigung der Effekte von PGE2 auf das Renin-System (siehe 1.5.2) 
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scheinen COX-2-gebildete Prostaglandine wichtige Signalmoleküle für die Macula 

densa-abhängige Reninregulation in JG-Zellen zu sein. 

Untersuchungen mit selektiven COX-2-Inhibitoren und mit COX-2-Knock-out-Mäusen 

zeigen jedoch zum Teil widersprüchliche Ergebnisse. Einige Arbeitsgruppen konnten in 

Untersuchungen mit den selektiven COX-2-Inhibitoren SC-58236 und SC-58125 sowie 

an COX-2-defizitären Mäusen zeigen, dass ohne COX-2-gebildete Prostaglandine nur 

eine abgeschwächte oder sogar keine Stimulation des RAAS durch renovaskuläre 

Hypertension, Niedrigsalzdiät, ACE-Hemmung und AT1-Rezeptorblockade stattfindet 

(24, 25, 36, 151, 155). Dem stehen Untersuchungen mit den für therapeutische Zwecke 

kommerziell erhältlichen COX-2-Inhibitoren Celecoxib und Rofecoxib gegenüber, für 

die eine Verminderung der Reninantwort auf dieselben Stimuli nicht festgestellt werden 

konnte (48, 59, 61, 91, 112, 115).  

1.5.6 Selektive COX-2-Inhibitoren 

Erst 1971 konnte Vane nachweisen, dass sowohl Acetylsalicylsäure, deren 

antiinflammatorische Wirkung bereits seit 1899 bekannt war, als auch Indomethacin 

ihre schmerzlindernde Wirkung über die Hemmung der Prostaglandinsynthese 

hervorrufen (142). Durch die verminderte Synthese von PGE2 und PGI2 ließen sich 

erstmals auch die Nebenwirkungen wie Ulcera und Nierenfunktionsstörungen, dieser 

Arzneistoffklasse erklären, da PGI2 die Durchblutung des Magens sowie COX-1-

gebildetes PGE2 die Schleimsekretion fördern und beide Prostaglandine auch für die 

Regulation der Nierendurchblutung nötig sind. Da die COX-2 überwiegend in 

entzündeten Geweben verstärkt exprimiert wird, während die Expressionsrate der 

COX-1 weitgehend unbeeinflusst bleibt, wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine 

selektive Hemmung der COX-2 zur Entzündungshemmung ohne die durch eine 

Hemmung der COX-1 verursachten typischen Nebenwirkungen führen müsste (143). 

Wie allerdings bereits beschrieben, hat die COX-2 nicht allein proinflammatorische 

Wirkung. 

Nach Aufklärung der Biosynthesewege der Prostaglandine wurde klar, dass der 

Angriffspunkt der COX-Hemmstoffe an der PGG-Synthase lokalisiert ist. Diese 
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unterscheidet sich in den COX-Isoenzymen in ihrer Struktur und Größe (83, 90). Es 

wird postuliert, dass auf diesen Differenzen die unterschiedliche Selektivität der 

verschiedenen COX-Inhibitoren beruht. Zur Bestimmung der Selektivität einzelner 

Substanzen wird heute insbesondere der Vollblutassay verwendet. Dazu wird humanes 

Vollblut mit dem Inhibitor gemischt und in zwei Ansätzen und über einen definierten 

Zeitraum dem Gerinnungsprozess oder einer inflammatorischen Reaktion mittels LPS-

Zugabe ausgesetzt. Hierbei wird ausgenutzt, dass Thrombozyten zu mindestens 99 % 

COX-1 exprimieren, über die während der Plättchenaggregation TxA2 freigesetzt wird, 

während Monozyten nach LPS-Inkubation verstärkt COX-2 exprimieren und PGE2 

ausschütten. Während die meisten älteren COX-Inhibitoren (NSAR) in diesem System 

beide Isoenzyme in gleichem Maße hemmen, werden Diclofenac, Meloxicam und 

Nimesulid als präferenzielle COX-2-Inhibitoren bezeichnet (104), die eine stärkere 

Affinität zur COX-2 als zur COX-1 aufweisen, ohne jedoch selektiv für ein Enzym zu 

sein. Die neu entwickelten Coxibe gelten jedoch als COX-2-selektiv (Abb. 6). Dabei ist 

allerdings zu beachten, dass je nach Testsystem und untersuchender Arbeitsgruppe stark 

unterschiedliche Selektivitätswerte zu finden sind. Auch unterscheiden sich die 

Ergebnisse an rekombinanten humanen Enzymen stark von denen des Vollblutassays, 

was wahrscheinlich auf den Einfluss der Plasmaproteinbindung zurückzuführen ist 

(131). Die Selektivität wird anhand des Quotienten aus halbmaximaler 

Hemmkonzentration der COX-1 und der halbmaximalen Hemmkonzentration der 

COX-2, auch als Ratio bezeichnet, beschrieben. 
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Abb. 6: Selektivität verschiedener Cyclooxygenase-Hemmstoffe im Vollblutassay nach der 
Methode von Patrigniani (104). Angegeben ist die Ratio der IC50-Werte für die Hemmung der 
COX-1 bzw. COX-2. 

 

Die nur für Testzwecke zu beziehende und häufig in Tierversuchen eingesetzte 

Substanz SC-58236 weist eine Ratio für die Hemmung von COX-1 zu COX-2 von 1780 

auf und wäre somit ein sehr selektiver COX-2-Inhibitor (106). Dieser Wert wurde 

jedoch mittels rekombinanter humaner Enzyme erhoben, bei denen die Selektivität in 

der Regel mit bedeutend höheren Werten als im Vollblutassay angegeben wird. Andere 

Daten sind bisher nicht erhältlich. 

Im Jahr 1999 wurde als erster COX-2-selektiver Inhibitor Rofecoxib zur Therapie der 

Osteoarthrose sowie bei rheumatoider Arthritis zugelassen, ein Jahr später folgte die 

Zulassung von Celecoxib. Rofecoxib und Celecoxib zeichneten sich in den 

Zulassungsstudien durch z. T. deutlich verminderte gastrointestinale Nebenwirkungen 

gegenüber dosisäquivalenten herkömmlichen NSAR aus. Später folgte die Zulassung 

von Etoricoxib (nicht in den USA), Valdecoxib und dem parenteral applizierbaren 

Parecoxib sowie des selektivsten COX-2-Inhibitors Lumiracoxib in Australien und der 
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EU im Januar 2007. Celecoxib erhielt in diesem Jahr zusätzlich eine Zulassung für die 

Therapie des Morbus Bechterew. 

Die in sie gesetzten Erwartungen konnten die im Handel befindlichen Coxibe jedoch 

nicht vollständig erfüllen. Neben der gewünschten antiinflammatorischen Wirkung der 

Coxibe treten weiterhin z. T. schwerwiegende Nebenwirkungen wie Wasser- und 

Elektrolyteinlagerungen sowie eine erhöhte Herzinfarktrate gegenüber Placebo auf, was 

im Jahr 2004 zur Rücknahme von Rofecoxib vom deutschen Markt führte. Seitdem wird 

diskutiert, ob die kardiovaskulären Nebenwirkungen spezifisch für alle Substanzen 

dieser Arzneistoffklasse sind. Besonders wichtig ist hierbei eine Entscheidung der FDA 

aus dem Jahr 2005, die besagt, dass neben den selektiven COX-2-Inhibitoren auch alle 

NSAR wegen mangelnder Daten aus Langzeitstudien mit einem schwarzen 

Warnaufdruck versehen werden müssen, der auf das kardiovaskuläre Risiko sowie die 

potenziell tödlichen gastrointestinalen Nebenwirkungen verweist. Erhöhtes Risiko 

besteht v. a. bei der Einnahme von Indomethacin und Meloxicam (52, 132). Im Jahr 

2005 empfahlen die amerikanische Zulassungsbehörde FDA sowie die europäische 

Zulassungsbehörde EMEA die Marktrücknahme von Valdecoxib wegen 

dermatologisch-allergischer unerwünschter Arzneimittelwirkungen. Aktuell entzog die 

australische Zulassungsbehörde TGA der neuesten Substanz dieser Arzneistoffklasse 

- Lumiracoxib - wegen z. T. schwerwiegender Leberschädigungen die Zulassung. In 

Deutschland erschien am 23. August 2007 ein Roter-Hand-Brief mit neuen 

Anwendungsbeschränkungen. 
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2 Problemstellung 

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ist ein wichtiges Regelsystem für den 

Blutdruck sowie den Salz- und Wasserhaushalt des Körpers. Die Signalwege, die zur 

Modulation der Renin-Genexpression und der Reninfreisetzung beitragen, sind aber nur 

teilweise bekannt. Als mögliche Botenstoffe werden seit langem Prostaglandine 

diskutiert, da zum einen PGE2 und PGI2 zu einer direkten Stimulation der 

Reninexpression und -freisetzung führen, zum anderen NSAR in der Lage sind, den 

Anstieg der Plasmareninaktivität als Antwort auf verschiedene Stimuli zu vermindern. 

Seit der Charakterisierung der konstitutiv in der Niere gebildeten COX-2 werden 

insbesondere Prostaglandine, die über dieses Enzym gebildet werden, näher untersucht. 

Die Enzyme Renin und COX-2 werden in der Rattenniere nicht nur in enger 

anatomischer Nähe exprimiert, sondern zudem auch parallel reguliert. Die bisher 

publizierten Untersuchungen zur Rolle der COX-2-gebildeten Prostaglandine in Ratten 

und Mäusen haben aber zum Teil kontroverse Ergebnisse hervorgebracht (siehe 

Abschnitt 1.5.4). Dabei wurden zum einen verschiedene COX-2-Inhibitoren in den 

Studien verwendet (Celecoxib, Rofecoxib, SC-58125, NS-398, SC-58236), zum 

anderen COX-2-Knock-out-Mäuse mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund. Da 

eine hemmende Wirkung eines COX-2-Inhibitors auf das RAAS bisher nur bei 

Applikation von SC-58236 sowie SC-58125 über eine Woche festgestellt werden 

konnte, sollte der zeitliche Einfluss des COX-2-Inhibitors SC-58236 auf die basale 

Regulation der Reninexpression und -freisetzung in vivo untersucht werden. 

Anschließend ging es darum, im Tierversuch den Einfluss COX-2-gebildeter 

Prostaglandine auf die Modulation des RAAS durch bekannte Stimuli wie 

Niedrigsalzdiät, ACE-Hemmung oder AT1-Rezeptorblockade, renovaskulärer 

Hypertension, Furosemid-Infusion, Isoprenalin-Infusion und Hydralazin-Gabe zu 

charakterisieren. Desweiteren sollte ein möglicher Effekt COX-1-gebildeter 

Prostaglandine auf das Renin-System untersucht werden. 
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3 Material 

3.1 Chemikalien, Reagenzien und Pharmaka 

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien 

Acetonitril zur Chromatografie   J.T.Baker, Groß-Gerau 

Aqua ad injectabilia     Braun, Melsungen 

Bovines Serum Albumin (BSA)   Sigma Aldrich, Steinheim 

Bromphenolblau     Sigma Aldrich, Steinheim 

Carrageenan      Sigma Aldrich, Steinheim 

Chloroform p. A.     Merck, Darmstadt 

Complete® Mini-Proteaseinhibitor   Roche Diagnostics, Mannheim 

Diethylpyrocarbonat (DEPC)    Fluka, Buchs (Schweiz) 

dNTP-Mix      Promega, Madison, WI (USA) 

Ethanol      Merck, Darmstadt  

Ethidiumbromid-Lösung (10 mg · mL-1)  Sigma Aldrich, Steinheim 

Ethylendiamintetraessigsäure    Merck, Darmstadt  
(Titriplex III: Na2EDTA x 2 H2O) 

Glycerin 87% (m · V-1)    Merck, Darmstadt 

Glycin       Merck, Darmstadt 

Gummi Arabicum Ph. Eur. 1997   Caesar & Lorenz, Hilden 

Isopropylalkohol     Merck, Darmstadt 

Isotone Kochsalzlösung    Braun, Melsungen 

Kaliumchlorid      Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat    Merck, Darmstadt 
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Lipopolysaccharid (LPS)    Sigma Aldrich, Steinheim 

Magermilchpulver     Humana Milchunion, Herford 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat   Merck, Darmstadt 

2-Mercaptoethanol     Merck, Darmstadt 

Methanol p. A.     Merck, Darmstadt 

M-MLV Reverse Transkriptase   Invitrogen, Karlsruhe 

Natriumchlorid     Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS)    Merck, Darmstadt 

Natriumhydrogenphosphat    Merck, Darmstadt  

Natriumhydroxid     Merck, Darmstadt 

Phosphorsäure 85 %     Merck, Darmstadt 

Ponceau S Solution     Sigma Aldrich, Steinheim 

Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor Promega, Madison, WI (USA) 

RNAse ZAP      Ambion, St. Austin, TX (USA) 

Röntgen Rapid Entwickler    Adefo Chemie, Nürnberg 

Salzsäure      Merck, Darmstadt 

SeaKem®LE Agarose     BiozymScientific, Hess. Oldendorf 

Sevorane® (Sevofluran)    Abott, Wiesbaden 

Ssniff Alleinfutter für Ratten und Mäuse  ssniff Spezialdiäten, Soest 

Tris       USB Corporation 
(2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol) Cleveland, OH (USA) 

Trizol Reagent®     Invitrogen, Karlsruhe 

Tween 20      Sigma Aldrich, Steinheim 

Vario Fix Powder     Tetenal Photowerk, Norderstedt 
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3.1.2 Pharmaka 

Candesartan   Astra Zeneca, Mölndal (Schweden) 

Captopril      Sigma, Deisenhofen  

Furosemid      Sigma, Deisenhofen  

Hydralazin      Sigma, Deisenhofen  

Isoprenalin      Sigma, Deisenhofen 

Ramipril   Astra Zeneca, Mölndal (Schweden) 

SC-560      Axxora, Lörrach 

SC-58236      Axxora, Lörrach 

 

Strukturformeln der Pharmaka 

Candesartan: 

N
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N

N NH
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Captopril: 
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O
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Furosemid: 

   Cl

COOH
H
N

O

H2NO2S

Hydralazin: 

                   
N

N

HN
NH2

 

Isoprenalin: 

           OH

HO

HO
N
H

 

Ramipril: 

O O

N
H

N

COOHO

 

SC-560: 

     

H3CO

N
N

Cl

CF3
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3.2 Verbrauchsmaterialien 

Blotting Papier     BioRad, München 

Combitips, diverse Größen    Eppendorf, Hamburg 

Hyperfilm ECL     Fluka, Buchs (Schweiz) 

K+-EDTA-Monovetten    Sarstedt, Nümbrecht  

Kanülen BD Microlance™    Becton Dickinson, Heidelberg 

Kopierfolien      Radex, Rommerskirchen 

Kunststoff-Küvetten      Sarstedt, Nümbrecht 

Mikroküvetten     Eppendorf, Hamburg 

LightCycler® Kapillaren    Roche Diagnostics, Mannheim 

Mikrotestplatten     Sarstedt, Nümbrecht  

Nitrocellulosemembran (∅ 0,45 µm)  BioRad, München 

Osmotische Pumpen   Model 2ML1  Alzet Osmotic Pumps, Durect, 
        Cupertino, CA (USA) 

PCR-Gefäße (0,2 mL)    Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen, diverse Größen   Sarstedt, Nümbrecht 

Polypropylenröhrchen (4,5 mL)   Sarstedt, Nümbrecht 

Polystyrolröhrchen (2 mL, 4,5 mL)   Sarstedt, Nümbrecht 

readyGels (10 % / 12 %)    BioRad, München 

Reagiergefäße (1,5 mL / 2 mL)   Eppendorf, Hamburg 

Serologische Pipetten (5 mL / 10 mL / 25 mL) Sarstedt, Nümbrecht 

Silberclips   0,2-mm ID  Institut für Physiologie, Regensburg 

Sterile Filterspitzen, diverse Größen   Gilson, Middleton, WI (USA) 

Sterile Spritzen BD Discardit™   Becton Dickinson, Heidelberg 

Zentrifugenröhrchen (15 mL / 50 mL)  Sarstedt, Nümbrecht 
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3.3 Geräte 

Analysenwaage BP 211D   Sartorius, Göttingen 

Autoklav KSG 112   KSG, Olching 

ELISA-Reader Sunrise   Tecan, Crailsheim 

Gamma Counter Compugamma CS 1282 LKB, Freiburg 

Gefriertruhe Privileg 031.342 8  Quelle, Fürth 

Geldokumentation BDA Digital  Biometra, Göttingen 

Gelelektrophoreseapparatur Mini Protean II System BioRad, München 
 Wide Mini-Sub Cell GT BioRad, München 

Glaswaren Bechergläser, Flaschen, Schott, Mainz 
 Erlenmeyerkolben, 
 Meßzylinder 

Handdispenser Multipette pro   Eppendorf, Hamburg 

Heizblock Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg 

Kühlschrank FKS 3600   Liebherr, Ochsenhausen 

Magnetrührer     Heidolph, Schwabach 

Narkosegerät Trajan 808   Drägerwerk AG, Lübeck 

Operationsbesteck Pinzetten, Scheren  Martin Medizin-Technik, 
     Tuttlingen 
 Skalpelle   Roth, Karlsruhe 

PCR-Gerät T1-Thermocycler  Biometra, Göttingen 

pH-Meter MultiCal® pH 526  WTW, Weilheim 

Photometer BioPhotometer  Eppendorf, Hamburg 

Pipetten, diverse Größen Finnpipette Digital  Thermo, Langenselbold 
 Gilson Microman  Gilson, Middleton WI (USA) 

Pipettierhilfe, motorbetrieben Accu-Jet   Brand, Wertheim 

Plattformschüttler Innova 2000  New Brunswick, Nürtingen 
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Plethysmograph BP-Recorder 8005  W + W Electronics,  
     Basel (CH) 

Power Supply Power Pac 200  BioRad, München  

Real-Time PCR System LightCycler® 2.0  Roche Diagnostics, 
      Mannheim 

Schlundsonde Animal Feeding Needle TSE, Kronberg/TS 
 75 x 1,5 mm 

Schüttelwasserbad Typ CS 20   MGW Lauda 

Sterilbank Class II Type A/B3 Janke & Kunkel, Staufen 

Tiefkühltruhe ULT 1090-5VUB  Heraeus, Osterode 

Ultra Turrax TP 18-10   Janke & Kunkel, Staufen 

Ultraschallgerät Sonoplus UW 2070 Bandelin, Berlin 

UV-Transilluminator TI 1    Biometra, Göttingen 

Vakuum-Station Vac-Man®   Promega, Madison, 
      WI (USA) 

Vortexgerät Reax 2000   Heidolph, Schwabach 

Waage PL 1200   Mettler-Toledo, Giessen 

Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Water  Millipore, Schwalbach 

Zentrifugen Megafuge 1.0R  Heraeus, Osterode 
 Centrifuge 541  Eppendorf, Hamburg 
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HPLC-Geräte: 

Autosampler SIL-10A   Shimadzu, Duisburg 

Detektor SPD 10AS   Shimadzu, Duisburg 

Integrator Integrator Class-LC10 Shimadzu, Duisburg 

Pumpe LC 10AT   Shimadzu, Duisburg 

Säule Synergi PolarRP  Waters, Eschborn 
 150 x 4,6 mm 
 Nr. 162746-11 

Säulenofen ERC 125   ERC, Alteglofsheim 

Steuergerät SCL-10A   Shimadzu, Duisburg 

3.4 Kommerzielle Kits 

Bicinchonic Acid Protein Assay Kit   Sigma Aldrich, Steinheim 

ECL™ Western Blotting Detection Reagents Pierce, Holmdel, NJ (USA) 

FastStart DNA Master SYBR Green I  Roche Diagnostics, Mannheim 

Prostaglandin E2 EIA Kit – Monoclonal  Cayman Chemical, Ann Arbor, 
 MI (USA) 

RNeasy-Kit      Qiagen, Hilden 

Renin RIA      Sorin Biomedica, Düsseldorf 

Thromboxan B2 EIA Kit – Monoclonal  Cayman Chemical, Ann Arbor, 
 MI (USA) 
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3.5 Antikörper und Standards 

3.5.1 Antikörper  

Murine COX-1     Cayman Chemicals 

Murine COX-2     Cayman Chemicals 

β-Aktin      Sigma, Deisenhofen  

Chicken anti-rabbit IgG-HRP   Santa Cruz, Santa Cruz, CA (USA) 

CruzMarker goat anti-rabbit    Santa Cruz, Santa Cruz, CA (USA) 

Goat anti-mouse IgG-HRP    Santa Cruz, Santa Cruz, CA (USA) 

3.5.2 Größen- und Molekulargewichtsstandards 

CruzMarker MW Standards    Santa Cruz, Santa Cruz, CA (USA) 

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder    Fermentas, St. Leon-Rot 

Precision Plus Protein™ Standards   BioRad, München 

3.6 Oligonukleotide 

3.6.1 Reverse Transkription 

Oligo(dT)15 Primer (25 U)     Sigma Aldrich, Steinheim 
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3.6.2 Primer für die PCR 

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Fa. MWG (Ebersberg) synthetisiert. 

Gen  
Sequenz  

(5´→ 3´) 

Mg2+-Konz. 
(mmol · L-1) 

Annealing-
Temperatur Länge 

β-Aktin sense CGC CCT AGG CAC 
CAG GGT G 

3 58 °C 283 bp 

 antisense GCT GGG GTG TTG 
AAG GTC TCA AA 

   

COX-1 sense GCT GCT GAG AAG 
GGA GTT 

3 58 °C 188 bp 

 antisense GGT GGT ACT GTC 
GTT CCA 

   

COX-2 sense GAA ATG GCT GCA 
GAG TTG 

3 58 °C 356 bp 

 antisense TCA TCT AGT CTG 
GAG TGG 

   

Renin  sense AAG TCA TCT TTG 
ACA CGG  

3 58 °C 191 bp 

 antisense TTA CCA CAT CTT 
GGC TGA 

   

Tab. 1: Oligonukleotidsequenzen für Gene der Ratte 
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3.7 Puffer und Zubereitungen der Pharmaka 

3.7.1 Puffer für Arbeiten mit RNA und DNA 

BSA-Stammlösung  10 mg BSA ad 5 mL gereinigtes Wasser 

DEPC-Wasser   1 mL DEPC ad 1 L gereinigtes Wasser, schütteln   

    und über Nacht stehen lassen, autoklavieren 

 

10 x TBE Puffer  40 mL 0,5 mol · L-1 Na2EDTA (pH = 8,0)   

    55 g Borsäure       

    108 g Tris        

    ad 1000 mL gereinigtes Wasser 

 

1 x TBE Puffer  10 x TBE 1:10 mit gereinigtem Wasser verdünnen 

 

6 x Ladepuffer  9 mg Bromphenolblau     

    9 mg Xylen-Cyanol FF     

    1,2 mL 0,5 mol · L-1 Na2EDTA pH = 8,0   

    6 mL 87 % Glycerol (m · V-1)    

    ad 10 mL gereinigtes Wasser 

3.7.2 Puffer für die Western Blot Analyse 

SDS-Lysispuffer  0,3 g Tris        

    2,5 g SDS       

    ad 250 mL gereinigtes Wasser, mit HCl auf pH = 7,4 
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5 x SDS Probenpuffer 1,0 g SDS in 2,5 mL 1 mol · L-1 Tris/HCl (pH = 6,8), 

     0,5 mL β-Mercaptoethanol und 2 mL gereinigtem   

    Wasser lösen, danach 5mg Bromphenolblau und    

    5 mL 87 % Glycerol (m · V-1) unterrühren 

 

10 x Elektrophoresepuffer 10 g SDS       

    30 g Tris       

    144 g Glycin       

    ad 1000 mL gereinigtes Wasser, mit HCl auf pH = 7,5 

 

1 x Elektrophoresepuffer 10 x Elektrophoresepuffer 1:10 mit gereinigtem Wasser 

verdünnen 

 

1 x Transferpuffer  3 g Tris       

    14 g Glycin       

    200 mL Methanol      

    ad 1000 mL gereinigtes Wasser 

 

Blockierlösung  TBS-T mit 5 % (m · V-1) Magermilchpulver 

 

10 x TBS   5,1 g MgCl2 · 6 H2O      

    58.4 g NaCl       

    121,1 g Tris       

    ad 1000 mL gereinigtes Wasser, mit HCl auf pH = 7,4 
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1 x TBS-T   10 x TBS 1:10 mit gereinigtem Wasser verdünnen,  

    dazu 0,1 % (V · V-1) Tween 20 

3.7.3 Zubereitungen der Pharmaka zur Applikation in vivo 

Candesartan   15 mg · kg-1 · d-1 in einer 5 % igen     
    Gummi Arabicum Suspension (m · V-1) 

Captopril   100 mg · kg-1 · d-1 in Trinkwasser gelöst 

Furosemid   12 mg · d-1 über osmotische Pumpe 

Hydralazin   30 mg · kg-1 · d-1 in Trinkwasser gelöst   
    30 mg · kg-1 · d-1 in isotonischer Kochsalzlösung (i. p.) 

Isoprenalin   160 µg · kg-1 · h-1 über osmotische Pumpe 

Ramipril   10 mg · kg-1 · d-1 im Trinkwasser gelöst 

SC-560   10 mg · kg-1 · d-1  in einer 5 % igen    
    Gummi Arabicum Suspension (m · V-1) 

SC-58236   10 mg · kg-1 · d-1  in einer 5 % igen     
    Gummi Arabicum Suspension (m · V-1) 

Carrageenan   1 % (m · V-1) in steriler Kochsalzlösung 

3.8 Versuchstiere 

Für die experimentiellen Tierversuche wurden ausschließlich männliche Sprague 

Dawley (SD) Ratten (Fa. Charles River, Sulzfeld) verwendet. Alle Tiere waren zu 

Versuchsbeginn etwa 180 – 200 g schwer. 
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4 Methoden 

4.1 Tierversuche 

Alle Tierversuche wurden gemäß Antrag durch die Tierschutzkommission der 

Regierung der Oberpfalz genehmigt (Aktenzeichen 54-2531.1-23/05) und nach den 

geltenden Bestimmungen des Tierschutzgesetzes durchgeführt. 

4.1.1 Tierhaltung 

Die Haltung der Ratten erfolgte in Gruppen von bis zu 5 Tieren pro Käfig. Vor Beginn 

der Versuche wurden die Tiere über einen Zeitraum von 5 Tagen an die lokalen 

Bedingungen am Versuchsort adaptiert. Dabei erhielten alle Tiere freien Zugang zu 

Standardfutter und Trinkwasser. Das Streumaterial wurde zweimal wöchentlich 

erneuert. Im Tierstall wurden folgende für Nager optimale Haltungsbedingungen 

hergestellt: 

 

• Temperatur:   23 °C ± 2 °C 

• Relative Luftfeuchtigkeit: 55 % ± 5 % 

• Hell-Dunkel-Intervall: 12 h 

 

Die Tötung aller Ratten erfolgte durch Dekapitation unter Inhalationsnarkose mit 

Sevofluran. 
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4.1.2 Verabreichung der Pharmaka 

Alle Tiere wurden nummeriert, danach gewogen und das Gewicht protokolliert. Es 

wurde darauf geachtet, dass alle Tiere ein Gewicht von 180 – 200 g aufwiesen.  

Zu Versuchsbeginn wurde das Standardfutter je nach Versuchsgruppe erneuert, durch 

eine Niedrigsalz- oder eine Hochsalzdiät ersetzt. Die Tiere erhielten weiterhin 

Trinkwasser ad libitum. Tiere, die mit Furosemid behandelt wurden sowie deren 

Kontrollgruppen erhielten zusätzlich zum normalen Trinkwasser eine zweite 

Trinkflasche einer 0,9 % igen Natriumchlorid- (m · V-1) und einer 0,1 % igen 

Kaliumchlorid-Lösung (m · V-1). Der Verbrauch an Trinkwasser und Salzlösung wurde 

täglich protokolliert. 

Die Applikation der Pharmaka über den in den einzelnen Versuchen angegebenen 

Zeitraum erfolgte auf vier verschiedenen Wegen: 

 

• Über das Trinkwasser 

• Über eine Schlundsonde 

• Intraperitoneal (i. p.) 

• Mittels osmotischer Pumpen 

 

Für die Verabreichung der Pharmaka über das Trinkwasser wurde zuvor in der 

Adaptationszeit bestimmt, wieviel Trinkwasser eine Tiergruppe pro Käfig pro Tag 

aufnahm. Dabei wurde die Annahme zugrunde gelegt, dass jedes Tier im Käfig in etwa 

gleiche Mengen an Wasser zu sich nimmt. Die Konzentration des Pharmakons im 

Trinkwasser wurde so eingestellt, dass die nötige Pharmakonmenge über den Tag 

hinweg aufgenommen wurde. Die tägliche Trinkwassermenge wurde protokolliert, um 

Veränderungen im Trinkverhalten feststellen zu können. 
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Bei der oralen Applikation mittels Schlundsonde erhielten die Tiere ca. 1 mL der 

Flüssigkeit, in der das Pharmakon suspendiert wurde. An diesen Vorgang wurden die 

Tiere zuvor gewöhnt. Die Kontrollgruppen wurden auf gleiche Weise mit Vehikel 

behandelt. 

Für die i. p.-Applikation wurde der Arzneistoff unter sterilen Bedingungen gelöst. Die 

Ratten wurden vor der Verabreichung eines Volumens von 0,5 mL durch 

Inhalationsnarkose mit Sevofluran betäubt. Die Kontrolltiere erhielten auf gleiche 

Weise physiologische Kochsalzlösung.  

Die osmotischen Pumpen wurden unter andauernder Inhalationsnarkose unter die 

Oberhaut gesetzt. Die Wunde wurde durch Klammerung und Behandlung mit flüssigem 

Wundpflaster verschlossen.  

Die Stenose der linken Nierenarterie wurde durch die Verengung dieses Gefäßes mittels 

eines Klips mit einem Durchmesser von 0,2 mm herbeigeführt. Dazu wurden die Tiere 

unter Inhalationsnarkose mit Sevofluran operiert und der Klip über die Arterie 

geschoben. Bei den Kontrolltieren wurde die Nierenarterie nur mit einer Pinzette 

berührt. Die Operationswunde wurde durch Klammerung und Behandlung mit 

flüssigem Wundpflaster verschlossen. 

Die Tiere wurden während der Behandlung regelmäßig gewogen und die ermittelten 

Gewichte protokolliert. 

4.1.3 Plethysmographische Blutdruckmessung 

Der systolische Druckverlauf sowie die Herzfrequenz der Tiere unter den 

Versuchsbedingungen wurden anhand der plethysmographischen Blutdruckmessung 

beobachtet. Zur Erweiterung der Rattenschwanzarterien wurden die Tiere in einer durch 

Umluft auf 36 °C temperierten Plastikbox in kleinen Käfigen immobilisiert. Die 

Messung erfolgte nach ca. 10 min am aufgewärmten Rattenschwanz. Dazu wurden die 

arteriellen Schwankungen nach Anlegen der Druckmanschette und des 

Druckaufnehmers (Piezokristallring) auf einen Thermoschreiber mit skaliertem Papier 

übertragen und aufgezeichnet (66). Der Maximaldruck in den vier Schwanzarterien 
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entspricht dem systolischen Blutdruck. Die arteriellen Pulswellen sind nicht mehr 

messbar, wenn der Druck in der Manschette den systolischen Blutdruck übersteigt. Vor 

Versuchsbeginn wurden die Tiere an die Messungen gewöhnt. 

4.1.4 Messung des mittleren arteriellen Drucks 

Für die Messung des mittleren arteriellen Drucks (MAD) wurde die Arteria carotis der 

Tiere unter Sevofluran-Narkose bei kontrollierter Ventilation kanüliert. Nach i. p.-

Applikation der Versuchssubstanz wurde die Blutdruckentwicklung innerhalb der ersten 

30 min vermessen. 

4.1.5 Gewinnung von Plasma und Organentnahme 

Die Tötung der Ratten erfolgte nach der jeweils angegebenen Versuchszeit durch 

Dekapitation unter Inhalationsnarkose mit Sevofluran. 

Das restliche Vollblut wurde in K+-EDTA-Monovetten aufgefangen, geschüttelt und 

anschließend 10 min bei 4000 U · min-1 zentrifugiert. Das sich im Überstand 

befindliche Plasma wurde in je zwei Polystyrolröhrchen aliquotiert und bis zur weiteren 

Verwendung bei -20 °C gelagert. 

Die Nieren wurden entnommen, von der Nierenkapsel befreit und der Länge nach 

geschnitten. Unter dem Mikroskop erfolgte die Trennung in Nierencortex, äußere 

Medulla (OM) und innere Medulla (IM) mittels Skalpell. Die einzelnen Teile wurden 

sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Untersuchung wurde das 

Material bei -70 °C gelagert.  

4.1.6 Bestimmung der COX-2-Selektivität von SC-58236 

Die Bestimmung der Selektivität des COX-2-Inhibitors SC-58236 erfolgte nach einem 

modifizierten air pouch-Modell (100). Hierzu wurden den Tieren für 7 Tage Vehikel 

oder SC-58236 verabreicht. Über eine Woche hinweg wurde den Tieren in die 

Unterhaut am Rücken Luft injiziert, um ein Luftpolster zu bilden. Zwei Stunden vor 

Versuchsende wurden den Ratten in dieses Luftpolster hinein 2 mL einer sterilen 
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Carrageenan-Lösung injiziert. Zum Versuchsende wurden die Tiere mittels Sevofluran-

Inhalationsnarkose betäubt, das Polster geöffnet und das entstandene Exsudat 

abpipettiert. Dieses wurde später auf PGE2-Bildung untersucht. Nach der Dekapitation 

wurde das Vollblut in einem 1,5 mL Reaktionsgefäß gesammelt und für eine Stunde 

unter Schütteln bei 37 °C inkubiert. Nach anschließender Zentrifugation wurde das 

Serum in ein neues Reaktionsgefäß überführt und daraus die Menge des gebildeten 

TxB2 als stabiler Metabolit von TxA2 bestimmt. Desweiteren wurde ein Teil des 

Magens entnommen, gesäubert und in flüssigem Stickstoff gelagert, um daraus PGE2 zu 

bestimmen. 

4.2 Bestimmung der Konzentration von SC-58236 im 
Rattenplasma 

Die Plasmakonzentration von SC-58236 wurde mittels HPLC nach der Methode von 

McAdam et al. bestimmt (94). Dazu wurde je ein Aliquot der Plasmaproben erneut 

5 min bei 10.000 U · min-1 zentrifugiert, um eventuell noch vorhandene zähflüssige 

oder feste Bestandteile zu entfernen. 100 µL Plasma wurden zur Enteiweißung mit 

200 µL Acetonitril versetzt, der Reaktionsansatz gemischt und 15 min im Kühlschrank 

inkubiert. Nach 10-minütiger Zentrifugation bei 10.000 U · min-1 wurden je 150 µL 

Überstand in ein Minivial überführt. Ein Aliquot von 10 µL wurde in die HPLC-Anlage 

injiziert.  

Als stationäre Phase wurde eine Synergi PolarRP Fertigsäule (150 x 4,6 mm) 

verwendet. Der Eluent wurde aus 200 mL Phosphatpuffer pH = 3,0 und 300 mL 

Acetonitril vor jeder Analysenreihe hergestellt, die Anlage anschließend equilibriert. 
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Es wurden folgende Parameter am HPLC-System eingestellt bzw. detektiert: 

 

• Fluss:   1,0 mL · min-1 

• Druck:   72 bar 

• Säulentemperatur: 30 °C 

• Detektor:  251 nm 

• Retentionszeit: 5,5 min 

 

Zur Kalibrierung wurden Plasmaproben aus unbehandelten Ratten, die mit einer 

definierten Menge SC-58236 versetzt waren, jeweils am Anfang und am Ende der 

Analysenreihe vermessen. Die quantitative Auswertung der Chromatogramme erfolgte 

über die Peakhöhe. 

4.3 Proteinbiochemische Methoden 

4.3.1 Proteinaufbereitung aus den Geweben 

Um eine Degradation der Proteine zu vermeiden, wurden die Isolierung der 

Gesamtproteine aus den Geweben sowie alle nachfolgenden Schritte auf Eis 

durchgeführt. Desweiteren wurden dem Lysispuffer Protease-Inhibitoren (Fa. Roche) 

hinzugefügt.  

Jeweils 30 – 80 mg tiefgefrorenes Gewebe wurde abgewogen und mit der 10-fachen 

Menge eiskaltem SDS-Lysispuffer versetzt. Die Homogenisation erfolgte mittels 

Ultraschallstab 3 x 5 s. Anschließend wurde die Lösung 10 min bei 8.000 U · min-1 

abzentrifugiert, der klare Überstand aliquotiert und bei -70 °C bis zur weiteren 

Verwendung gelagert.  



Methoden 

53 

4.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Proteinkonzentration wurde colorimetrisch in jeweils einem Aliquot mit dem 

Bicinchonic Acid (BCA) Protein Assay Kit der Fa. Sigma bestimmt. Die Protein-

extrakte wurden dazu im Verhältnis 1:26 mit SDS-Lysispuffer verdünnt. Aus einer 

BSA-Stammlösung wurde mit demselben Lysispuffer eine Standardreihe von 

200 - 1000 µg Protein pro Milliliter Lösung frisch hergestellt. Je 25 µL Lysispuffer als 

Leerwert, Standard bzw. Probe wurden in einer Mikrotestplatte mit 200 µL einer BCA-

Kupfersulfat-Mischung versetzt und unter Schütteln für 30 min bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend konnte der violette Farbkomplex mit einem Absorptionsmaximum bei 

562 nm im ELISA-Reader vermessen und die Konzentration im Verhältnis zur 

mitgeführten Standardreihe ermittelt werden.  

4.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Proteine können als SDS-Proteinkomplexe nach ihrem Molekulargewicht 

elektrophoretisch getrennt werden. Die Auftrennung erfolgte über eine vertikale, 

diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach der Methode von 

Laemmli (84). Dazu wurden Tris-HCl-Fertiggele mit einem Massenanteil von 10 % 

Polyacrylamid sowie das Mini-Protean II System der Fa. BioRad verwendet. 

In Abhängigkeit von dem zu untersuchenden Protein und dessen Auftreten in den 

einzelnen Geweben wurden 1 – 100 µg Gesamtprotein mit SDS-Probenpuffer im 

Verhältnis 5:1 versetzt. Die Denaturierung dieser Proben vor dem Auftragen auf das Gel 

erfolgte durch 5-minütige Inkubation bei 95 °C. Für die spätere Identifizierung der 

Proteine wurde zusätzlich ein vorhandener Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Die 

Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 130 V für 90 Minuten. 

4.3.4 Western Blot 

Für die später folgende Immunfärbung wurden die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine 

elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Dazu wurde das Gel auf 

eine Anodenplatte mit Glasfasermatte und 3 Lagen Transferpuffer-getränkten Blotting-

Papieren überführt, eine ebenso angefeuchtete Nitrocellulosemembran luftblasenfrei 
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aufgelegt und mit feuchtem Filterpapier, Glasfasermatte und Kathodenplatte 

überschichtet. Das Blotten erfolgte bei einer konstanten Stromstärke von 200 mA für 

eine Stunde in der Blot-Apparatur der Fa. BioRad.  

Für eine Kontrolle des Transfers der Proteine aus dem Gel auf die 

Nitrocellulosemembran wurde die Membran 30 s mit einer Ponceaurot-Lösung 

inkubiert, anschließend die überschüssige Farbe abgewaschen. Dieser Vorgang fixiert 

die Proteine zusätzlich an der Membran. Eine nachfolgende Immunfärbung ist möglich. 

4.3.5 Detektion der membrangebundenen Proteine durch Immunfärbung 

Die nicht besetzten Proteinbindungsstellen auf der Nitrocellulosemembran wurden vor 

der Immunfärbung durch einstündige Inkubation mit Blockierlösung abgesättigt. 

Anschließend wurde die Membran bei 4 °C über Nacht oder eine Stunde bei 

Raumtemperatur mit einer Zubereitung des primären Antikörpers in Blockierlösung 

inkubiert. Um möglichst nur spezifische Banden zu detektieren, wurde die optimale 

Verdünnung des Antikörpers vorab ermittelt; diese ist in Tab. 2 ersichtlich. Nach der 

Inkubation wurde die Membran 3 x 10 min mit TBS-T-Puffer gewaschen, um 

überschüssigen primären Antikörper zu entfernen. Es folgte die Inkubation mit dem 

passenden sekundären, Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten Antikörper für eine 

Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4 °C über Nacht. Die optimale Verdünnung des 

Antikörpers wurde dabei ebenso vorab ermittelt und ist in Tab. 2 ersichtlich. 

Anschließend wurde die Membran 3 x 10 min mit TBS-T-Puffer gewaschen, um 

überschüssigen sekundären Antikörper zu entfernen.  
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Antikörper Verdünnung 

COX-2 1:1000 

COX-1 1:1000 

Aktin 1:5000 

chicken anti rabbit 1:1000 

goat anti mouse 1:5000 

Tab. 2: Optimale Verdünnung verschiedener Antikörper beim Western Blot 

 

Die Detektion erfolgte mit dem Enhanced Chemiluminescence Kit (ECL-Kit) der Fa. 

Pierce, welches zum einen eine Lösung von Luminol, p-Cumarsäure in 1 M Tris-Puffer 

pH = 8,5, zum anderen eine Wasserstoffperoxidlösung enthält. Der Nachweis beruht auf 

der durch die Peroxidase katalysierten Oxidation von Luminol, wodurch eine 

Chemilumineszenz ausgelöst wird; die entstehende Lichtemission wird über einen 

Röntgenfilm gemessen. Die Nitrocellulosemembran wird mit einem Gemisch beider 

ECL-Lösungen für 1 min inkubiert, die Membran anschließend zwischen zwei 

Kopierfolien ausgestrichen, um überschüssiges Reagenz zu entfernen, und der 

Röntgenfilm 5 - 15 min belichtet. Durch anschließendes Entwickeln und Fixieren des 

Films werden die Banden dauerhaft sichtbar gemacht. 

4.3.6 Nachweis löslicher Proteine mit dem Enzym-Immunoassay 

Die Quantifizierung löslicher Proteine wurde mit den entsprechenden ELISA-Kits der 

Fa. Cayman nach den Vorschriften des Herstellers durchgeführt. In Analogie zu Kapitel 

4.3.1 wurden Proteinextrakte aus den Geweben hergestellt, wobei diesmal der im Kit 

vorhandene EIA-Puffer statt SDS-Lysispuffer verwendet wurde, um mögliche 

Inkompatibilitäten mit Bestandteilen der Kits zu vermeiden.  

Der Nachweis beruht auf der Adsorption des zu untersuchenden Proteins in Konkurrenz 

zu einer konstanten Menge zugesetzten Acetylcholinesterase-gekoppelten (AChE) 

Konjugates an eine definierte Menge spezifischen monoklonalen Antikörper innerhalb 
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von 16 h. Die Menge des gebundenen AChE-Konjugates verhält sich dabei umgekehrt 

proportional zur Menge des zu untersuchenden Proteins. Für die Detektion wird dabei 

die durch AChE geförderte Hydrolyse von Acetylthiocholin zu Thiocholin genutzt. 

Dieses Thiochinolin reagiert in einer nichtenzymatischen Reaktion mit 5,5‘-Dithio-bis-

(2-nitrobenzoesäure) wobei u. a. 5-Thio-2-nitrobenzoesäure entsteht, welche bei 412 nm 

mit einem Elisa-Reader vermessen werden kann. 

Für die Quantifizierung wurde eine definierte Standardreihe mitgeführt. Die Proben 

wurden in mehreren Verdünnungen vermessen, um Absorptionswerte innerhalb der 

Reichweite der Standardkurve zu erhalten. Bei der Quantifizierung wurde die 

unspezifische Bindung berücksichtigt. Die Bindung des AChE-Konjugates wurde in 

Bezug zur maximalen Bindung gesetzt und daraus im Verhältnis zur Standardkurve die 

Konzentration an Untersuchungsprotein bestimmt. 

4.4 Gentechnische Methoden 

4.4.1 Vorkehrungen bei Arbeiten mit RNA 

Da die ubiquitär vorkommenden RNasen im Vergleich zu DNasen sehr stabil sind und 

keine Cofaktoren wie Mg2+ benötigen, um aktiv zu sein, müssen für die Erhaltung der 

Identität der RNA besondere Vorkehrungen getroffen werden. 

Um eine Kontamination mit RNase zu vermeiden, wurden bei allen Arbeiten stets 

Handschuhe getragen und alle Arbeitsflächen und Geräte mit RNase-ZAP gründlich 

gereinigt. Es wurden ausschließlich sterile und RNase-freie Glas- und Plastikware sowie 

mit DEPC vorbehandeltes gereinigtes Wasser verwendet; alle Reagenzien waren 

ausschließlich für den Gebrauch mit RNA bestimmt. Sämtliche Arbeiten wurden, sofern 

nicht anders angegeben, auf Eis durchgeführt. 



Methoden 

57 

4.4.2 Isolierung der Gesamt-RNA mit Trizol-Reagent® 

Bei Trizol-Reagent® handelt es sich um eine Flüssigkeit, bestehend aus Phenol und 

Guanidiniumthiocyanat, mit der nach der modifizierten Methode von Chomczynski und 

Sacchi die Gesamt-RNA aus Geweben isoliert werden kann (27).  

Jeweils 100 – 300 mg gefrorenes Gewebe wurde in 1 – 3 mL Trizol-Reagent® mit dem 

Ultraturrax homogenisiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurden pro mL Trizol-Reagent® 200 µL Chloroform zupipettiert, die Proben 15 s im 

Ständer heftig geschüttelt und für weitere 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

Phasentrennung erfolgte durch 15-minütige Zentrifugation bei 6000 U · min-1 und 4 °C. 

Die obere wässrige Phase wurde in ein neues Polypropylenröhrchen überführt und mit 

500 µL Isopropylalkohol pro mL Trizol-Reagent® während einer 10-minütigen 

Inkubation gefällt. Der Niederschlag wurde 10 min bei 6000 U · min-1 und 4 °C 

abzentrifugiert und der Überstand anschließend verworfen. Das Pellet wurde mit 1 mL 

Ethanol 70 % (V · V-1) pro mL Trizol-Reagent® gewaschen und nochmals 5 min bei 

4000 U · min-1 und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde vom Überstand 

befreit und 5 - 10 min an der Luft getrocknet. Je nach Größe des Pellets wurde dieses in 

100 - 1000 µL DEPC-Wasser gelöst und die so entstandene RNA-Lösung in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. Nach der Konzentrationsbestimmung konnte die RNA bei 

-70 °C dauerhaft gelagert werden. 

4.4.3 Isolierung der Gesamt-RNA mit dem RNeasy-Kit 

Bei Gewebstücken mit einem Gewicht kleiner als 100 mg wurde die RNA-Isolierung 

mittels RNeasy-Säulen von Qiagen durchgeführt. Dazu wurde das gesamte Gewebe in 

je 700 µL Lysispuffer, bestehend aus dem im Kit befindlichen RLT-Puffer und 

2-Mercaptoethanol, mittels Ultraschallstab 2 x 10 s homogenisiert. Die restlichen festen 

Bestandteile wurden für 5 min bei 10.000 U · min-1 und 4 °C abzentrifugiert und der 

Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Das Lysat wurde mit einem 

Volumenteil 70 % Ethanol (V · V-1) gemischt. Dieses Gemisch wurde in zwei 

Teilmengen à 700 µL in eine RNeasy-Säule pipettiert, 1 min bei 10.000 U · min-1 

abzentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die Säulchen wurden mit 700 µL RW1-
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Puffer gewaschen und die Flüssigkeit wiederum abzentrifugiert. Im nächsten Schritt 

wurde die am Säulchen gebundene RNA zweimal mit RPE-Puffer von fremden 

Bestandteilen befreit und alle Reste an Lösung durch zweimalige Zentrifugation bei 

12.000 U · min-1 beseitigt. Die RNA wurde in ein neues Gefäß eluiert, wobei die 

Säulchen zweimal mit je 30 µL RNase-freiem Wasser für 3 min inkubiert wurden und 

das Eluat durch Zentrifugation bei 12.000 U · min-1 erhalten wurde. Nach der 

Konzentrationsbestimmung konnte die RNA bei -70 °C dauerhaft gelagert werden. 

4.4.4 Bestimmung der RNA-Konzentration 

Die Ausbeute an Gesamt-RNA wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 

260 nm photometrisch bestimmt, wobei eine OD von 1 einer Konzentration von 

40 µg · mL-1 RNA in der Lösung entspricht. Zur Konzentrationsbestimmung wurden 

die Proben jeweils 1:40 in DEPC-Wasser verdünnt.  

Die Reinheit der RNA kann anhand der Ratio der OD bei 260 nm und 280 nm ermittelt 

werden. Es wurde ausschließlich RNA mit einer Ratio260/280 von 1,5 - 2,0 verwendet. 

4.4.5 Reverse Transkription 

Für die Synthese einzelsträngiger cDNA wurde eine Reverse Transkription unter 

Verwendung der M-MLV Reversen Transkriptase durchgeführt. Dazu wurden je 2 µg 

Gesamt-RNA mit 0,025 U Oligo(dT) Primer versetzt und der Ansatz zu 10 µL mit 

DEPC Wasser ergänzt. Diese Mischung wurde für 5 min bei 65 °C im Thermocycler 

erhitzt und anschließend sofort auf Eis gestellt. Diesem Ansatz wurde nun eine 

Mischung aus 0,5 µL RNasin, 1 µL M-MLV-RT, 2,5 µL DEPC-Wasser, 4 µL dNTP 

(10 mM) und 4 µL Reaktionspuffer hinzugefügt. Die cDNA-Synthese erfolgte bei 37 °C 

für eine Stunde, gefolgt von einer zweiminütigen Inaktivierung bei 95 °C im 

Thermocycler. Die cDNA konnte nun bei -20 °C dauerhaft gelagert werden. 
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4.4.6 Quantitative PCR mit dem LightCycler®-System 

Zur relativen quantitativen Bestimmung nutzt man die Kinetik der PCR aus, indem man 

in dem Bereich, in dem die Amplifikation exponentiell verläuft, CT-Werte bestimmt und 

diese relativ zu einer mitgeführten Standardreihe zur Konzentrationsbestimmung des 

PCR-Produktes heranzieht. Um Schwankungen in der Effizienz der cDNA-Synthese 

auszugleichen, wird die Berechnung gegen einen externen Standard, ein Haushaltsgen, 

durchgeführt, von dem anzunehmen ist, dass es innerhalb eines Gewebes unter den 

Versuchsbedingungen in konstanter Menge exprimiert wird. 

Die quantitative Real-time PCR wurde mit dem FastStart DNA Master SYBR Green I 

Kit und dem LightCycler® 2.0 der Fa. Roche Diagnostics durchgeführt. In spezielle 

LightCycler® Kapillaren wurde ein Ansatz aus 2 µL cDNA der zu analysierenden Probe 

aus der Reversen Transkription, 2 µL des Master Mixes, je 1 µL sense und antisense 

Primer sowie die für die Primer optimale MgCl2-Konzentration pipettiert. Das 

Amplifikationsprotokoll bestand aus einem initialen Denaturierungsschritt von 10 min 

bei 95 °C gefolgt von 40 Zyklen, jeweils bestehend aus 10 s bei 95 °C zur 

Denaturierung, 7 s bei optimaler Annealingtemperatur (siehe Tab. 1) und 18 s bei 72 °C 

für die Elongation. Die Fluoreszenzmessung für die Quantifizierung erfolgte nach 

jedem Zyklus am Ende der Elongationsphase. Zur weiteren Spezifizierung des PCR-

Produktes wurde eine Schmelzkurvenanalyse angeschlossen, wobei die DNA mit einer 

Rate von 0,1 °C · min-1 von 58 °C auf 95 °C erhitzt und kontinuierlich die Fluoreszenz 

gemessen wurde. Neben den zu untersuchenden Proben wurde eine Negativkontrolle 

mitgeführt. Die Quantifizierung erfolgte relativ zu einer Standardreihe aus einer 

stimulierten Probe des Versuchs. Zusätzlich wurden von jeder PCR drei Proben 

aufgehoben und deren Produkte mittels Agarosegelelektrophorese weiter charakterisiert. 

4.4.7 Agarosegelelektrophorese 

Es wurden Agarosegele mit einer Agarosekonzentration von 2 % (m · V-1) hergestellt; 

dafür wurden 2 g Agarose in 100 mL TBE-Puffer aufgekocht, mit 2 µL Ethidium-

bromid-Lösung versetzt und in eine Gelkammer gegossen. Die gesammelten DNA-

Proben wurden im Verhältnis 6:1 mit Ladepuffer gemischt, in die Geltaschen pipettiert 
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und bei einer konstanten Spannung von 100 V elektrophoretisch getrennt. Zur 

Identifizierung der Fragmentlänge wurde ein geeigneter Längenstandard 

(Fa. Fermentas) mitgeführt. Durch Interkalation des im Gel enthaltenen Ethidium-

bromids in die zu untersuchende DNA konnte diese bei einer Anregungswellenlänge 

von 254 nm sichtbar gemacht und dokumentiert werden. Die Länge der DNA-

Fragmente wurde mit der zu erwartenden Fragmentlänge verglichen und auf Reinheit 

untersucht. 

4.5 Bestimmung der Plasmareninaktivität 

Um die Aktivität von Renin im Plasma zu bestimmen, wurde in einer enzymatisch 

katalysierten Reaktion die Renin-abhängige Bildung von Angiotensin-I (Ang-I) aus 

Angiotensinogen bestimmt. Die Bestimmung der Ang-I-Konzentration erfolgte mit 

einem Radioimmunoassay (RIA) der Fa. Sorin. Alle Schritte wurden, sofern nicht 

anders angegeben, auf Eis durchgeführt. 

Ein Aliquot Plasma wurde nach dem Auftauen 10 min bei 4 °C und 10.000 U · min-1 

zentrifugiert, um eventuell noch vorhandene zähflüssige oder feste Bestandteile zu 

entfernen. 500 µL dieses Plasmas wurden in einem Reaktionsgefäß mit 10 µL PMSF 

- einem Enzyminhibitor zur Hemmung des Konversions-Enzyms - sowie 50 µL 

Reaktionspuffer versetzt. Nach Aufteilung dieses Reaktionsgemisches in zwei 200 µL-

Ansätze erfolgte die Inkubation des ersten Ansatzes im Eisbad (Probenleerwert) und des 

zweiten für 90 min bei 37 °C zur Ang-I-Bildung. Nach der Inkubation wurde dieser 

Ansatz sofort auf Eis gestellt. Je 50 µL Probe oder Kalibrator wurden nun in ein mit 

Antikörper gegen Ang-I beschichtetes Röhrchen pipettiert und mit je 500 µL 
125I-markiertem Ang-I in einer definierten Konzentration versetzt. Nach einer 3 bis 

24-stündigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde der wässrige Überstand sorgfältig 

entfernt und die im Röhrchen verbliebene Radioaktivität mittels γ-Zähler bestimmt. Um 

die entstandenen Ang-I-Konzentrationen zu ermitteln, wurde die Konzentration der im 

Eisbad inkubierten Probe von der bei 37 °C inkubierten Probe subtrahiert. Die PRA 

wurde als ng freigesetztes Ang-I · h-1 · mL-1 berechnet. 
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4.6 Statistik 

Alle Messdaten sind als arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes 

(MW ± SEM) ausgedrückt. 

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte für den Vergleich zweier Gruppen anhand des 

zweiseitigen Student‘s t-Test, für mehrere Gruppen mittels ANOVA (einfaktorielle 

Varianzanalyse).
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5 Ergebnisse 

COX-2-gebildete Prostaglandine werden als wichtige Botenstoffe für die Regulation des 

Renin-Systems als Antwort auf verschiedene Stimuli angesehen. Viele widersprüchliche 

Ergebnisse zur Rolle COX-2-gebildeter Prostaglandine für die Stimulation des Renin-

Systems sind auf die Verwendung unterschiedlicher COX-2-Inhibitoren sowie 

differierender Studienprotokolle zurückzuführen. Deswegen wurde in der hier 

vorliegenden Arbeit für die in vivo-Untersuchungen der selektive COX-2-Inhibitor 

SC-58236 verwendet, für den eine hemmende Wirkung auf die Reninexpression und 

-freisetzung bei Stimulation des RAAS gezeigt wurde. Zum Ausschluss COX-1-

vermittelter Effekte wurde der selektive COX-1-Inhibitor SC-560 herangezogen. 

5.1 Zeitabhängigkeit der Effekte des COX-2-Inhibitors 
SC-58236 

Um die Effekte des selektiven COX-2-Inhibitors SC-58236 genauer zu charakterisieren, 

wurde zunächst über 7 Tage die Beeinflussung der COX-Expression und der 

Prostaglandinfreisetzung, der Reninbildung und -freisetzung sowie des Blutdrucks 

durch SC-58236 im Vergleich zu unbehandelten Tieren untersucht. Es wurde hierfür 

einmal täglich eine Dosis von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 über eine Schlundsonde 

verabreicht. Die letzte Applikation erfolgte zwei Stunden vor der Dekapitation. 

5.1.1 Plasmakonzentration von SC-58236  

Die Plasmakonzentration von SC-58236 bei einmal täglicher Applikation wurde über 

einen Zeitraum von 7 Tagen mittels HPLC bestimmt (Tab. 3). Innerhalb dieses 

Zeitraumes stieg die Plasmakonzentration kontinuierlich von 6,1 ± 1,2 µg · mL-1 nach 

einmaliger Applikation bis auf eine Konzentration von 18,6 ± 1,0 µg · mL-1 an. Dies 

entspricht einer molaren Konzentration von 15,2 bis 46,3 µmol · L-1. 
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SC-58236 1 d 3 d 5 d 7 d 

µg · mL-1 6,1 ± 1,2 10,4 ± 0,7 14,9 ± 1,4 18,6 ± 1,0 

µmol · L-1 15,2 25,9 37,1 46,3 

Tab. 3: Plasmakonzentration von SC-58236 nach Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 für 1, 3, 5 
und 7 Tage. Die letzte Applikation erfolgte jeweils zwei Stunden vor Dekapitation. Angegeben 
ist der MW ± SEM von n = 4 Tieren. 

 

5.1.2 Expression der COX-1- und COX-2-mRNA im Nierencortex 

SC-58236 veränderte die Expressionsrate der COX-1-mRNA zu den untersuchten 

Zeitpunkten nicht (Abb. 7A). 

Die Expression der COX-2-mRNA wurde durch einmalige Applikation von SC-58236 

nicht beeinflusst. Ab dem dritten Tag der Behandlung mit SC-58236 wurde die 

Abundanz der COX-2-mRNA auf 260 % des Kontrollniveaus erhöht und blieb bis zum 

Tag 7 konstant auf dieser Höhe (Abb. 7B). 
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Abb. 7: Zeitabhängiger Effekt von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 auf die Expression der COX-1-
mRNA (A) und der COX-2-mRNA (B) im Nierencortex nach 1, 3, 5 und 7 Tagen. Die 
Bestimmung der mRNA erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert. 
Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. Kontrolle. 

 

5.1.3 Expression des COX-1- und COX-2-Proteins im Nierencortex 

Zusätzlich zur mRNA-Expression wurde der Einfluss von SC-58236 auf die 

Proteinexpression der COX-1 und COX-2 im Western Blot untersucht. Zur Kontrolle 

der einheitlichen Auftragsmenge diente die Bestimmung von β-Aktin.  

Die Expression des COX-1-Proteins zeigte im Western Blot zu den verschiedenen 

Zeitpunkten keine Unterschiede auf (obere Bande, Abb. 8). Die Applikation von 
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SC-58236 führte nach drei Tagen zu einem deutlichen Anstieg des COX-2-Proteins, 

wobei nach 5 Tagen ein Maximum erreicht wurde (obere Bande, Abb. 8). 

β‐Aktin (41 kDa)

COX‐1    (70 kDa)

COX‐2    (72 kDa)

Zeit (d) 0 1 3 5 7

SC‐58236

 

Abb. 8: Zeitabhängiger Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 auf die 
Proteinexpression von β-Aktin, COX-1 und COX-2 nach 1, 3, 5 und 7 Tagen im Nierencortex. 
Zur Analyse wurden 100 µg Gesamtproteinextrakt für die COX sowie 10 µg 
Gesamtproteinextrakt für β-Aktin im Western Blot verwendet. 

 

5.1.4 Konzentration von PGE2 in Nierencortex und Urin 

Nach täglicher Gabe von SC-58236 wurde die Konzentration von PGE2 im 

Nierencortex und 24 h-Sammelurin bestimmt. Bereits nach einmaliger Applikation von 

SC-58236 wurde die Gewebekonzentration von PGE2 von 2,7 ± 0,1 auf 1,7 ± 0,1 ng pro 

mg Protein gesenkt, was einer Senkung auf 64 % des Kontrollniveaus entspricht. Diese 

Senkung blieb während der folgenden 6 Tage erhalten (Abb. 9A). Gleichermaßen wurde 

das über den Urin ausgeschiedene PGE2 auf 49 % des Kontrollniveaus gesenkt. Hierbei 

sank die Konzentration an PGE2 von 30,2 ± 1,8 auf 11,8 ± 1,2 ng pro Tag (Abb. 9B). 
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Abb. 9: Zeitabhängiger Effekt von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 auf die Bildung von PGE2 in 
Nierencortex (A) und Urin (B) nach 1, 3, 5 und 7 Tagen. Die Bestimmung der 
PGE2-Konzentration erfolgte mittels ELISA. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. 

p < 0,05 vs. Kontrolle. 

 

Da die Senkung der PGE2-Konzentration in Nierencortex und Urin gleichermaßen 

erfolgt, wird im Folgenden auf die Darstellung der PGE2-Ausscheidung im Urin 

verzichtet. 
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5.1.5 Beeinflussung der Reninexpression und –freisetzung 

Die Expression der Renin-mRNA im Nierencortex wurde durch ein- und dreimalige 

Applikation von SC-58236 nicht signifikant beeinflusst, wobei eine leichte Senkung der 

Renin-mRNA-Menge nach drei Tagen zu erkennen ist. Erst nach 5-tägiger Behandlung 

mit SC-58236 wurde die Abundanz der mRNA auf ca. 60 % des Kontrollniveaus 

gesenkt. Diese Senkung bestand auch nach 7 Tagen fort (Abb. 10A).  

Die PRA betrug in den Kontrolltieren 6,0 ± 0,4 ng Ang-I · h-1 · mL-1 und wurde nach 

ein bzw. drei Tagen nicht beeinflusst. Nach 5-tägiger Gabe von SC-58236 sank die PRA 

auf 3,5 ± 0,3 ng Ang-I · h-1 · mL-1, was etwa 58 % des Kontrollniveaus entspricht (Abb. 

10B). 
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Abb. 10: Zeitabhängiger Effekt von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 auf die Expression der Renin-
mRNA im Nierencortex (A) und die Reninaktivität im Plasma (B) nach 1, 3, 5 und 7 Tagen. Die 
Bestimmung der mRNA erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert, 
die Bestimmung der PRA erfolgte mittels RIA. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. 

p < 0,05 vs. Kontrolle. 
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5.1.6 Beeinflussung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz 

Der systolische Blutdruck war im Vergleich zur Kontrollgruppe (129 ± 6 mmHg) in der 

behandelten Tiergruppe unverändert (136 ± 4 mmHg). Die Herzfrequenz betrug durch 

die Applikation von SC-58236 390 ± 11, nach 7-tägiger Applikation von SC-58236 

408 ± 16 Schläge pro Minute (Tab. 4). 

 sBP (mmHg) HF (Schläge · min-1) 

Zeit (d) Kontrolle SC-58236 Kontrolle SC236 

0 127 ± 3 126 ± 4 386 ± 10 390 + 11 

1 128 ± 4 129 ± 4 391 ± 12 387 ± 13 

3 126 ± 4 127 ± 5 392 ± 14 410 ± 13 

5 130 ± 5 129 ± 6 388 ±   9 394 ± 11 

7 129 ± 6 136 ± 4 390 ± 11 408 ± 16 

Tab. 4: Zeitabhängiger Effekt von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 auf den systolischen Blutdruck 
(sBP) und die Herzfrequenz (HF) nach 1, 3, 5 und 7 Tagen. Die Bestimmung der Werte erfolgte 
an der Rattenschwanzarterie. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. 

 

5.1.7 Bestimmung der COX-2-Selektivität von SC-58236  

Da über einen Applikationszeitraum von 7 Tagen ansteigende Plasmakonzentrationen 

von SC-58236 zu verzeichnen waren, wurde die Selektivität des COX-2-Inhibitors in 

seiner im Versuch vorliegenden Maximalkonzentration nach einer Woche anhand eines 

modifizierten air pouch-Modells bestimmt. SC-58236 verminderte die Bildung des über 

die COX-1 gebildeten TxA2 im Vollblutassay nach ex-vivo-Gerinnung, gemessen als 

TxB2, nicht signifikant. Hierbei sank die TxB2-Konzentration von 205,4 ± 49,1 auf 

139,7 ± 14,7 ng · mL-1 nach 7-tägiger SC-58236-Applikation. Das ebenfalls 

hauptsächlich über COX-1 im Magen gebildete PGE2 änderte sich im Vergleich 

zwischen Kontrolltieren und Versuchstieren nicht (32,0 ± 4,2 zu 30,8 ± 2,0 ng · mL-1).  
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Die Bildung COX-2-abhängiger Prostaglandine im air pouch-Modell, gemessen als 

PGE2 im Exsudat des Luftpolsters nach Carrageenan-Applikation, wurde jedoch bei 

einwöchiger Gabe von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 vollständig gehemmt. In der 

Kontrollgruppe wurde eine PGE2-Konzentration von 763,8 ± 253,2 ng · mL-1 gemessen, 

während die PGE2-Konzentration nach Gabe von SC-58236 unterhalb der 

Nachweisgrenze des Assays lag (Abb. 11). 
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Abb. 11: Effekt einer einwöchigen Applikation von SC-58236 (10 mg · kg-1 · d-1) auf die 
Freisetzung von TxB2 bei der Vollblutbildung, von PGE2 im Magen und im entzündlichen 
Exsudat. Die Applikation von Carrageenan (2 mL einer 1 % igen Lösung m · V-1 in isotonischer 
Kochsalzlösung) erfolgte zwei Stunden vor Dekapitation in das Luftpolster. Angegeben ist der 
MW ± SEM von n = 4 Tieren. n.d = nicht detektierbar. p < 0,05 vs. Kontrolle. 
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5.2 Einfluss von SC-58236 auf die Bildung und 
Freisetzung von Renin 

5.2.1 Einfluss von SC-58236 auf die Stimulation des Renin-Systems 
durch ACE-Inhibitoren und AT1-Rezeptorantagonisten 

Durch Behandlung mit Hemmstoffen des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, wie 

z. B. den ACE-Inhibitoren Captopril und Ramipril oder dem AT1-Rezeptorantagonisten 

Candesartan, wird das durch Ang-II vermittelte negative Feedback des RAAS 

unterbrochen.  

Es wurde der Effekt einer 7-tägigen Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 auf die 

durch Captopril (100 mg · kg-1 · d-1), Ramipril (10 mg · kg-1 · d-1) sowie Candesartan 

(15 mg · kg-1 · d-1) induzierte Reninexpression und –freisetzung untersucht. 

5.2.1.1 Beeinflussung der Expression der COX-1- und COX-2-mRNA im 
Nierencortex 

Die Expression der COX-1-mRNA wurde durch keine Behandlung beeinflusst (Abb. 

12A), wohingegen die Expression der COX-2-mRNA im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle in allen Versuchsgruppen verstärkt wurde. Hierbei wurde durch die Gabe von 

Captopril die COX-2-mRNA-Abundanz nur leicht um den Faktor 1,5 erhöht, während 

durch zusätzliche Applikation des COX-2-Inhibitors SC-58236 ein Anstieg auf 210 % 

zu verzeichnen war. Die Applikation von Ramipril steigerte die COX-2-mRNA-

Expression um den Faktor 3,4, Candesartan um den Faktor 3,0. Durch zusätzliche 

Applikation des COX-2-Inhibitors konnte bei beiden Versuchsgruppen keine weitere 

Erhöhung der COX-2-mRNA detektiert werden (Abb. 12B).  
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Abb. 12: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für 7 Tage in mit Captopril 
(100 mg · kg-1 · d-1), Ramipril (10 mg · kg-1 · d-1) bzw. Candesartan (15 mg · kg-1 · d-1) über eine 
Woche behandelten Ratten auf die Expression der COX-1-mRNA (A) und COX-2-mRNA (B) im 
Nierencortex. Die Bestimmung der mRNA erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf 
β-Aktin standardisiert. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. 
unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. jeweilige Placebogruppe. 

 

5.2.1.2 Beeinflussung der Konzentration von PGE2 im Nierencortex 

Die Gewebekonzentration von PGE2 im Nierencortex wurde durch die Behandlung der 

Tiere mit Captopril, Ramipril bzw. Candesartan über 7 Tage von 2,5 ± 0,1 auf 3,8 ± 0,2, 

4,50 ± 0,3 bzw. 5,7 ± 0,4 ng pro mg Protein erhöht. Dies entspricht einer Erhöhung um 

die Faktoren 1,6, 1,9 bzw. 2,3 gegenüber der Kontrollgruppe. Zusätzliche Behandlung 

mit SC-58236 über den gesamten Zeitraum führte zu einer signifikanten Senkung der 
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Gewebekonzentration in allen Versuchsgruppen, wobei eine Konzentration von 1,8 bis 

1,9 ± 0,2 ng PGE2 pro mg Protein bestimmt wurde (Abb. 13). 
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Abb. 13: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für 7 Tage in mit Captopril 
(100 mg · kg-1 · d-1), Ramipril (10 mg · kg-1 · d-1) bzw. Candesartan (15 mg · kg-1 · d-1) über eine 
Woche behandelten Ratten auf die Bildung von PGE2 im Nierencortex. Die Bestimmung der 
PGE2-Konzentration erfolgte mittels ELISA. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. 

p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. jeweilige Placebogruppe. 

 

5.2.1.3 Beeinflussung der Reninexpression und –freisetzung  

Die Behandlung der Tiere mit den ACE-Inhibitoren Captopril bzw. Ramipril über 

7 Tage erhöhte die Expression der Renin-mRNA im Nierencortex 1,9- bzw. 3,8-fach 

gegenüber der Kontrollgruppe, der AT1-Rezeptorantagonist Candesartan um den Faktor 

5,6. Die zusätzliche Verabreichung von SC-58236 senkte die Expressionsrate auf das 

1,1-, 2,7- bzw. 3,2-fache der unbehandelten Kontrollgruppe, jedoch wurde im Vergleich 

zur SC-58236-behandelten Kontrollgruppe eine Steigerung der mRNA-Abundanz um 

die Faktoren 1,9, 4,9 bzw. 5,7 erzielt (Abb. 14A).  

Etwas stärker erfolgte die Regulation der PRA. Hierbei wurde die PRA in den 

Versuchsgruppen Captopril, Ramipril und Candesartan um die Faktoren 5,4, 8,0 und 8,5 

von 5,3 ± 0,6 auf 28,8 ± 2,9, 42,4 ± 1,3 bzw. 45,1 ± 3,2 ng Ang-I · h-1 · mL-1gesteigert. 

Durch zusätzliche Gabe von SC-58236 war nur noch eine Erhöhung auf 13,8 ± 1,3, 

24,5 ± 1,7 bzw. 25,4 ± 1,1 ng Ang-I · h-1 · mL-1 festzustellen. Dies entspricht einer 
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Steigerung um die Faktoren 2,6, 4,6 bzw. 4,8 gegenüber der unbehandelten 

Kontrollgruppe sowie 4,6, 8,2 bzw. 8,5 gegenüber der mit SC-58236 behandelten 

Kontrollgruppe (Abb. 14B).  
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Abb. 14: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für 7 Tage in mit Captopril 
(100 mg · kg-1 · d-1), Ramipril (10 mg · kg-1 · d-1) bzw. Candesartan (15 mg · kg-1 · d-1) über eine 
Woche behandelten Ratten auf die Expression der Renin-mRNA im Nierencortex (A) und die 
Reninaktivität im Plasma (B). Die Bestimmung der mRNA erfolgte mittels Realtime RT-PCR und 
wurde auf β-Aktin standardisiert, die Bestimmung der PRA erfolgte mittels RIA. Angegeben ist 
der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. 
jeweilige Placebogruppe. ‡p < 0,05 vs. SC-58236 7 d allein. 
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5.2.1.4 Beeinflussung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz 

Die Behandlung mit Captopril, Ramipril bzw. Candesartan senkte den systolischen 

Blutdruck signifikant auf 109 ± 2, 99 ± 3 bzw. 93 ± 2 mmHg. Bei zusätzlicher 

Verabreichung von SC-58236 wurde die blutdrucksenkende Wirkung der drei 

Arzneistoffe im Vergleich zu den jeweiligen unbehandelten Versuchsgruppen moderat 

auf 116 ± 2, 109 ± 2 bzw. 103 ± 3 mmHg abgeschwächt. 

Die Herzfrequenz wurde durch die Behandlung mit Captopril, Ramipril bzw. 

Candesartan von 390 ± 11 auf 422 ± 11, 438 ± 13 bzw. 432 ± 14 Schläge pro Minute 

gesteigert. Zusätzliche Applikation von SC-58236 verminderte die Differenz zwischen 

der Herzfrequenz der Kontrolltiere und der behandelten Tieren leicht, aber nicht 

signifikant (Tab. 5). 

 

 sBP (mmHg) HF (Schläge · min-1) 

 Placebo SC-58236 Placebo SC-58236 

Kontrolle 127 ± 5 133 ± 4 390 ± 11 406 ± 17 

Captopril     109 ± 2       116 ± 2 †‡      422 ± 11      412 ± 14  

Ramipril       99 ± 3       109 ± 2 †‡      438 ± 13      422 ± 14  

Candesartan       93 ± 2       103 ± 3 †‡      432 ± 14      420 ± 11  

Tab. 5: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für 7 Tage auf den systolischen 
Blutdruck (sBP) und die Herzfrequenz (HF) während einer Behandlung mit Captopril 
(100 mg · kg-1 · d-1), Ramipril (10 mg · kg-1 · d-1) bzw. Candesartan (15 mg · kg-1 · d-1) über eine 
Woche. Die Bestimmung der Werte erfolgte an der Rattenschwanzarterie. Angegeben ist der 
MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. 
jeweilige Placebogruppe. ‡p < 0,05 vs. SC-58236 7 d allein. 
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5.2.2 Dosisabhängiger Effekt des COX-2-Inhibitors SC-58236 auf die 
Stimulation des Renin-Systems durch Candesartan 

Um die Effekte des selektiven COX-2-Inhibitors SC-58236 weiter zu charakterisieren, 

wurde die dosisabhängige Beeinflussung der Plasmakonzentration, der COX-

Expression und der Prostaglandinfreisetzung, der Reninbildung und -freisetzung sowie 

des Blutdrucks durch SC-58236 während der Applikation von Candesartan 

(15 mg · kg-1 · d-1) untersucht. Es wurden hierfür täglich Dosierungen von 0,1, 1,0 und 

10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 über eine Schlundsonde verabreicht. Die letzte Applikation 

erfolgte in diesem Versuch am Tag vor der Dekapitation. 

5.2.2.1 Plasmakonzentration von SC-58236 

Die Plasmakonzentration von SC-58236 bei einmal täglicher Applikation in 

Dosierungen von 0,1, 1,0 und 10 mg · kg-1 · d-1 wurde nach 7 Tagen mittels HPLC 

bestimmt. Dabei wurden molare Konzentrationen von 1,0, 6,7 sowie 28,6 µmol · L-1 

gemessen (Tab. 6). 

 

SC-58236 0,1 mg · kg-1 · d-1 1,0 mg · kg-1 · d-1 10 mg · kg-1 · d-1 

µg · mL-1 0,4 ± 0,1 2,7 ± 0,4 11,5 ± 1,1 

µmol · L-1 1,0 6,7 28,6 

Tab. 6: Plasmakonzentration von SC-58236 nach 7-tägiger Applikation von 0,1, 1,0 und 
10 mg · kg-1 · d-1. Die letzte Applikation erfolgte jeweils einen Tag vor Dekapitation. Angegeben 
ist der MW ± SEM von n = 4 Tieren. 

 

5.2.2.2 Beeinflussung der Expression der COX-1- und COX-2-mRNA im 
Nierencortex 

In den untersuchten Konzentrationen veränderte SC-58236 die Expressionsrate der 

COX-1-mRNA nicht (Abb. 15A). 
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Die Expression der COX-2-mRNA wurde durch Applikation von Candesartan auf das 

2,7-fache der Kontrolle gesteigert. Zusätzliche Applikation von SC-58236 veränderte 

die COX-2-mRNA-Abundanz in allen Dosierungen nicht (Abb. 15B). 
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Abb. 15: Effekt der Applikation von SC-58236 in einer Dosierung von 0,1 bis 10 mg · kg-1 · d-1 
für 7 Tage in Kombination mit Candesartan (15 mg · kg-1 · d-1) auf die Expression der COX-1-
mRNA (A) und COX-2-mRNA (B) im Nierencortex. Die Bestimmung der mRNA erfolgte mittels 
Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert. Angegeben ist der MW ± SEM von 
n = 4 Tieren. p < 0,05 vs. Kontrollgruppe. 
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5.2.2.3 Beeinflussung der Konzentration von PGE2 im Nierencortex 

Durch Applikation von Candesartan allein stieg die Gewebekonzentration von PGE2 

von 2,4 ± 0,3 auf 5,6 ± 0,5 ng pro mg Protein an. Zusätzliche Gabe von SC-58236 

verminderte in der Dosierung von 0,1 mg · kg-1 · d-1 die PGE2-Konzentration leicht auf 

5,0 ± 0,7 ng pro mg Protein, eine signifikante Senkung wurde jedoch erst mit einer 

Dosierung von 1,0 bzw. 10 mg · kg-1 · d-1 erreicht. Hierbei wurden 3,4 ± 0,6 bzw. 

1,5 ± 0,5 ng PGE2 pro mg Protein gemessen (Abb. 16). 
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Abb. 16: Effekt der Applikation von SC-58236 in einer Dosierung von 0,1 bis 10 mg · kg-1 · d-1 
für 7 Tage in Kombination mit Candesartan (15 mg · kg-1 · d-1) auf die Bildung von PGE2 im 
Nierencortex. Die Bestimmung der PGE2-Konzentration erfolgte mittels ELISA. Angegeben ist 
der MW ± SEM von n = 4 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Gruppe während Normalsalzdiät. 
†p < 0,05 vs. Candesartan allein. 

 

5.2.2.4 Beeinflussung der Reninexpression und –freisetzung 

Die Expression der Renin-mRNA im Nierencortex wurde durch die Applikation von 

Candesartan auf etwa 690 % des Kontrollniveaus gesteigert. Zusätzliche Gabe von 

SC-58236 senkte die mRNA-Abundanz in einer Dosierung von 0,1 mg · kg-1 · d-1 nicht, 

die anderen Dosierungen auf ca. 400 % bzw. 315 % des Kontrollniveaus (Abb. 17A).  

Die PRA betrug in den Kontrolltieren 5,7 ± 0,8 ng Ang-I·h-1·mL-1 und wurde durch 

Applikation von Candesartan auf 95,4 ± 21,5 ng Ang-I · h-1 · mL-1 erhöht. Zusätzliche 
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Applikation von 0,1, 1,0 bzw. 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 senkte die PRA auf 

79,9 ± 16, 63,6 ± 11 bzw. 44,8 ± 12 ng Ang-I · h-1 · mL-1, was etwa 85 %, 67 % bzw. 

47 % des Niveaus entspricht, das durch Candesartan-Applikation allein erzielt wurde 

(Abb. 17B). 
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Abb. 17: Effekt der Applikation von SC-58236 in einer Dosierung von 0,1 bis 10 mg · kg-1 · d-1 
für 7 Tage in Kombination mit Candesartan (15 mg · kg-1 · d-1) auf die Expression der Renin-
mRNA im Nierencortex (A) und die Reninaktivität im Plasma (B). Die Bestimmung der mRNA 
erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert, die Bestimmung der 
PRA erfolgte mittels RIA. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. 
unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. Candesartan allein.  
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5.2.2.5 Beeinflussung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz 

Die Behandlung mit Candesartan senkte den systolischen Blutdruck von 125 ± 4 auf 

90 ± 3 mmHg. Die zusätzliche Applikation von SC-58236 beeinflusste diesen in einer 

Dosierung von 0,1 und 1,0 mg · kg-1 · d-1 nicht. Die Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 

SC-58236 verminderte die blutdrucksenkende Wirkung von Candesartan (106 ± 2 

mmHg). 

Die Herzfrequenz wurde durch Applikation von Candesartan von 390 ± 10 auf 435 ± 12 

Schläge pro Minute erhöht. Zusätzliche Gabe von SC-58236 beeinflusste diese in keiner 

Dosierung (Tab. 7). 

 

 sBP (mmHg) HF (Schläge · min-1) 

Kontrolle 125 ± 4 390 ± 10 

Candesartan       90 ± 3      435 ± 12  

+ SC-58236 0,1       92 ± 1      431 ± 11  

+ SC-58236 1,0       95 ± 2      430 ± 14  

+ SC-58236 10    106 ± 2  †     425 ± 11  

Tab. 7: Effekt der Applikation von 0,1, 1,0 bzw. 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für 7 Tage auf den 
systolischen Blutdruck (sBP) und die Herzfrequenz (HF) während gleichzeitiger Behandlung mit  
Candesartan (15 mg · kg-1 · d-1). Die Bestimmung der Werte erfolgte an der 
Rattenschwanzarterie. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. 
Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. jeweilige Placebogruppe. 
  



Ergebnisse 

81 

5.2.3 Einfluss von SC-58236 auf die salzabhängige Regulation des 
Renin-Systems 

Es wurde der Einfluss von SC-58236 in einer Dosierung von 10 mg · kg-1 · d-1 auf eine 

einwöchige Diät mit hoher (8,0 % NaCl m · m-1), normaler (0,6 % NaCl m · m-1) und 

niedriger (0,02 % NaCl m · m-1) Salzzufuhr untersucht. 

5.2.3.1 Beeinflussung der Expression der COX-1- und COX-2-mRNA im 
Nierencortex 

Die Expression der COX-1-mRNA blieb unter den verschiedenen Diäten unbeeinflusst, 

auch bei zusätzlicher Applikation von SC-58236 veränderte sich die Abundanz der 

COX-1-mRNA nicht (Abb. 18A). 

Die COX-2-mRNA-Expression wurde durch eine Niedrigsalzdiät über 7 Tage um den 

Faktor 1,8 gesteigert, während eine Hochsalzdiät die Expression auf ca. 40 % des 

Kontrollniveaus senkte. Die zusätzliche Gabe des COX-2-Inhibitors erhöhte die 

Synthese der COX-2-mRNA bei Niedrigsalzdiät um den Faktor 2,1, bei normaler 

Salzzufuhr um den Faktor 2,7 gegenüber ihren jeweiligen Kontrollgruppen, während die 

COX-2-Expression unter Hochsalzdiät nur leicht erhöht war (Abb. 18B). 
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Abb. 18: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für 7 Tage auf die Expression 
der COX-1-mRNA (A) und die COX-2-mRNA (B) im Nierencortex während einer einwöchigen 
Hochsalzdiät (8 % NaCl m · m-1), Normalsalzdiät (0,6 % NaCl m · m-1) bzw. einer 
Niedrigsalzdiät (0,02 % NaCl m · m-1). Die Bestimmung der mRNA erfolgte mittels Realtime RT-
PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. 

p < 0,05 vs. unbehandelte Gruppe während Normalsalzdiät. †p < 0,05 vs. unbehandelte 
Gruppe während Niedrigsalzdiät. ‡p < 0,05 vs. SC-58236 behandelte Gruppe während 
Normalsalzdiät 

 

5.2.3.2 Beeinflussung der Konzentration von PGE2 im Nierencortex 

Eine einwöchige Hochsalzdiät senkte die Gewebekonzentration von PGE2 in der Niere 

im Vergleich zu einer Normalsalzdiät um ca. 30 % von 2,5 ± 0,1 auf 1,8 ± 0,1 ng pro 

mg Protein, wohingegen eine Niedrigsalzdiät die PGE2-Menge um den Faktor 1,4 auf 

3,6 ± 0,2 ng pro mg Protein steigerte. Die zusätzlich erfolgte 7-tägige Behandlung mit 
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SC-58236 senkte die PGE2-Konzentration im Nierencortex in allen Versuchsgruppen 

auf 1,2 ± 0,1 ng pro mg Protein in der Hochsalzgruppe bzw. 1,5 ± 0,1 ng pro mg Protein 

in den anderen beiden Untersuchungsgruppen (Abb. 19). 
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Abb. 19: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für 7 Tage auf die Bildung von 
PGE2 im Nierencortex während einer einwöchigen Hochsalzdiät (8 % NaCl m · m-1), 
Normalsalzdiät (0,6 % NaCl m · m-1) bzw. einer Niedrigsalzdiät (0,02 % NaCl m · m-1). Die 
Bestimmung der PGE2-Konzentration erfolgte mittels ELISA. Angegeben ist der MW ± SEM von 
n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Gruppe während Normalsalzdiät. †p < 0,05 vs. 
unbehandelte Gruppe während Niedrigsalzdiät. ‡p < 0,05 vs. SC-58236 behandelte Gruppe 
während Hochsalzdiät. 

 

5.2.3.3 Beeinflussung der Reninexpression und –freisetzung 

Im Verhältnis zur Kontrollgruppe wurde die Expression der Renin-mRNA durch eine 

Hochsalzdiät auf 38 % gesenkt, während eine Niedrigsalzdiät die Renin-mRNA-

Expression um den Faktor 2,2 erhöhte. Eine zusätzliche Applikation von SC-58236 über 

denselben Zeitraum beeinflusste die Bildung der Renin-mRNA unter der Hochsalzdiät 

nicht signifikant, während unter Normalsalz- und Niedrigsalzdiät eine Senkung der 

mRNA-Abundanz auf ca. 60 % der jeweiligen Placebogruppe festzustellen war (Abb. 

20A). 

Gleichermaßen wurde die PRA durch einwöchige erhöhte Salzzufuhr von 5,5 ± 0,6 ng 

Ang-I · h-1 · mL-1 auf 49 % (2,6 ± 0,2 ng Ang-I · h-1 · mL-1) dieses Wertes gesenkt, 
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während eine verringerte Salzzufuhr eine Steigerung der PRA um den Faktor 2,3 auf 

12,6 ± 1,2 ng Ang-I · h-1 · mL-1 zur Folge hatte. Die zusätzliche Applikation von 

SC-58236 während der Hochsalzdiät veränderte die Reninfreisetzung nicht signifikant, 

während sowohl unter Normalsalzdiät als auch unter Niedrigsalzdiät eine Verminderung 

der PRA auf 3,5 ± 0,4 bzw. 8,6 ± 0,3 ng Ang-I · h-1 · mL-1 der jeweiligen Placebogruppe 

festzustellen war. Dies entspricht einer Senkung um 37 % bzw. 32 % gegenüber den 

entsprechenden Placebogruppen und einer Steigerung der PRA während 

Niedrigsalzbehandlung gegenüber der mit SC-58236 allein behandelten Gruppen um 

den Faktor 2,4 (Abb. 20B). 
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Abb. 20: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für 7 Tage auf die Expression 
der Renin-mRNA im Nierencortex (A) und die Reninaktivität im Plasma (B) während einer 
einwöchigen Hochsalzdiät (8 % NaCl m · m-1), Normalsalzdiät (0,6 % NaCl m · m-1) bzw. einer 
Niedrigsalzdiät (0,02 % NaCl m · m-1). Die Bestimmung der mRNA erfolgte mittels Realtime 
RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert, die Bestimmung der PRA erfolgte mittels RIA. 
Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Gruppe während 
Normalsalzdiät. †p < 0,05 vs. unbehandelte Gruppe während Niedrigsalzdiät. ‡p < 0,05 vs. 
SC-58236 behandelte Gruppe während Normalsalzdiät. 
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5.2.3.4 Beeinflussung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz 

Der systolische Blutdruck wurde durch die verschiedenen Salzdiäten nicht beeinflusst. 

Bei zusätzlicher Applikation von SC-58236 wurde der Blutdruck nur in der 

Hochsalzdiätgruppe auf 143 ± 3 mmHg erhöht. Die Herzfrequenz wurde in keiner der 

untersuchten Gruppen beeinflusst (Tab. 8). 

 

 sBP (mmHg) HF (Schläge · min-1) 

NaCl (m · m1) Placebo SC-58236 Placebo SC-58236 

8,0 135 ± 4      143 ± 3  398 ±   9 405 ± 11 

0,6 127 ± 4 133 ± 5 390 ± 10 398 ± 12 

0,02 126 ± 5 132 ± 2 410 ± 11 408 ±   9 

Tab. 8: Effekt der Applikation von 10 mg·kg-1·d-1 SC-58236 für 7 Tage auf den systolischen 
Blutdruck (sBP) und die Herzfrequenz (HF) während einer einwöchigen Hochsalzdiät (8 % NaCl 
m · m-1), Normalsalzdiät (0,6 % NaCl m · m-1) bzw. einer Niedrigsalzdiät (0,02 % NaCl m · m-1). 
Die Bestimmung der Werte erfolgte an der Rattenschwanzarterie. Angegeben ist der MW ± 
SEM von n = 8 Tieren.  p < 0,05 vs. unbehandelte Gruppe während Normalsalzdiät. 
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5.2.4 Einfluss von SC-58236 auf die Stimulation des Renin-Systems 
durch das Schleifendiuretikum Furosemid 

Durch die Blockade des Na+-K+-2Cl--Cotransporters mit Furosemid wird der 

Salztransport an den Macula densa-Zellen der Niere gesenkt. 

Es wurde der zeitabhängige Effekt einer Gabe von SC-58236 (10 mg · kg-1 · d-1) über 

zwei bzw. 7 Tage auf die durch Furosemid (12 mg · d-1) induzierte Reninexpression und 

–freisetzung untersucht. 

5.2.4.1 Beeinflussung der Expression der COX-1- und COX-2-mRNA im 
Nierencortex 

Die Expression der COX-1-mRNA blieb in sämtlichen Versuchsgruppen im Vergleich 

zur Kontrollgruppe unbeeinflusst (Abb. 21A). 

Die Genexpression der COX-2-mRNA wurde durch Infusion von Furosemid allein um 

den Faktor 2,0 erhöht. Zusätzliche Gabe von SC-58236 über zwei bzw. 7 Tage erhöhte 

die Expression der COX-2-mRNA nicht (Abb. 21B). 
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Abb. 21: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen Infusion von Furosemid (12 mg · d-1) auf die Expression der 
COX-1-mRNA (A) und COX-2-mRNA (B) im Nierencortex. Die Bestimmung der mRNA erfolgte 
mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert. Angegeben ist der MW ± SEM 
von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. 

5.2.4.2 Beeinflussung der Konzentration von PGE2 im Nierencortex 

Die Konzentration von PGE2 im Nierencortex wurde durch zweitägige Infusion von 

Furosemid etwa um den Faktor 2 von 2,4 ± 0,1 auf 4,8 ± 0,3 ng pro mg Protein im 

Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht. Durch kombinierte Gabe von SC-58236 und 

Furosemid für zwei Tage verminderte sich die PGE2-Konzentration signifikant um 58 % 

auf 2,0 ± 0,1 ng pro mg Protein. Eine zusätzliche Vorinkubation von 5 Tagen mit 

SC-58236 ließ die PGE2-Konzentration auf 1,8 ± 0,2 ng pro mg Protein sinken (Abb. 

22). 
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Abb. 22: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen Infusion von Furosemid (12 mg · d-1) auf die Bildung von 
PGE2 im Nierencortex. Die Bestimmung der PGE2-Konzentration erfolgte mittels ELISA. 
Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. 
†p < 0,05 vs. Furosemid allein. 

 

5.2.4.3 Beeinflussung der Reninexpression und –freisetzung 

Eine 48-stündige Infusion von Furosemid allein erhöhte die Renin-mRNA-Expression 

signifikant um den Faktor 3,0. Die gleichzeitige Applikation von SC-58236 ließ die 

mRNA-Abundanz nur noch auf 175 % der unbehandelten Kontrolle ansteigen, während 

eine Vorbehandlung mit dem COX-2-Inhibitor diese nahezu auf Kontrollniveau 

(117 %) sinken ließ. Bezogen auf die jeweilige SC-58236-Kontrollgruppe erfolgte 

demnach nur noch ein Anstieg der Renin-mRNA-Expression um den Faktor 2,1 (Abb. 

23A). 

Die PRA wurde stärker beeinflusst und stieg durch Furosemid-Infusion von 5,24 ± 0,6 

auf 31,0 ± 2,9 ng Ang-I · h-1 · mL-1 an. Wie bereits vorher gezeigt, wurde die PRA 

durch zweitägige Verabreichung von SC-58236 nicht beeinflusst, während eine 7-tägige 

Gabe diese signifikant auf 3,2 ± 0,2 ng Ang-I · h-1 · mL-1 senkte. Durch zusätzliche 

Applikation von Furosemid erhöhte sich die PRA auf 14,0 ± 0,8 bzw. 8,8 ± 0,7 ng 

Ang-I · h-1 · mL-1. Dies entspricht einer Senkung gegenüber alleiniger Furosemid-

Infusion auf 45 % bzw. 28 % des Ausgangswertes (Abb. 23B). 
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Abb. 23: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen Infusion von Furosemid (12 mg · d-1) auf die Expression der 
Renin-mRNA im Nierencortex (A) und die Reninaktivität im Plasma (B). Die Bestimmung der 
mRNA erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert, die Bestimmung 
der PRA erfolgte mittels RIA. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. 
unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. Furosemid allein. ‡p < 0,05 vs. jeweilige SC-58236-
Kontrollgruppe. 
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5.2.4.4 Beeinflussung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz 

Weder der systolische Blutdruck noch die Herzfrequenz wurden in einer der 

Versuchsgruppen signifikant verändert (Tab. 9). 

 

 sBP (mmHg) HF (Schläge / min) 

 Placebo Furosemid Placebo Furosemid 

Kontrolle 127 ± 5 120 ± 5 390 ± 12 405 ±   8 

SC-58236 2 d 130 ± 3 123 ± 4 393 ±   8 410 ± 12 

SC-58236 7 d 135 ± 6 122 ± 5 408 ± 12 407 ± 11 

Tab. 9: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen Infusion von Furosemid (12 mg · d-1) auf den systolischen 
Blutdruck (sBP) und die Herzfrequenz (HF). Die Bestimmung der Werte erfolgte an der 
Rattenschwanzarterie. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. 
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5.2.5 Einfluss von SC-58236 auf die Aktivierung des Renin-Systems 
durch eine Nierenarterienstenose 

Im 2K-1C Modell wurde der Effekt des COX-2-Inhibitors SC-58236 in einer Dosierung 

von 10 mg · kg-1 · d-1 auf einen verminderten renalen Perfusionsdruck durch Nieren-

arterienstenose in der geklippten sowie in der kontralateralen Niere untersucht. 

5.2.5.1 Beeinflussung der Expression der COX-1- und COX-2-mRNA im 
Nierencortex 

Im 2K-1C Modell wurde die Expression der COX-1-mRNA in keiner der untersuchten 

Gruppen signifikant verändert (Abb. 24A). 

Die Expression der COX-2-mRNA wurde in der geklippten Niere um den Faktor 2,5 

erhöht, während in der kontralateralen Niere eine Verminderung der mRNA-Abundanz 

auf 33 % festzustellen war. Die Applikation von SC-58236 für zwei oder 7 Tage 

bewirkte einen Anstieg der COX-2-mRNA-Abundanz auf das 2,5- bzw. 2,7-fache. 

Wurden die geklippten Tiere gleichzeitig mit dem COX-2-Inhibitor behandelt, konnte in 

der geklippten Niere eine Erhöhung der Genexpression auf 320 % festgestellt werden, 

die durch Vorbehandlung nicht weiter beeinflusst wurde. Kontralateral erfolgte durch 

gleichzeitige Applikation von SC-58236 eine Verdoppelung der COX-2-mRNA-

Abundanz, die durch Vorinkubation bis auf das Niveau der unbehandelten Kontrolle 

anstieg (Abb. 24B). 
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Abb. 24: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen linksseitigen Nierenarterienstenose (2K-1C) auf die 
Expression der COX-1-mRNA (A) und die COX-2-mRNA (B) im Nierencortex. Gezeigt sind die 
Werte der geklippten und der kontralateralen Niere. Die Bestimmung der mRNA erfolgte mittels 
Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert. Angegeben ist der MW ± SEM von 
n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. unbehandelte 
Klip-Gruppe. ‡p < 0,05 vs. unbehandelte Kontralateral-Gruppe. 

 

5.2.5.2 Beeinflussung der Expression des COX-1- und COX-2-Proteins im 
Nierencortex 

Zusätzlich zur mRNA-Expression wurde der Einfluss von SC-58236 auf die 

Proteinexpression der COX-1 und COX-2 bei zweitägiger linksseitiger Nierenarterien-

stenose (2K-1C) im Western Blot untersucht. Zur Kontrolle der einheitlichen 

Auftragsmenge diente die Bestimmung von β-Aktin.  
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Die Expression des COX-1-Proteins zeigte im Western Blot zu den verschiedenen 

Zeitpunkten keine Unterschiede auf. Die Applikation von SC-58236 über zwei Tage 

führte zu einem deutlichen Anstieg des COX-2-Proteins. In der geklippten Niere wurde 

nach 48 h bereits ein Anstieg des COX-2-Proteins deutlich. In der kontralateralen Niere 

verminderte sich die Proteinexpression. Zusätzliche Applikation von SC-58236 

verstärkte in beiden Nieren die Expression der COX-2, ohne jedoch das Niveau der 

SC-58236-Kontrolle zu erreichen (Abb. 25). 

β‐Aktin (41 kDa)

COX‐1    (70 kDa)

COX‐2    (72 kDa)

SC‐58236 2 d ‐ ‐ ‐ +        +        +
Klip ‐ +        ‐ ‐ +        ‐
Kontralateral ‐ ‐ +        ‐ ‐ +

 

Abb. 25: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei Tage in Kombination mit 
einer zweitägigen linksseitigen Nierenarterienstenose (2K-1C) auf die Proteinexpression von 
β-Aktin, COX-1 und COX-2 im Nierencortex. Gezeigt sind Banden für die geklippte und die 
kontralaterale Niere. Zur Analyse wurden 100 µg Gesamtproteinextrakt für die COX sowie 10 µg 
Gesamtproteinextrakt für β-Aktin im Western Blot verwendet. 

 

5.2.5.3 Beeinflussung der Konzentration von PGE2 im Nierencortex 

Eine Stenose der linken Nierenarterie erhöhte die PGE2-Konzentration in der geklippten 

Niere im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren um den Faktor 1,7 auf 4,3 ± 0,3 ng 

pro mg Protein. Zusätzliche Behandlung mit SC-58236 über die gleiche Zeit senkte die 

Gewebekonzentration von PGE2 in der Niere genauso stark (2,0 ± 0,2 ng pro mg 

Protein) wie eine zusätzliche Vorbehandlung mit SC-58236 über 5 Tage (1,8 ± 0,2 ng 

pro mg Protein). In der kontralateralen Niere wurden gleiche Mengen an PGE2 wie in 

der unbehandelten Kontrollgruppe bestimmt (2,9 ± 0,2 ng pro mg Protein). Die 
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gleichzeitige Applikation von bzw. Vorinkubation mit dem COX-2-Inhibitor 

verminderte die gemessene Gewebekonzentration auf 1,8 ± 0,1 bzw. 1,6 ± 0,1 ng PGE2 

pro mg Protein (Abb. 26). 
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Abb. 26: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage 
Kombination mit einer zweitägigen linksseitigen Nierenarterienstenose (2K-1C) auf die Bildung 
von PGE2 im Nierencortex der geklippten Niere. Gezeigt sind die Werte der geklippten und der 
kontralateralen Niere. Die Bestimmung der PGE2-Konzentration erfolgte mittels ELISA. 
Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. 
†p < 0,05 vs. unbehandelte Klip-Gruppe. ‡p < 0,05 vs. unbehandelte Kontralateral-Gruppe. 

 

5.2.5.4 Beeinflussung der Reninexpression und –freisetzung 

Die Expression der Renin-mRNA wurde durch 48-stündige Stenose in der geklippten 

Niere um den Faktor 2,3 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhöht. 

Gleichzeitige Gabe von SC-58236 änderte die mRNA-Expression nicht signifikant. Erst 

durch Vorbehandlung mit SC-58236 erfolgte eine Senkung der Renin-mRNA-

Expression um 38 %. Dies entspricht einem Anstieg der mRNA-Abundanz gegenüber 

der für 7 Tage behandelten SC-58236 Gruppe um den Faktor 2,3. In der kontralateralen 

Niere war eine auf 42 % der unbehandelten Kontrollgruppe gesenkte Renin-mRNA-

Expression festzustellen. Auch hier wurde durch gleichzeitige Applikation des COX-2-

Inhibitors keine Veränderung sichtbar. Erst durch Vorbehandlung mit SC-58236 für 

5 Tage wurde die mRNA-Abundanz auf 28 % der unbehandelten Kontrollgruppe 

gesenkt (Abb. 27A).  
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Gleichermaßen wurde die PRA im Versuch reguliert. Durch die Stenose der linken 

Nierenarterie erhöhte sich die PRA von 5,4 ± 0,7 auf 21,5 ± 1,2 ng Ang-I · h-1 · mL-1. 

Diese Aktivität wurde durch zusätzliche Applikation von SC-58236 über den gleichen 

Zeitraum nicht beeinflusst, während eine 5-tägige Vorbehandlung mit dem COX-2-

Inhibitor die PRA auf die Hälfte der Aktivität (12,2 ± 0,9 ng Ang-I · h-1 · mL-1) der 

entsprechenden Placebogruppe senkte (Abb. 27B). 
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Abb. 27: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen linksseitigen Nierenarterienstenose (2K-1C) auf die 
Expression der Renin-mRNA im Nierencortex (A) und die Reninaktivität im Plasma (B). Gezeigt 
sind die Werte der geklippten und der kontralateralen Niere. Die Bestimmung der mRNA 
erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert, die Bestimmung der 
PRA erfolgte mittels RIA. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. 
unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. unbehandelte Klip-Gruppe ‡p < 0,05 vs. 
unbehandelte Kontralateral-Gruppe ♦ p < 0,05 vs. SC-58236 7 d-Gruppe. 
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5.2.5.5 Beeinflussung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz 

Im 2K-1C Modell erhöhte sich der systolische Blutdruck innerhalb von 48 Stunden auf 

173 ± 8 mmHg. Durch Vorbehandlung mit SC-58236 konnte der systolische Blutdruck 

nur noch auf 149 ± 4 mmHg ansteigen. Gleichzeitige Applikation von SC-58236 für 

zwei Tage hatte keinen Einfluss auf die Erhöhung des Blutdrucks. Die Herzfrequenz 

wurde in keiner Versuchsgruppe signifikant beeinflusst (Tab. 10). 

 sBP (mmHg) HF (Schläge · min-1) 

 Placebo 2K-1C Placebo 2K-1C 

Kontrolle 127 ± 4 173 ± 8  391 ± 13 405 ± 10 

SC-58236 2 d 131 ± 4 169 ± 5  394 ± 10 409 ± 12 

SC-58236 7 d 134 ± 3 149 ± 4  † 405 ±   9 408 ±   9 

Tab. 10: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen linksseitigen Nierenarterienstenose (2K-1C) auf den 
systolischen Blutdruck (sBP) und die Herzfrequenz (HF). Die Bestimmung der Werte erfolgte an 
der Rattenschwanzarterie. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. 
unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. unbehandelte Klip-Gruppe. 
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5.2.6 Einfluss von SC-58236 auf die β1-Rezeptor-vermittelte Aktivierung 
des Renin-Systems 

Es wurde der Effekt einer Applikation von SC-58236 (10 mg · kg-1 · d-1) über zwei bzw. 

7 Tage auf die β-adrenerge Stimulation der Renin-mRNA-Expression und PRA durch 

eine 48-stündige Infusion von 160 µg · kg-1 · h-1 Isoprenalin untersucht.  

5.2.6.1 Beeinflussung der Expression der COX-1- und COX-2-mRNA im 
Nierencortex 

Die Expression der COX-1-mRNA blieb in sämtlichen Versuchsgruppen im Vergleich 

zur Kontrollgruppe unbeeinflusst (Abb. 28A).  

Die Genexpression der COX-2-mRNA wurde durch Applikation von SC-58236 allein 

nach zwei bzw. 7 Tagen um den Faktor 2,5 bzw. 2,7 erhöht. Die Infusion von 

Isoprenalin allein erhöhte die mRNA-Abundanz nicht. Zusätzliche Gabe von SC-58236 

über zwei bzw. 7 Tage erhöhte die Expression der COX-2-mRNA um den Faktor 

2,6 bzw. 2,1 (Abb. 28B). 
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Abb. 28: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen Infusion von Isoprenalin (160 µg · kg-1 · h-1) auf die 
Expression der COX-1-mRNA (A) und COX-2-mRNA (B) im Nierencortex. Die Bestimmung der 
mRNA erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert. Angegeben ist 
der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. 

5.2.6.2 Beeinflussung der Expression des COX-1- und COX-2-Proteins im 
Nierencortex 

Zusätzlich zur mRNA-Expression wurde der Einfluss von SC-58236 auf die 

Proteinexpression der COX-1 und COX-2 bei zweitägiger Infusion von Isoprenalin im 

Western Blot untersucht. Zur Kontrolle der einheitlichen Auftragsmenge diente die 

Bestimmung von β-Aktin.  

Die Expression des COX-1-Proteins zeigte im Western Blot zu den verschiedenen 

Zeitpunkten keine Unterschiede auf. Die Applikation von SC-58236 führte zu einem 
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deutlichen Anstieg des COX-2-Proteins. Isoprenalin allein erhöhte die 

Proteinexpression gegenüber der Kontrolle nicht. Durch Vorbehandlung mit SC-58236 

wurden ansteigende Mengen COX-2-Protein detektiert (obere Bande, Abb. 29). 

β‐Aktin (41 kDa)

COX‐1    (70 kDa)

COX‐2    (72 kDa)

Kontrolle       SC‐58236      Isoprenalin Isoprenalin
7 d + SC‐58236

 

Abb. 29: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für 7 Tage bei Infusion von 
Isoprenalin (160 µg · kg-1 · h-1) für 48 h auf die Proteinexpression von β-Aktin, COX-1 und 
COX-2 im Nierencortex. Zur Analyse wurden 100 µg Gesamtproteinextrakt für die COX sowie 
10 µg Gesamtproteinextrakt für β-Aktin im Western Blot verwendet. 

 

5.2.6.3 Beeinflussung der Konzentration von PGE2 im Nierencortex 

Die Infusion von Isoprenalin über 48 h veränderte die Konzentration an PGE2 im 

Nierencortex nicht. Es wurde eine Konzentration von 3,1 ± 0,2 ng PGE2 pro mg Protein 

für die Isoprenalin-Gruppe gemessen. Gleichzeitige Applikation von SC-58236 

verminderte die PGE2-Konzentration genauso stark (1,6 ± 0,2 ng pro mg Protein) wie 

die zusätzliche Vorinkubation mit SC-58236 über 5 Tage (1,7 ± 0,1 ng PGE2 pro mg 

Protein, Abb. 30). 
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Abb. 30: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen Infusion von Isoprenalin (160 µg · kg-1 · h-1) auf die Bildung 
von PGE2 im Nierencortex. Die Bestimmung der PGE2-Konzentration erfolgte mittels ELISA. 
Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. 
†p < 0,05 vs. Isoprenalin allein. 

 

5.2.6.4 Beeinflussung der Reninexpression und –freisetzung 

Die alleinige Gabe von Isoprenalin steigerte die Expression der Renin-mRNA 

gegenüber der unbehandelten Kontrolle auf 300 %, gleichzeitige Applikation von 

SC-58236 beeinflusste die mRNA-Abundanz nicht. Bei 5-tägiger Vorbehandlung mit 

SC-58236 wurde die Expression der Renin-mRNA jedoch auf 195 % vermindert. Dies 

entspricht einer Senkung um 35 % gegenüber der nur mit Isoprenalin behandelten 

Gruppe (Abb. 31A).  

SC-58236 beeinflusste die PRA nach zwei Tagen nicht, bei 7-tägiger Applikation sank 

diese von 5,4 ± 0,6 auf 3,2 ± 0,5 ng Ang-I · h-1 · mL-1. Die PRA wurde durch die 

Infusion von Isoprenalin auf 19,4 ± 1,3 ng Ang-I · h-1 · mL-1 gesteigert. Auch hier 

wurde durch gleichzeitige Applikation von SC-58236 der Anstieg der PRA nicht 

beeinflusst. Wurden die Tiere jedoch zusätzlich 5 Tage mit SC-58236 vorbehandelt, war 

ein signifikanter Abfall der PRA auf 13,2 ± 1,1 ng Ang-I · h-1 · mL-1 die Folge (Abb. 

31B). 
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Abb. 31: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen Infusion von Isoprenalin (160 µg · kg-1 · h-1) auf die 
Expression der Renin-mRNA im Nierencortex (A) und die Reninaktivität im Plasma (B). Die 
Bestimmung der mRNA erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert, 
die Bestimmung der PRA erfolgte mittels RIA. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. 

p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. Isoprenalin allein. ‡p < 0,05 vs. 
SC-58236 7 d. 

 

5.2.6.5 Beeinflussung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz 

Der systolische Blutdruck wurde in den mit Isoprenalin behandelten Versuchsgruppen 

im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht beeinflusst, gleichzeitig kam es jedoch zu einem 

starken Anstieg der Herzfrequenz auf ca. 540 Schläge pro Minute. Durch die 

Applikation von SC-58236 wurden in keiner Versuchsgruppe die beiden Parameter 

verändert (Tab. 11). 
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 sBP (mmHg) HF (Schläge · min-1) 

 Placebo Isoprenalin Placebo Isoprenalin 

Kontrolle 130 ± 2 125 ± 5 400 ±   8 540 ± 12  

SC-58236 2 d 137 ± 3 130 ± 5 400 ±   4 540 ±   8  

SC-58236 7 d 132 ± 5 126 ± 4 397 ± 10 531 ± 32  

Tab. 11: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für zwei oder 7 Tage in 
Kombination mit einer zweitägigen Infusion von Isoprenalin (160 µg · kg-1 · h-1) auf den 
systolischen Blutdruck (sBP) und die Herzfrequenz (HF). Die Bestimmung der Werte erfolgte an 
der Rattenschwanzarterie. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. 
unbehandelte Kontrollgruppe. 
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5.3 Einfluss von SC-58236 auf die Aktivierung des 
Renin-Systems durch Hydralazin 

5.3.1 Zeitabhängiger Effekt von Hydralazin auf das Renin-System 

Hydralazin ist ein potenter Vasodilatator. Es wird angenommen, dass er über den 

Barorezeptor-Signalweg eine Stimulation des Renin-Systems vermittelt. Es wurde der 

zeitabhängige Effekt von Hydralazin auf den systolischen Blutdruck, die Herzfrequenz 

und das Renin-System untersucht. Da diese Effekte PGE2-vermittelt sein könnten, 

wurde auch die COX-1- und COX-2-mRNA-Expression sowie die PGE2-Freisetzung im 

Nierencortex untersucht. 

5.3.1.1 Beeinflussung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz 

Der systolische Blutdruck wurde durch die Applikation von Hydralazin innerhalb von 

24 h auf ein Minimum von 97 ± 1 mmHg gesenkt. Durch weitere Hydralazingabe stieg 

der Blutdruck langsam auf 115 ± 2 mmHg an (Abb. 32A).  

Gegenreflektorisch wurde die Herzfrequenz innerhalb von 24 h von 390 ± 5 auf 458 ± 6 

Schläge · min-1 gesteigert. Mit steigendem Blutdruck sank die Herzfrequenz auf 418 ± 3 

Schläge · min-1 nach 5-tägiger Applikation von Hydralazin (Abb. 32B). 
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Abb. 32: Zeitabhängiger Effekt der Applikation von Hydralazin (30 mg · kg-1 · d-1) auf den 
systolischen Blutdruck (sBP, A) sowie die Herzfrequenz (HF, B) nach 6, 12, 24, 48 und 120 
Stunden. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 6 Tieren. p < 0,05 vs. Kontrolle. 

 

5.3.1.2 Expression der COX-1- und COX-2-mRNA im Nierencortex 

Durch die Applikation von Hydralazin wurde die Expression der COX-1-mRNA im 

Nierencortex nicht beeinflusst (Abb. 33A). 

Die Expression der COX-2-mRNA erreichte nach 12 h erhöhte Werte von 213 % des 

Kontrollwertes, durch weitere Behandlung mit Hydralazin blieb die Expressionsrate 

erhalten (Abb. 33B). 
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Abb. 33: Zeitabhängiger Effekt der Applikation von 30 mg · kg-1 · d-1 Hydralazin auf die 
Expression der COX-1-mRNA (A) und der COX-2-mRNA (B) im Nierencortex nach 6, 12, 24, 48 
und 120 Stunden. Die Bestimmung der mRNA erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf 
β-Aktin standardisiert. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 6 Tieren. p < 0,05 vs. Kontrolle. 

 

5.3.1.3 Expression des COX-1- und COX-2-Proteins im Nierencortex 

Zusätzlich zur mRNA-Expression wurde der Einfluss von Hydralazin auf die 

Proteinexpression der COX-1 und COX-2 im Western Blot untersucht. Zur Kontrolle 

der einheitlichen Auftragsmenge diente die Bestimmung von β-Aktin.  

Die Expression des COX-1-Proteins zeigte im Western Blot zu den verschiedenen 

Zeitpunkten keine Unterschiede. Die Applikation von Hydralazin führte bereits nach 
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einem Tag zu einem Anstieg des COX-2-Proteins, wobei nach 5 Tagen ein Maximum 

erreicht wurde (Abb. 34). 

β‐Aktin (41 kDa)

COX‐1      (70 kDa)

COX‐2      (72 kDa)

Zeit (d)  0 1            3 5 

Hydralazin

 

Abb. 34: Zeitabhängiger Effekt der Applikation von 30 mg · kg-1 · d-1 Hydralazin auf die 
Proteinexpression von β-Aktin, COX-1 und COX-2 nach 1, 3 und 5 Tagen im Nierencortex. Zur 
Analyse wurden 100 µg Gesamtproteinextrakt für die COX sowie 10 µg Gesamtproteinextrakt 
für β-Aktin im Western Blot verwendet. 

 

5.3.1.4 Konzentration von PGE2 im Nierencortex 

Die Behandlung mit Hydralazin über einen Zeitraum von 6 bis 120 h erhöhte die 

Gewebekonzentration von PGE2 im Nierencortex nach 24 h, ausgehend von 2,4 ± 0,3 ng 

pro mg Protein um den Faktor 1,6 und erreichte nach 120 h ein Maximum von 

4,4 ± 0,5 ng PGE2 pro mg Protein (Abb. 35).  
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Abb. 35: Zeitabhängiger Effekt der Applikation von 30 mg · kg-1 · d-1 Hydralazin auf die Bildung 
von PGE2 im Nierencortex nach 6, 12, 24, 48 und 120 Stunden. Die Bestimmung der PGE2-
Konzentration erfolgte mittels ELISA. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 6 Tieren. 

p < 0,05 vs. Kontrolle. 

 

5.3.1.5 Beeinflussung der Reninexpression und -freisetzung 

Durch Behandlung mit Hydralazin wurde die Renin-mRNA-Expression nach 24 h auf 

212 % gegenüber der Kontrollgruppe erhöht. Dieses Expressionsniveau blieb bis zum 

fünften Tag bestehen und wurde nur leicht auf 228 % erhöht (Abb. 36A). 

Die PRA stieg bereits 12 h nach Applikation von Hydralazin signifikant von 3,8 ± 0,3 

auf 9,1 ± 0,8 ng Ang-I· h-1 · mL-1 und erreichte nach 5 Tagen ein Maximum von 

17,8 ± 1,2 ng Ang-I · h-1 · mL-1 (Abb. 36B). 
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Abb. 36: Zeitabhängiger Effekt von 30 mg · kg-1 · d-1 Hydralazin auf die Expression der Renin-
mRNA im Nierencortex (A) und die Reninaktivität im Plasma (B) nach 6, 12, 24, 48 und 120 
Stunden. Die Bestimmung der mRNA erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin 
standardisiert, die Bestimmung der PRA erfolgte mittels RIA. Angegeben ist der MW ± SEM von 
n = 6 Tieren. p < 0,05 vs. Kontrolle. 

  



Ergebnisse 

110 

5.3.2 Zeitabhängiger Effekt von SC-58236 auf die Reninregulation durch 
Hydralazin 

Da Hydralazin die COX-2-Expression und die PGE2-Konzentration im Nierencortex 

sowie die Renin-mRNA-Abundanz und die PRA beeinflusst, wurde zeitabhängig der 

Effekt des COX-2-Inhibitors SC-58236 bei täglicher Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 

auf die Regulationen des Blutdrucks, der Cyclooxygenasen, PGE2 sowie des Renin-

Systems durch Hydralazin (30 mg · kg-1 · d-1) untersucht. 

5.3.2.1 Beeinflussung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz 

SC-58236 verminderte den Abfall des systolischen Blutdrucks nach eintägiger Gabe in 

Kombination mit Hydralazin, so dass nur noch eine Absenkung um 10 mmHg 

gegenüber der Kontrolle festgestellt werden konnte. Eine 5-tägige Applikation von 

SC-58236 ließ den Blutdruck sogar über die Kontrollwerte hinweg auf 141 ± 2 mmHg 

ansteigen (Abb. 37A). Die Herzfrequenz wurde jedoch durch die zusätzliche Gabe von 

SC-58236 nicht beeinflusst (Abb. 37B). 



Ergebnisse 

111 

0 24 48 72 96 120
80

100

120

140

160

Kontrolle

Hydralazin
+ SC-58236

†

†

Hydralazin

Zeit (h)

sy
st

ol
is

ch
er

 B
lu

td
ru

ck
 (m

m
H

g)

0 24 48 72 96 120
350

400

450

500

550

Kontrolle

Hydralazin
+ SC-58236

Hydralazin

Zeit (h)

H
er

zf
re

qu
en

z 
(S

ch
lä

ge
⋅ m

in
-1

)

A

B

 

Abb. 37: Zeitabhängiger Effekt von SC-58236 (10 mg · kg-1 · d-1) in Kombination mit Hydralazin 
(30 mg · kg-1 · d-1) auf den systolischen Blutdruck (sBP, A) sowie die Herzfrequenz (HF, B) nach 
6, 12, 24, 48 und 120 Stunden. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 4 Tieren. p < 0,05 vs. 
Kontrolle. †p < 0,05 vs. Hydralazin allein. 

 

Da bereits nach 24 h ein signifikanter Anstieg des systolischen Blutdrucks erkennbar 

war, wurde zusätzlich zur Untersuchung der Effekte der Kombinationstherapie 

SC-58236 mit Hydralazin für 5 Tage auch der Effekt auf die COX- und Reninregulation 

nach einem Tag untersucht.  
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5.3.2.2 Beeinflussung der Expression der COX-1- und COX-2-mRNA im 
Nierencortex 

Durch die zusätzliche Applikation von SC-58236 wurde die Expression der COX-1-

mRNA in keiner Untersuchungsgruppe beeinflusst (Abb. 38A). 

Die Expression der COX-2-mRNA wurde durch die alleinige Gabe von Hydralazin 

verdoppelt. Gleichzeitige eintägige Applikation von SC-58236 veränderte die 

Expressionsrate nicht, während bei 5-tägiger Gabe ein Anstieg der COX-2-mRNA um 

den Faktor 5,7 gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe erzielt wurde (Abb. 38B). 
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Abb. 38: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für ein oder 5 Tage in 
Kombination mit gleichzeitiger Gabe von 30 mg · kg-1 · d-1 Hydralazin auf die Expression der 
COX-1-mRNA (A) und die COX-2-mRNA (B) im Nierencortex. Die Bestimmung der mRNA 
erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert. Angegeben ist der 
MW ± SEM von n = 4 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. 
Hydralazin allein. 
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5.3.2.3 Beeinflussung der Konzentration von PGE2 im Nierencortex 

Durch die kombinierte Applikation von Hydralazin und SC-58236 über einen Tag 

wurde die PGE2-Konzentration im Nierencortex von 3,8 ± 0,4 ng pro mg Protein bei 

alleiniger Hydralazin-Gabe auf 1,8 ± 0,4 ng pro mg Protein gesenkt. Auch bei 5-tägiger 

Applikation erfolgte eine Senkung der PGE2-Konzentration auf das gleiche Niveau 

(Abb. 39). 
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Abb. 39: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für ein oder 5 Tage in 
Kombination mit gleichzeitiger Gabe von 30 mg · kg-1 · d-1 Hydralazin auf die Bildung von PGE2 
im Nierencortex. Die Bestimmung der PGE2-Konzentration erfolgte mittels ELISA. Angegeben 
ist der MW ± SEM von n = 4 Tieren. p < 0,05 vs. Kontrolle. †p < 0,05 vs. Hydralazin allein. 

 

5.3.2.4 Beeinflussung der Reninexpression und –freisetzung 

Die Expression der Renin-mRNA wurde durch Applikation von Hydralazin allein um 

den Faktor 2,1 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhöht. Gleichzeitige Gabe 

von SC-58236 änderte die mRNA-Expression nach einem Tag nicht signifikant. Erst 

nach 5 Tagen erfolgte eine Senkung der Renin-mRNA-Expression auf 64 % des Wertes 

der mit Hydralazin allein behandelten Versuchsgruppe (Abb. 40A).  

Die PRA wurde durch alleinige Applikation von Hydralazin für einen Tag um den 

Faktor 5,6 von 4,7 ± 0,3 auf 26,5 ± 1,9 ng Ang-I · h-1 · mL-1 erhöht. Diese Aktivität 

wurde durch zusätzliche Applikation von SC-58236 nach einem Tag bereits auf 
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19,5 ± 1,6 ng Ang-I · h-1 · mL-1 gesenkt. Nach 5-tägiger Applikation des COX-2-

Inhibitors zusätzlich zur Hydralazin-Gabe konnte eine signifikante Absenkung der PRA 

von 29,7 ± 1,3 auf 15,8 ± 0,8 ng Ang-I · h-1 · mL-1 festgestellt werden (Abb. 40B).  
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Abb. 40: Effekt der Applikation von 10 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 für ein oder 5 Tage in 
Kombination mit gleichzeitiger Gabe von 30 mg · kg-1 · d-1 Hydralazin auf die Expression der 
Renin-mRNA im Nierencortex (A) und Reninaktivität im Plasma (B). Die Bestimmung der mRNA 
erfolgte mittels Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert, die Bestimmung der 
PRA erfolgte mittels RIA. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 4 Tieren. p < 0,05 vs. 
unbehandelte Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. jeweilige Hydralazin-Gruppe. 
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5.3.3 Zeitabhängiger Einfluss von SC-58236 auf die Effekte einer akuten 
Applikation von Hydralazin 

5.3.3.1 Effekt von SC-58236 auf den mittleren arteriellen Druck  

Da sich der systolische Blutdruck in der mit Hydralazin allein behandelten Gruppe 

deutlich von dem in der zusätzlich mit Hydralazin behandelten Gruppe unterschied, 

wurde der Effekt von SC-58236 (10 mg · kg-1 · d-1) auf den mittleren arteriellen Druck 

(MAD) in Kombination mit Hydralazin (30 mg · kg-1 · d-1, i. v.) untersucht. 

Zunächst wurde der Effekt von Hydralazin innerhalb der ersten halben Stunde der 

Applikation allein und nach einer zweistündigen Vorbehandlung mit i. p. appliziertem 

SC-58236 auf den MAD und die Differenz des MAD zur Kontrolle untersucht 

(ΔMAD). Anschließend wurde der gleiche Effekt nach 5-tägiger Vorbehandlung mit 

SC-58236 über eine Schlundsonde untersucht.  

Bei der Applikation von Hydralazin sank der MAD von 103 ± 7 auf 62 ± 7 mmHg. 

Durch zweistündige Vorbehandlung mit SC-58236 sank der MAD von 107 ± 7 ebenso 

auf 62 ±7 mmHg (Abb. 41A). Bei 5-tägiger Vorbehandlung wurde der MAD, 

ausgehend von einem leicht erhöhten MAD, um etwa den gleichen Wert gesenkt 

(ΔMAD = -45 ± 3) wie durch Hydralazin allein (ΔMAD = -41 ± 4, Abb. 41B). 
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Abb. 41: Zeitabhängiger Effekt von SC-58236 (10 mg · kg-1 · d-1) auf die Blutdrucksenkung 
durch Hydralazin (30 mg · kg-1 · d-1, i. v.). Es wurde eine Stunde oder 5 Tage vor der 
Hydralazin-Applikation mit SC-58236 vorbehandelt. Angegeben sind der mittlere arterielle Druck 
(MAD) sowie die Differenz zwischen der Kontrolle und dem jeweiligen untersuchten Zeitpunkt 
(ΔMAD). Angegeben ist der MW ± SEM von n = 4 Tieren. 

 

5.3.3.2 Effekt von SC-58236 auf die Plasmareninaktivität 

Es wurde der Effekt von SC-58236 auf die Erhöhung der PRA durch Blutdrucksenkung 

mittels Hydralazin nach 30 Minuten untersucht. Die i. p.-Applikation von SC-58236 für 

150 Minuten senkte die PRA leicht von 6,9 ± 1,7 auf 4,7 ± 1,3 ng Ang-I · h-1 · mL-1, die 

orale Gabe des COX-2-Inhibitors für 5 Tage auf 3,2 ± 1,2 ng Ang-I · h-1 · mL-1. Die 

Gabe von Hydralazin erhöhte die PRA innerhalb von 30 Minuten auf 61,0 ± 8,1 ng 

Ang-I · h-1 · mL-1. Dieser Wert wurde durch die Kurzzeitgabe von SC-58236 auf 
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48,7 ± 3,7 bzw. durch die 5-tägige Vorbehandlung auf 39,2 ± 2,1 ng Ang-I · h-1 · mL-1 

gesenkt (Abb. 42). 
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Abb. 42: Effekt der Vorbehandlung mit SC-58236 (10 mg · kg-1 · d-1) für zwei Stunden (i. p.) oder 
5 Tage (oral) in Kombination mit einer Applikation von 30 mg · kg-1 · d-1 Hydralazin i. v. für 
30 Minuten auf die Reninaktivität im Plasma. Die Bestimmung der PRA erfolgte mittels RIA. 
Angegeben ist der MW ± SEM von n = 4 Tieren. p < 0,05 vs. unbehandelte Kontrollgruppe. 
†p < 0,05 vs. Hydralazin allein. 
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5.4 Zusammenfassung der relativen Veränderungen 
der Renin-mRNA-Expression und der PRA 

Aufgrund der basalen Senkung der Renin-mRNA-Abundanz und der PRA durch den 

COX-2-Inhibitor SC-58236 sind die relativen Veränderungen beider Parameter im 

Verhältnis zur unbehandelten Kontrolle bzw. zur mit SC-58236 behandelten Gruppe 

interessant. Da SC-58236 nach einem bzw. zwei Tagen die Renin-mRNA-Expression 

bzw. die PRA nicht veränderte, sind diese Werte hier nicht dargestellt.  

Bei 7-tägiger Behandlung mit SC-58236 in der Kombination mit einer Hochsalzdiät 

bzw. einer Niedrigsalzdiät für jeweils eine Woche, mit der linksarteriellen 

Nierenstenose und der Isoprenalingabe für jeweils 48h sowie mit der Applikation von 

Captopril, Ramipril und Candesartan für 7 Tage ergeben sich relative Anstiege der 

Renin-mRNA gegenüber der SC-58236-Kontrollgruppe um die Faktoren 0,5, 2,3, 2,3, 

3,5, 1,9, 4,9 und 5,7. Diese relativen Anstiege unterscheiden sich nicht von denen 

zwischen den nicht zusätzlich mit SC-58236 behandelten Tieren und der unbehandelten 

Kontrollgruppe. Eine 5-tägige kombinierte Applikation von Hydralazin und SC-58236 

führte zu einem relativen Anstieg der Renin-mRNA um den Faktor 2,5 gegenüber der 

SC-58236-Kontrollgruppe (Abb. 43A). 

Bei der PRA ergeben sich relative Anstiege um die Faktoren 0,6, 2,5, 3,8, 4,1, 4,6, 8,2 

und 8,5 zwischen den oben aufgeführten Modulatoren in Kombination mit SC-58236 

und der SC-58236-Kontrollgruppe. Diese unterscheiden sich wiederum nicht von denen 

zwischen den nicht zusätzlich mit SC-58236 behandelten Tieren und der unbehandelten 

Kontrollgruppe. Eine 5-tägige kombinierte Applikation von Hydralazin und SC-58236 

führte zu einem relativen Anstieg der PRA um den Faktor 6,4 gegenüber der SC-58236-

Kontrollgruppe (Abb. 43B).  
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Abb. 43: Effekt von SC-58236 (10 mg · kg-1 · d-1) oder Placebo auf die relative Expression der 
Renin-mRNA (A) bzw. die relative PRA (B) als Antwort auf verschiedene Modulatoren des 
Renin-Systems. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren (Hydralazin n = 4 Tiere). 
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Zusätzlich gibt es eine strenge Korrelation zwischen der mittleren Renin-mRNA-

Abundanz und der PRA (r2=0,86, slope P < 0,0001, Abb. 44). 
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Abb. 44: Verhältnis zwischen mittlerer Renin-mRNA-Abundanz und mittlerer PRA in mit (offene 
Kreise) oder ohne (gefüllte Kreise) SC-58236-behandelten Ratten mit Regressionsgerade. 
r2 = 0,86, slope P < 0,0001. 
  



Ergebnisse 

121 

Für den relativen Anstieg der Renin-mRNA-Abundanz in Tieren, die 48 h mit 

Furosemid behandelt wurden, ergibt sich gegenüber der unbehandelten Kontrolle ein 

Faktor von 3,1, bei gleichzeitiger Applikation von SC-58236 über zwei bzw. 7 Tage 

gegenüber den jeweiligen SC-58236-Kontrollgruppen jeweils der Faktor 2,1 (Abb. 

45A). 

Ebenso ergeben sich für die PRA die Faktoren 5,9, 2,9 und 2,7 (Abb. 45B). 
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Abb. 45: Effekt der Applikation von SC-58236 (10 mg · kg-1 · d-1) für zwei bzw. 7 Tage in der 
Kombination mit einer Infusion von Furosemid (12 mg · d-1) über 48 h auf die relativen Anstiege 
der Renin-mRNA (A) bzw. PRA (B). Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren.  

p < 0,05 vs. jeweilige Kontrollgruppe. †p < 0,05 vs. Furosemid allein. 
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5.5 Einfluss des selektiven COX-1-Inhibitors SC-560 
auf die Bildung und Freisetzung von Renin durch 
ausgewählte Modulatoren des Renin-Systems 

Um eine Beteiligung COX-1-gebildeter Prostaglandine an der Regulation des Renin-

Systems zu bestimmen, wurden zusätzlich Versuche mit dem selektiven COX-1-

Inhibitor SC-560 durchgeführt. Hierbei erfolgte zunächst eine nähere Charakterisierung 

der Effekte einer 7-tägigen Applikation von 20 mg · kg-1 · d-1 SC-560 auf die 

Regulation der COX-1- und COX-2-mRNA-Expression, die PGE2-Freisetzung sowie 

die Reninbildung und –freisetzung im Nierencortex. Anschließend wurde der Einfluss 

auf die Regulation des Renin-Systems durch ausgewählte Modulatoren untersucht. 

5.5.1 Effekte von SC-560 nach 7 Tagen 

Der COX-1-Inhibitor SC-560 wurde einmal täglich in einer Dosierung von 

20 mg · kg-1 · d-1 über eine Schlundsonde verabreicht. Die letzte Applikation erfolgte 

am Tag vor der Dekapitation. 

5.5.1.1 Plasmakonzentration von SC-560 

Bei der Applikation von 20 mg · kg-1 · d-1 SC-560 über einen Zeitraum von 7 Tagen 

konnte eine Plasmakonzentration von 300 ± 16 ng · mL-1 bestimmt werden. Dies 

entspricht einer molaren Konzentration von 0,85 µmol · L-1. 
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5.5.1.2 Expression der COX-1- und COX-2-mRNA im Nierencortex 

Der COX-1-Inhibitor SC-560 beeinflusste weder die Expression der COX-1- noch der 

COX-2-mRNA signifikant (Abb. 46). 
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Abb. 46: Effekt von SC-560 (20 mg · kg-1 · d-1) auf die Expression der COX-1- und COX-2-
mRNA im Nierencortex. Die Bestimmung der mRNA erfolgte mittels Realtime RT-PCR und 
wurde auf β-Aktin standardisiert. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. 

 

5.5.1.3 Konzentration von PGE2 in Nierencortex und Urin 

Bei Applikation von SC-560 wurde nach 7 Tagen eine Senkung der Gewebe-

konzentration von 2,3 ± 0,1 auf 0,9 ± 0,1 ng PGE2 pro mg Protein im Nierencortex 

festgestellt. Im Urin sank die Konzentration an PGE2 von 44,8 ± 8 auf 26,6 ± 4 ng · d-1 

(Abb. 47). 
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Abb. 47: Effekt von SC-560 (20 mg · kg-1 · d-1) auf die PGE2-Konzentration im Nierencortex 
(links) und im Urin (rechts). Die Bestimmung der PGE2-Konzentration erfolgte mittels ELISA. 
Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. p < 0,05 vs. Kontrolle. 

 

5.5.1.4 Beeinflussung der Reninexpression und -freisetzung 

Die Expression der Renin-mRNA wurde durch die einwöchige Applikation von SC-560 

nicht beeinflusst (98 ± 11 % der Kontrolle).  

Ebenso konnte keine Senkung der PRA festgestellt werden. Hierbei wurden Werte von 

3,7 ± 0,6 in der Kontrollgruppe und 3,5 ± 0,4 ng Ang-I · h-1 · mL-1 in der SC-560-

Gruppe bestimmt. 
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5.5.1.5 Beeinflussung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz 

Durch die Applikation von SC-560 wurden weder der systolische Blutdruck noch die 

Herzfrequenz beeinflusst (Tab. 12). 

 sBP (mmHg) HF (Schläge · min-1) 

Kontrolle 128 ± 3 398 ± 7 

SC-560 133 ± 4 390 ± 6 

Tab. 12: Effekt von SC-560 (20 mg · kg-1 · d-1) auf den systolischen Blutdruck (sBP) und die 
Herzfrequenz (HF). Die Bestimmung der Werte erfolgte an der Rattenschwanzarterie. 
Angegeben ist der MW ± SEM von n = 8 Tieren. 

 

5.5.2 Einfluss von SC-560 auf die Aktivierung des Renin-Systems durch 
ausgewählte Modulatoren 

Der COX-1-Inhibitor SC-560 (20 mg · kg-1 · d-1) wurde in Kombination mit 

verschiedenen Modulatoren des Renin-Systems verabreicht. Hierbei handelt es sich um 

eine einwöchige Hochsalz- oder Niedrigsalzdiät (8 bzw. 0,02 % NaCl m · m-1), eine 

einwöchige Applikation von Ramipril (10 mg · kg-1 · d-1) bzw. Candesartan 

(15 mg · kg-1 · d-1), eine Infusion von Furosemid (12 mg · d-1) über 48 h sowie eine 

Nierenarterienstenose durch linksarterielles Klippen (2K-1C) für zwei Tage. 

Die zusätzliche Applikation von SC-560 veränderte die Renin-mRNA-Abundanz im 

Vergleich zur jeweiligen Placebogruppe nicht. Ausnahme ist hierbei die Applikation 

von Furosemid. In der Placebogruppe wurde dort die mRNA-Expression auf 178 % 

gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe erhöht. Durch gleichzeitige Applikation 

von SC-560 verminderte sich diese auf 147 % der unbehandelten Kontrollgruppe (Abb. 

48A). 

Gleichermaßen wurde die PRA reguliert. In keiner Versuchsgruppe wurde bei 

gleichzeitiger Applikation von SC-560 die PRA gegenüber der jeweiligen 

Placebogruppe gesenkt. Die Ausnahme ist wiederum in den mit Furosemid behandelten 
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Gruppen zu finden. Die Infusion von Furosemid erhöhte die PRA von 3,7 ± 0,6 auf 

55,0 ± 7 ng Ang-I · h-1 · mL-1. Zusätzliche Applikation von SC-560 senkte die PRA auf 

35,3 ± 8 ng Ang-I · h-1 · mL-1 ab (Abb. 48B). 
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Abb. 48: Effekt der Applikation von SC-560 (20 mg · kg-1 · d-1) auf die Renin-mRNA-Expression 
im Nierencortex (A) sowie die Reninaktivität im Plasma (B) während einer einwöchigen 
Hochsalzdiät (8 % NaCl m · m-1), einer einwöchigen Niedrigsalzdiät (0,02 % NaCl m · m-1), einer 
einwöchigen Applikation von Ramipril (10 mg · kg-1 · d-1) bzw. Candesartan (15 mg · kg-1 · d-1), 
einer Infusion von Furosemid (12 mg · d-1) über 48 h, sowie einer Nierenstenose durch 
linksarterielles Klippen (2K-1C) für zwei Tage. Die Bestimmung der mRNA erfolgte mittels 
Realtime RT-PCR und wurde auf β-Aktin standardisiert, die Bestimmung der PRA erfolgte 
mittels RIA. Angegeben ist der MW ± SEM von n = 4 Tieren.  †p < 0,05 vs. Furosemid allein. 
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6 Diskussion 

Die Regulation des Salz- und Wasserhaushalts des Körpers sowie des Blutdrucks erfolgt 

in erster Linie über das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Zahlreiche auf das 

RAAS stimulatorisch wirksame Einflüsse wurden in den letzten Jahrzehnten 

charakterisiert, jedoch sind die bis zur Reninfreisetzung nötigen Regulations-

mechanismen noch nicht vollständig aufgeklärt. Zu den als mögliche Botenstoffe in 

Betracht kommenden Substanzen zählen COX-gebildete Prostaglandine. Zum einen 

sind PGE2 und PGI2 in der Lage, die Reninexpression und –freisetzung direkt zu 

stimulieren, zum anderen wurde in Untersuchungen mit NSAR festgestellt, dass bei 

Hemmung der Cyclooxygenasen der Anstieg der PRA als Antwort auf verschiedene 

Stimuli vermindert wird. Nach der Charakterisierung der COX-2 und Darstellung 

selektiver COX-2-Inhibitoren wurde verstärkt die Funktion der über dieses Enzym 

gebildeten Prostaglandine für die Regulation des Renin-Systems untersucht. Die 

Enzyme Renin und COX-2 werden in der Rattenniere nicht nur in enger anatomische 

Nähe exprimiert, sondern häufig auch durch die gleichen Stimuli parallel reguliert. 

Unter Verwendung der in der therapeutischen Praxis eingesetzten COX-2-Inhibitoren 

Celecoxib und Rofecoxib konnte kein Einfluss COX-2-gebildeter Prostaglandine auf die 

Bildung und Freisetzung von Renin in der Niere festgestellt werden. Andere 

Arbeitsgruppen zeigten jedoch mit den experimentellen selektiven Inhibitoren 

SC-58236 und SC-58125 Gegenteiliges. Widersprüchliche Ergebnisse wurden auch mit 

COX-2-Knock-out-Mäusen erhalten, wobei hier die Arbeitsgruppen Tiere mit 

verschiedenen genetischen Hintergründen verwendeten. Ziel der Untersuchungen dieser 

Arbeit sollte es daher sein, den Beitrag COX-2-gebildeter Prostaglandine zur Synthese 

der Renin-mRNA und Sekretion von Renin in die Blutbahn mittels des COX-2-

selektiven Inhibitors SC-58236 näher zu charakterisieren. Dazu wurde der Effekt von 

SC-58236 in der von anderen Arbeitsgruppen ebenso verwendeten Dosierung von 

10 mg · kg-1 · d-1 (24, 151) auf bekannte Stimuli des RAAS zeitabhängig untersucht. 
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6.1 Einfluss des selektiven COX-2-Inhibitors SC-58236 
auf die Bildung und Freisetzung von Renin 

Einfluss auf die Expression der COX-1- und COX-2-mRNA sowie die Bildung von 

PGE2 in der Nierenrinde 

Die Zellen des dicken aufsteigenden Astes der Henle-Schleife sowie Macula densa-

Zellen bilden die Hauptorte der renocorticalen COX-2-Expression (45). Bereits nach der 

Verabreichung einer Einzeldosis SC-58236 konnte eine signifikante Senkung der 

PGE2-Konzentration sowohl im Urin als auch im Nierencortex auf ca. 50 – 60 % 

festgestellt werden, die durch weitere Behandlung keine stärkere Reduzierung erfuhr. 

Das Ausmaß der Prostaglandin-Synthese-Hemmung durch den COX-2-Inhibitor 

SC-58236 entspricht Befunden Anderer (139). Das bedeutet, dass die COX-2-Aktivität 

im Nierencortex bereits nach einmaliger Gabe von SC-58236 effektiv gehemmt wurde. 

Wie bereits in früheren Arbeiten mit anderen COX-2-Inhibitoren gezeigt, wurde 

gegenregulatorisch die COX-2-mRNA-Expression erhöht (59, 70). Dies dient 

wahrscheinlich dazu, die verminderte Enzymaktivität zu kompensieren. Da dieser 

Vorgang längere Zeit in Anspruch nimmt als die Aktivitätssenkung der COX-2, erreicht 

die Senkung der Expressionsrate erst nach zwei Tagen signifikante Werte. Die 

Hemmung der COX-2-Aktivität scheint jedoch weiterhin vollständig zu sein, da trotz 

der gesteigerten COX-2-mRNA-Abundanz keine Erhöhung der PGE2-Konzentration im 

Nierencortex festzustellen war. In Übereinstimmung mit Ergebnissen, die mit dem 

COX-2-Inhibitor Celecoxib erhalten wurden, wurde die COX-1-mRNA-Expression 

hingegen nicht beeinflusst (59), weshalb sich vermuten lässt, dass dieses Enzym nicht 

inhibiert wurde und die Bildung der restlichen Menge an PGE2 hierüber erfolgen 

konnte. 

Plasmakonzentration von SC-58236 nach 7 Tagen 

Um Aussagen über die Selektivität des COX-2-Inhibitors treffen zu können, wurde die 

Plasmakonzentration von SC-58236 bestimmt. Bei einmal täglicher Applikation von 

SC-58236 konnten mittels HPLC Plasmakonzentrationen in Höhe von 15,2 µmol · L-1 

nach 24 h und bis zu 46,3 µmol · L-1 nach 7 Tagen festgestellt werden. Hierbei ist 
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festzuhalten, dass die gemessene Konzentration an Tag 7 der maximal vorliegenden 

Konzentration entspricht, da die letzte Gabe des COX-2-Inhibitors zwei Stunden vor der 

Dekapitation erfolgte. 

Selektivität  

Aufgrund der hohen gemessenen Plasmakonzentrationswerte, die in einem Bereich 

liegen, die in in-vitro-Untersuchungen auch die COX-1 hemmen (106), war es nötig, die 

Substanz SC-58236 näher zu charakterisieren. Deshalb wurde eine modifizierte in-vivo-

Selektivitätsbestimmung durchgeführt. Herkömmliche Versuchsanordnungen nach dem 

air pouch-Modell sehen eine einmalige Verabreichung der zu untersuchenden Substanz 

etwa eine Stunde vor Carrageenan-Applikation vor. Da für die folgenden Versuche 

jedoch die Selektivität bei der höchsten vorliegenden Konzentration von Interesse war, 

wurde SC-58236 diesmal über 7 Tage hinweg verabreicht und erst am letzten Tag die 

Entzündungsreaktion hervorgerufen. Es zeigte sich, dass in der vorliegenden 

Plasmakonzentration von 46,3 µmol · L-1 die COX-2-abhängige PGE2-Bildung im 

Exsudat komplett unterdrückt wurde. Die Freisetzung des COX-1-abhängig gebildeten 

TxB2 aus den Blutplättchen wurde aufgrund großer Streuungen in der Kontrollgruppe 

nicht signifikant gesenkt. Es ist jedoch durchaus möglich, dass zumindest im Plasma 

eine signifikante Hemmung der COX-1 stattfinden könnte, da der von Penning et al. 

mittels rekombinanter Enzyme bestimmte IC50-Wert für SC-58236 bei 17,8 µmol · L-1 

liegt (106). Ähnlich schwankende TxB2-Werte wurden auch durch andere 

Arbeitsgruppen gefunden, die die Selektivität von 15 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 in 

Hunden bestimmten (41). Um eine Beeinflussung COX-1-gebildeter Prostaglandine 

genauer zu charakterisieren, wurde zudem die Freisetzung des COX-1-abhängig 

gebildeten PGE2 im Magen untersucht. Dieser Assay ist bereits mehrfach beschrieben 

und zeigt z. B. für den COX-1-selektiven Inhibitor SC-560 in einer Dosierung von 

40 mg · kg-1 · d-1, dass diese Substanz die COX-1-abhängige PGE2-Synthese hemmt, 

während durch Celecoxib (15 mg · kg-1 · d-1) keine Hemmung festzustellen ist (150). 

Nachdem SC-58236 die PGE2-Bildung im Magen nicht verändert, ist anzunehmen, dass 

SC-58236 die COX-1-Aktivität im Gewebe kaum hemmt. Dies könnte möglicherweise 

daran liegen, dass die Gewebekonzentration von SC-58236 geringer als die 

Plasmakonzentration ist und somit keine Hemmung der COX-1-abhängigen 
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PGE2-Synthese stattfindet. Paulson et al. fanden für das zu SC-58236 strukturanaloge 

Celecoxib unterschiedliche Konzentrationen in verschiedenen Geweben der Ratte, 

wobei im Magen die mit Abstand höchste Menge Celecoxib gefunden wurde (105). Es 

ist zu vermuten, dass dieses auch für das strukturanaloge SC-58236 gilt. 

Dementsprechend ist anzunehmen, dass SC-58236 die COX-1-abhängige 

Prostaglandin-Synthese in der Niere nicht beeinflusst. 

Einfluss auf die Bildung und Freisetzung von Renin 

Interessant war nun der zeitabhängige Effekt von SC-58236 auf die Renin-mRNA-

Abundanz sowie die PRA. Hier konnte für beide Werte eine Verminderung nach 

5-tägiger Behandlung gefunden werden. Die Senkung entspricht den verminderten 

basalen Renin-Konzentrationen, die in COX-2-Knock-out-Mäusen gefunden wurden 

(73, 156). Dies zeigt, dass die COX-2 in die Kontrolle der basalen Reninaktivität 

involviert ist. Die Freisetzung von Renin aus den JG-Zellen in die Blutbahn ist im 

Vergleich zur mRNA-Synthese ein schneller Prozess. Obwohl die Prostaglandin-

konzentration sowohl im Urin als auch im Nierencortex bereits nach einmaliger 

Applikation von SC-58236 signifikant reduziert war, erfolgte die parallele Senkung von 

Renin-mRNA und PRA erst nach weiteren Applikationen des COX-2-Inhibitors. 

Infolgedessen scheint die Verminderung der PRA auf die Senkung der Renin-mRNA-

Expression zurückzuführen zu sein, welche in vitro über Stunden hinweg erfolgt und 

in vivo länger dauern könnte. Dafür sprechen auch Daten aus einer Untersuchung an 

isoliert perfundierten Nieren, die keinen Einfluss einer akuten COX-2-Inhibition auf die 

basale Reninsekretion aufzeigen (18). 

Auch sekundäre Mechanismen könnten für die späte Senkung der mRNA-Expression 

und PRA verantwortlich sein. Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass nicht nur eine 

unselektive COX-Hemmung, sondern auch die selektive COX-2-Inhibition per se den 

systemischen Blutdruck erhöht und eine verminderte Salz- und Wasserausscheidung zur 

Folge hat (100, 116, 118). Durch beide Prozesse wird das RAAS gehemmt. Die 

festgestellte geringfügige Steigerung des systolischen Blutdrucks könnte also durchaus 

an dem oben genannten Regulationsprozess beteiligt sein. Dem stehen Untersuchungen 

an SHR- und WKY-Ratten gegenüber, deren Daten zeigen, dass eine 4-wöchige 
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Behandlung mit Rofecoxib zwar signifikant den systolischen Blutdruck erhöht, jedoch 

keinen Einfluss auf die Renin-mRNA-Expression oder die PRA hat (56). Trotz allem 

kann der Einfluss des systolischen Blutdrucks auf das RAAS in der hier vorliegenden 

Arbeit nicht ausgeschlossen werden. Weiterhin wird eine direkte Hemmung 

verschiedener Adenylylcyclase-Isoformen durch das zu SC-58236 strukturanaloge 

Celecoxib beschrieben, wodurch es zu einer Senkung der Reninfreisetzung kommen 

könnte. Allerdings sind hierfür hohe mikromolare Konzentrationen von Celecoxib und 

dementsprechend wahrscheinlich auch SC-58236 nötig (121), die in den hier 

vorliegenden Versuchsreihen nicht erreicht werden. 

 

Diese basalen Effekte von SC-58236 beeinflussen nun auch den weiteren 

Versuchsaufbau. Wenn COX-2-gebildete Prostaglandine als Signalmoleküle für die 

Aktivierung des RAAS notwendig sein sollten, müsste die Hemmung der COX-2-

abhängigen Synthese dieser Prostaglandine auch die Effekte von RAAS-

stimulatorischen Substanzen oder Manipulationen auf die Reninexpression und 

-freisetzung vermindern. Hierbei sollte bereits eine zweitägige Applikation von 

SC-58236, die, wie bereits beschrieben, die COX-2-abhängige PGE2-Synthese wirksam 

hemmt, ohne die Reninsekretion per se zu beeinflussen, in der Lage sein, den Anstieg 

der Reninparameter zu vermindern oder komplett aufzuheben. Da andere 

Arbeitsgruppen bisher jedoch nur den Effekt einer einwöchigen COX-2-Hemmung 

mittels SC-58236 untersuchten (24, 46, 151), bei der bereits die basale Reninaktivität im 

Plasma abfällt, wurde bei den Versuchsgruppen, bei denen maximal eine zweitägige 

Stimulation des Renin-Systems erfolgen konnte, zusätzlich eine 5-tägige 

Vorbehandlung mit dem COX-2-Inhibitor durchgeführt. Es wurde untersucht, ob 

COX-2-gebildete Prostaglandine in die Aktivierung des Renin-Systems durch 

Applikation von ACE-Hemmern oder AT1-Rezeptorantagonisten, durch Gabe des 

Schleifendiuretikums Furosemid, bei Niedrigsalzdiät, Nierenarterienstenose, bei 

β-adrenerger Stimulation durch Isoprenalin oder Applikation von Hydralazin involviert 

sind. 
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Einfluss von SC-58236 auf die Stimulation des Renin-Systems durch ACE-

Inhibitoren oder AT1-Rezeptorantagonisten 

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass COX-2-gebildete Prostaglandine 

Signalmoleküle für die Stimulation des Renin-Systems nach pharmakologischer 

Hemmung des negativen Feedbacks durch ACE-Inhibitoren bzw. AT1-Rezeptor-

antagonisten sein könnten, da zum einen eine einwöchige Behandlung mit SC-58236 

unter gleichzeitiger Captopril-Gabe die Reninexpression und –freisetzung vermindert, 

zum anderen in COX-2-Knock-out-Mäusen gemischten Hintergrunds durch Captopril-

Behandlung kein Anstieg der mRNA bzw. der PRA festzustellen war (24, 25). 

In Übereinstimmung zu früher publizierten Daten (24, 61, 70), erhöhten die ACE-

Inhibitoren Captopril und Ramipril sowie der AT1-Rezeptorantagonist Candesartan in 

der hier vorliegenden Versuchsreihe sowohl die COX-2-mRNA-Expression als auch die 

PGE2-Konzentration im Nierencortex, ohne dabei die COX-1-mRNA-Expression zu 

modulieren. Die Applikation von SC-58236 verminderte den durch alle drei Substanzen 

vermittelten PGE2-Anstieg effizient auf die gleiche absolute Größe wie in der 

SC-58236-behandelten Kontrollgruppe, war allerdings nur in der Captopril-Gruppe 

auch in der Lage, die COX-2-mRNA-Abundanz zu erhöhen. Warum die zusätzliche 

Applikation von SC-58236 keinen weiteren Effekt auf den Anstieg der COX-2-mRNA-

Abundanz bei der Gabe von Ramipril bzw. Candesartan hat, kann nur vermutet werden. 

Es ist möglich, dass die COX-2-mRNA-Abundanz bereits durch alleinige Applikation 

der beiden Substanzen ein Maximum im Nierencortex erreicht hat und deswegen keine 

weitere Stimulation erfolgen konnte. 

Wie bereits durch Cheng et al. gezeigt, erhöhte der aufgrund seiner kurzen Halbwertzeit 

im Vergleich zu Ramipril schwächere ACE-Inhibitor Captopril die Renin-mRNA-

Abundanz sowie die PRA, während durch gleichzeitige Applikation des COX-2-

Inhibitors dieser Anstieg vermindert wurde (24). Gleichwohl war die relative Antwort 

noch vorhanden. Die basalen Reninparameter der mit SC-58236-behandelten 

Kontrollgruppe zugrunde gelegt, wurde durch die Gabe von Captopril ein 

vergleichbarer relativer Anstieg der Renin-mRNA-Abundanz sowie der PRA 

verzeichnet, ähnlich wie in den Placebo-behandelten Gruppen. Übereinstimmend mit 
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früheren Befunden erhöhten der potentere ACE-Inhibitor Ramipril und der 

AT1-Rezeptorantagonist Candesartan die Reninexpression und -freisetzung stärker (15, 

61), während gleichzeitige SC-58236-Applikation den absoluten Anstieg der Renin-

mRNA und der PRA senkte. Dennoch wurde auch hier der relative Anstieg der Renin-

Genexpression und –freisetzung nicht beeinflusst, so dass anzunehmen ist, dass COX-2-

gebildete Prostaglandine nicht essenziell für die Stimulation des Renin-Systems durch 

Hemmung des negativen Feedbacks sind. Die jüngsten Arbeiten an COX-2-defizienten 

Mäusen von Kim et al. bestätigen diese Vermutung und sprechen für eine Senkung der 

basalen Reninwerte bei dementsprechend verminderter absoluter Stimulierbarkeit des 

Renin-Systems (73).  

Die in der Kombination mit Candesartan durchgeführten Untersuchungen zur Dosierung 

des COX-2-Inhibitors zeigen, dass eine Dosierung von 1,0 mg · kg-1 · d-1 SC-58236 im 

Prinzip für eine Senkung der PGE2-Konzentration sowie eine Verminderung der Renin-

mRNA-Abundanz sowie der PRA ausreichend wäre. Für eine sichere Hemmung der 

PGE2-Bildung im Tiermodell Ratte ist jedoch die in den Versuchen verwendete 

Dosierung von 10 mg · kg-1 · d-1 zu empfehlen. In dieser Dosierung wurde auch die 

stärkste Verminderung der Reninparameter gefunden.  

Mit den beiden ACE-Inhibitoren sowie dem AT1-Rezeptorantagonisten konnte eine 

effiziente Senkung des systolischen Blutdrucks erzielt werden. Da gleichzeitig mit der 

SC-58236-Applikation auch der Blutdruckabfall in allen Versuchsgruppen vermindert 

wurde, kann ein sekundärer Effekt des Blutdrucks auf das Renin-System mit diesem 

Versuchsaufbau nicht ausgeschlossen werden. Dem steht jedoch eine Arbeit an SD-

Ratten gegenüber, in der der AT1-Rezeptorantagonist Candesartan kombiniert mit 

einem anderen COX-2-Inhibitor über 5 Tage hinweg appliziert wurde. Celecoxib war 

hier nicht in der Lage, den Anstieg der Renin-mRNA-Abundanz zu vermindern, obwohl 

in dieser Studie der Blutdruck signifikant gegenüber alleiniger Applikation von 

Candesartan erhöht wurde (61)  
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Einfluss von SC-58236 auf die salzabhängige Regulation des Renin-Systems 

Die Stimulation des RAAS als Antwort auf eine verminderte Salzzufuhr und somit 

verminderte Salzkonzentration an den Macula densa-Zellen wird mit der Wirkung 

COX-2-gebildeter Prostaglandine als Signalmoleküle in Verbindung gebracht (36, 155). 

Jedoch ist eine solche Diät erst nach einer Woche ausreichend wirksam, so dass nur der 

Effekt einer einwöchigen Applikation von SC-58236 untersucht werden konnte. 

Entsprechend früherer Ergebnisse wurde die Reninexpression und –freisetzung durch 

die Niedrigsalzdiät erhöht, während eine Hochsalzdiät die Senkung dieser zur Folge 

hatte (59). SC-58236 verminderte wie zuvor in COX-2-defizienten und SC-58125- 

behandelten Mäusen den absoluten Anstieg der Renin-mRNA und der PRA durch 

Niedrigsalzdiät (36, 155). COX-2-gebildete Prostaglandine scheinen jedoch nicht 

essenziell für diese Regulation zu sein, da der relative Anstieg beider Parameter durch 

die Stimulation mittels Niedrigsalzdiät im Verhältnis zur unbehandelten bzw. mit 

SC-58236 behandelten Kontrolle vergleichbar ist. Gleichermaßen verhält es sich bei der 

Hemmung des Renin-Systems durch eine Hochsalzdiät, wobei durch COX-2-Inhibition 

ein weiterer Abfall in der Reninexpression und –freisetzung zu verzeichnen war. 

SC-58236 beeinflusste den Blutdruck in der Niedrigsalzgruppe nicht, was ein Indiz für 

eine druckunabhängige Regulation der Reninparameter darstellt. 

Einfluss von SC-58236 auf die Stimulation des Renin-Systems durch Furosemid 

Schleifendiuretika wie Furosemid hemmen den Na+-K+-2Cl--Cotransporter (NKCC2), 

der auch in den Macula densa-Zellen des juxtaglomerulären Apparates lokalisiert ist. Es 

wird vermutet, dass über diesen Transporter die luminale Salzkonzentration detektiert 

wird. Die Hemmung des NKCC2 sollte, wie bereits dargelegt, zu einer Stimulation des 

Renin-Systems führen. Wie bereits mehrfach beschrieben, erhöht eine zweitägige 

Infusion von Furosemid die Reninexpression und –freisetzung (21, 60, 91). Es wird 

davon ausgegangen, dass diese Stimulation Prostaglandin-abhängig ist (40, 141). Im 

Gegensatz zu den anderen verwendeten Modulationen sanken bereits bei zusätzlicher 

Applikation von SC-58236 für zwei Tage die Renin-mRNA-Abundanz und die PRA 

signifikant. Dieser Befund spricht für die benannte These. Allerdings ist die hemmende 

Wirkung des COX-2-Inhibitors auf die Induktion der Renin-mRNA und PRA durch 
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Furosemid nicht vollständig, so dass ein Teil der RAAS-Stimulation auch über andere 

Signalmoleküle ablaufen könnte. Desweiteren vermindern COX-2-Inhibitoren die durch 

Furosemid-induzierte Diurese und Natriurese deutlich (Daten nicht gezeigt). Es ist 

deshalb nicht auszuschließen, dass sich diese beiden Effekte über einen anderen 

Mechanismus als die Macula densa-abhängige Kontrolle der luminalen 

Salzkonzentration auf das Renin-System auswirken.  

Einfluss von SC-58236 auf die Stimulation des Renin-Systems durch eine 

Nierenarterienstenose 

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen lassen vermuten, dass auch die Stimulation des 

RAAS durch eine renale Hypoperfusion von COX-2-gebildeten Prostaglandinen 

abhängig ist (36, 151). Übereinstimmend mit diesen Befunden erhöhte die 

Nierenarterienstenose, hervorgerufen durch Einengen der linken Nierenarterie durch 

Anlegen eines Klips, nach zwei Tagen die Reninexpression sowie den systemischen 

Blutdruck (92). Wie bereits vorher für andere Stimuli gezeigt, wurde auch hier bei 

gleichzeitiger Applikation des COX-2-Inhibitors SC-58236 die Renin-mRNA sowie die 

PRA nicht beeinflusst, während die Vorbehandlung zu einem deutlichen Anstieg beider 

Parameter führte. Auch in anderen Modellen wurden zuvor ähnliche Ergebnisse 

erhalten. So nutzen Wang et al. (151) das Abbinden der suprarenalen Aorta zur 

Erzeugung einer systemischen Hypertension bei gleichzeitig verminderter 

Nierendurchblutung. Eine gleichzeitige einwöchige Behandlung mit SC-58236 

verminderte zwar den absoluten Anstieg der Renin-mRNA und der PRA, jedoch 

wurden die Kontrollwerte noch immer um den Faktor zwei übertroffen. Den Schluss, 

dass COX-2-gebildete Prostaglandine für die Stimulation des RAAS verantwortlich 

sind, zogen diese Autoren, ohne zuvor die basalen Effekte von SC-58236 untersucht zu 

haben. Die in dieser Arbeit dargelegten Werte weisen hingegen deutlich darauf hin, dass 

die hemmende Wirkung des COX-2-Inhibitors auf die Senkung der basalen Reninwerte 

zurückzuführen ist, während die alleinige Hemmwirkung auf die Synthese COX-2-

gebildeter Prostaglandine nach zwei Tagen keinen Einfluss zu haben scheint. Außerdem 

unterscheiden sich die relativen Anstiege der Renin-mRNA und der PRA zur jeweils 

gleichermaßen mit SC-58236 behandelten Kontrollgruppe nicht von denen der Placebo-

behandelten Gruppen. Desweiteren wird diese Schlussfolgerung durch Daten einer 



Diskussion 

136 

anderen Arbeitsgruppe gestützt, die mittels des unselektiven COX-Inhibitors 

Meclofenamat eine Beteiligung von Prostaglandinen an der Reninstimulation durch 

Abbinden der suprarenalen Aorta ausschlossen (145). Die Erhöhung der COX-2-

mRNA-Abundanz in der geklippten Niere bzw. deren Senkung in der kontralateralen 

Niere stimmen mit den Ergebnissen früherer Untersuchungen überein (91).  

Einfluss von SC-58236 auf die Aktivierung des Renin-Systems durch Hydralazin 

Hydralazin ist ein potenter Vasodilatator, der über einen noch unbekannten 

Mechanismus direkt die glatten arteriolären Muskeln relaxiert, ohne dabei den 

Gefäßtonus der Venen zu beeinflussen. Die Stimulation der Reninfreisetzung scheint 

eine Folge des sinkenden Blutdrucks zu sein, da in Untersuchungen an der isoliert 

perfundierten Niere keine direkte Stimulation des RAAS durch Hydralazin zu 

beobachten war (unveröffentlichte Daten von Frank Schweda, Institut für Physiologie, 

Universität Regensburg). Vielmehr sollte die Aktivierung des RAAS sekundär über den 

renalen Barorezeptor-Signalweg erfolgen. Somit wäre Hydralazin eine gute Substanz, 

um die Aktivierung dieses Reaktionsweges in vivo zu untersuchen. Wie aus den 

Ergebnissen ersichtlich, kommt es durch die orale Applikation von Hydralazin bei den 

verwendeten SD-Ratten bereits nach 6 h zu einer effektiven Blutdrucksenkung, die nach 

24 h ein Maximum erreicht. Die durch diese Blutdrucksenkung bedingte Aktivierung 

des sympathischen Nervensystems führt zu einer Erhöhung der Herzfrequenz. Diese 

zeitabhängigen Befunde werden durch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen an 

Hunden bestätigt (2, 3). Interessanterweise wird auch die COX-2-mRNA-Abundanz 

innerhalb von 12 h gesteigert, so dass es zu einer vermehrten PGE2-Freisetzung im 

Nierencortex kommt. Parallel mit der PGE2-Konzentrationserhöhung wird die Renin-

mRNA-Abundanz erhöht, so dass man hier einen Zusammenhang zwischen COX-2-

gebildeten Prostaglandinen und der Reninexpression vermuten könnte. Der gemessene 

zeitabhängige Anstieg der PRA durch die orale Gabe von Hydralazin wurde auch in 

Humanstudien gefunden (85). Bereits in den 1980er Jahren wurde anhand von 

Untersuchungen mit dem unselektiven COX-Inhibitor Indomethacin die These 

aufgestellt, dass Prostaglandine die Hydralazin-induzierte Synthese und Freisetzung von 

Renin beeinflussen (7, 12, 111, 137). Die Aktivierung des Renin-Systems wird für den 

Anstieg des systolischen Blutdrucks bei Langzeitgabe verantwortlich gemacht (2). Auch 
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andere Arbeitsgruppen konnten durch 12-wöchige Behandlung mit Hydralazin in Hasen 

nur einen Blutdruckabfall um 10 mmHg feststellen, wie er in dieser Versuchsreihe nach 

5 Tagen wieder erreicht wurde (43). Bei gleichzeitiger Applikation des COX-2-

Inhibitors SC-58236 konnte nur noch eine verminderte Blutdrucksenkung beobachtet 

werden, wobei diese bereits nach zwei Tagen nicht mehr vorhanden war und nach 5 

Tagen über die Kontrollwerte anstieg. Gleichzeitig wurde jedoch die Herzfrequenz nicht 

beeinflusst. Während bei der Untersuchung der Renin-mRNA-Abundanz kein 

Unterschied zur alleinigen Applikation von Hydralazin festzustellen war, sank die PRA 

auf etwa 74 %. Gleiche Ergebnisse wurden auch mit Indomethacin erhalten (12, 13). 

Diese Verminderung der PRA kann zum einen auf eine verminderte Aktivierung des 

renalen Barorezeptors, zum anderen aber auch auf eine Verminderung COX-2-

gebildeter Prostaglandine im Nierencortex zurückzuführen sein. Letzterem steht jedoch 

entgegen, dass die relativen Anstiege der Reninexpression und –freisetzung nach 

5 Tagen Behandlung mit Hydralazin bzw. Hydralazin in Kombination mit SC-58236 

gleiche Werte gegenüber ihren jeweils ohne Hydralazin behandelten Kontrollen 

aufweisen. Außerdem würde der geringe Abfall der PRA eher auf einen geringen 

Einfluss der COX-2-gebildeten Prostaglandine hindeuten. Für die Drucktheorie spricht 

auch, dass der Blutdruck nach 5-tägiger Behandlung mit Hydralazin in etwa dem nach 

24-stündiger Applikation von Hydralazin und SC-58236 entspricht und der relative 

Anstieg der PRA um den Faktor 6,7 bzw. 6,3 vergleichbar ist. Die frühere Senkung der 

PRA gegenüber der Renin-mRNA-Abundanz lässt sich auf die schnellere Regulation 

der Reninfreisetzung aus den JG-Zellen zurückführen, während die Senkung der 

mRNA-Expression ein länger währender Prozess ist.  

Es war weiterhin interessant, ob SC-58236 den blutdrucksenkenden Effekt von 

Hydralazin vermindert oder ob ein anderer Effekt für die Erhöhung des systolischen 

Blutdrucks verantwortlich ist. Hierbei konnte festgestellt werden, dass sowohl 

kurzzeitige als auch langzeitige Hemmung der COX-2 durch SC-58236 keinen Einfluss 

auf die absolute Absenkung des mittleren arteriellen Drucks durch i. v.-appliziertes 

Hydralazin innerhalb der ersten halben Stunde hat. Für die Blutdruckerhöhung bei 

kombinierter Gabe von Hydralazin und SC-58236 müssen also andere Effekte als die 

Senkung der PGE2-Konzentration eine Rolle spielen, die aber hier nicht näher 
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untersucht werden konnten. Außerdem war festzustellen, dass die Applikation von 

Hydralazin i. v. bereits innerhalb von 30 min eine deutliche Steigerung der PRA 

hervorruft, die geringfügig nach zweistündiger und deutlich nach 5-tägiger 

Vorbehandlung mit SC-58236 gesenkt wurde, wobei der relative Anstieg der PRA zur 

jeweiligen Kontrolle in etwa gleiche Werte erreichte. Auch hieraus geht hervor, dass 

SC-58236 Einfluss auf die basale Reninaktivität, nicht jedoch auf die Stimulierbarkeit 

durch Hydralazin hat. 

Einfluss von SC-58236 auf die Stimulation des Renin-Systems durch Isoprenalin 

Um die Relevanz der basalen Reninaktivität für die Stimulation des Renin-Sytems zu 

verdeutlichen, wurde ein Prostaglandin-unabhängiges Modell gewählt. Isoprenalin 

aktiviert über eine direkte Stimulation von β1- und β2-Rezeptoren die Reninbildung und 

-freisetzung. Die Beteiligung von Prostaglandinen an der sympathischen Regulation des 

RAAS wird jedoch bereits seit längerem ausgeschlossen (50, 58, 76). Übereinstimmend 

mit diesen Erkenntnissen führte die alleinige Applikation von Isoprenalin weder zu 

einem Anstieg der COX-1- oder COX-2-mRNA bzw. des Proteins, noch zu einer 

Veränderung der PGE2-Konzentration im Nierencortex.  

Wie bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden konnte, wurde die 

Reninexpression und -freisetzung innerhalb von zwei Tagen bei den untersuchten 

Tieren gesteigert (63, 78). Gleichzeitige Applikation von SC-58236 beeinflusste diese 

hingegen nicht. Erst die Vorbehandlung mit dem COX-2-Inhibitor senkte sowohl die 

basale als auch die Isoprenalin-induzierte absolute Renin-mRNA-Expression sowie die 

PRA, jedoch differierte die relative Antwort auf die Isoprenalin-Stimulation in mit 

SC-58236 behandelten und unbehandelten Tieren nicht. Diese Daten korrelieren mit 

Befunden aus COX-2-defizienten Mäusen (73). Außerdem konnten Henrich et al. den 

gleichen Effekt an mit Prenalterol behandelten Hunden mit dem unselektiven COX-

Inhibitor Indomethacin nachweisen (50). Auch hier kam es zu einem verminderten 

absoluten, aber gleichem relativen Anstieg der PRA durch den β-Agonisten bei 

Vorbehandlung mit Indomethacin. Die hier vorliegenden Befunde sprechen dafür, dass 

die Applikation von SC-58236 über die Senkung der basalen Reninaktivität auch die 

maximale Stimulierbarkeit des Renin-Systems vermindert. 
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Die im Rahmen dieser Dissertation erhaltenen Daten zeigen, dass COX-2-gebildete 

Prostaglandine eher in die basale Expression und Sekretion von Renin involviert sind 

als in die Stimulation des Renin-Systems über die verschiedenen beschriebenen 

Mechanismen. In früheren Publikationen wurde von unterschiedlichen Arbeitsgruppen 

gezeigt, dass die selektiven COX-2-Inhibitoren Rofecoxib und Celecoxib keinen 

Einfluss auf die Stimulation des Renin-Systems durch Niedrigsalzdiät, ACE-Hemmung, 

AT1-Rezeptorblockade oder renale Hypoperfusion hatten (48, 54, 59, 61, 92, 112). Da 

hier aber auch die basale Reninaktivität im Gegensatz zu einer 5-tägigen Applikation 

von SC-58236 keiner Beeinflussung unterlag, ist es möglich, dass die durch andere 

Arbeitsgruppen gezeigte Hemmung des stimulierten Renin-Systems – mit Ausnahme 

des Schleifendiuretikums Furosemid - nach Applikation von SC-58236 ein 

substanzspezifischer Effekt ist. Dagegen sprechen aber Befunde an COX-2-Knock-out-

Mäusen die zeigen, dass COX-2-gebildete Prostaglandine in die basale Regulation des 

Renin-Systems eingreifen (73). Die dort durchgeführten Untersuchungen bestätigen die 

Befunde, dass COX-2-gebildete Prostaglandine über die Senkung der basalen 

Reninaktivität die absolute, jedoch nicht die relative Stimulierbarkeit des Renin-

Systems durch verschiedene bekannte Modulatoren vermindern. Dementsprechend ist 

es unwahrscheinlich, dass COX-2-gebildete Prostaglandine in den Signalweg dieser 

stimulatorischen Mechanismen per se involviert sind. Trotzdem ist ein Effekt COX-2-

gebildeter Prostaglandine nicht vollständig auszuschließen, da eine COX-2-abhängig 

stimulierte Reninsynthese und –freisetzung während der COX-2-Hemmung durch einen 

selektiven COX-2-Inhibitor über andere Mechanismen kompensiert werden könnte. Es 

ist jedoch unwahrscheinlich, dass ein Ausgleich über die Induktion von 

Prostanoidsynthasen erfolgt, da der Anstieg von PGE2 als Antwort auf verschiedene 

Stimuli effektiv gehemmt wird. Es wird vermutet, dass die unterschiedliche Wirkung 

der bisher untersuchten COX-2-Inhibitoren auf das Renin-System durch zu geringe 

Konzentration der Substanzen an den Zielzellen zurückzuführen ist (73). So konnte 

zwar für alle COX-2-Inhibitoren eine Hemmung der PGE2-Bildung aus dem 

Nierencortex gefunden werden, jedoch ist unklar, ob diese Hemmung an den 

verschiedenen Zelltypen auch gleichermaßen erfolgt. Hierin könnte die differierende 

Wirkung von Rofecoxib und Celecoxib auf das basale Renin-System im Vergleich zu 

SC-58236 begründet sein. 
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6.2 Einfluss des selektiven COX-1-Inhibitors SC-560 auf 
die Bildung und Freisetzung von Renin  

Um einen Einfluss COX-1-gebildeter Prostaglandine weitestgehend auszuschließen, 

wurde zusätzlich der Effekt eines selektiven COX-1-Inhibitors auf das basale Renin-

System sowie die Renin-mRNA-Genexpression und die Reninfreisetzung in die 

Blutbahn durch verschiedene Modulatoren untersucht. Der selektive COX-1-Inhibitor 

SC-560 weist nach Herstellerangaben eine 700-fache Selektivität gegenüber der 

Hemmung der COX-2 auf. Die angegebenen IC50-Werte für die Hemmung der COX-1 

(9 nmol · L-1) bzw. COX-2 (6,3 µmol · L-1) zugrundegelegt, werden in der im Versuch 

erreichten Konzentration von 0,85 µmol · L-1 etwa 10 % der COX-2-Aktivität inhibiert. 

Eine andere Arbeitsgruppe konnte bereits nachweisen, dass SC-560 in der Lage ist, 

60-70 % der gesamten Prostaglandinsynthese in vivo in nahezu allen Geweben zu 

hemmen (51). Dies konnte in der hier vorliegenden Arbeit für die PGE2-Freisetzung im 

Nierencortex bestätigt werden. Die Hemmung der PGE2-Freisetzung im Nierencortex 

blieb ohne Einfluss auf das Renin-System sowie den systolischen Blutdruck, woraus 

geschlussfolgert werden kann, dass COX-1-gebildete Prostaglandine keinen Einfluss 

auf die basale Reninaktivität haben. Ebenso konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, 

dass die Applikation von SC-560 ohne Einfluss auf die Renin-mRNA-Abundanz bzw. 

PRA bei Hochsalz- oder Niedrigsalzdiät, Applikation des ACE-Inhibitors Ramipril oder 

des AT1-Rezeptorantagonisten Candesartan sowie Nierenarterienstenose ist. Auch hier 

scheinen COX-1-gebildete Prostaglandine nicht in die Reninregulation involviert zu 

sein. Zum gleichen Ergebnis kommt eine andere Arbeitsgruppe, die mittels COX-1 

Knock-out-Mäusen einen Einfluss COX-1-gebildeter Prostaglandine an der Stimulation 

des Renin-Systems durch ACE-Inhibitoren ausschloss (26). COX-1-gebildete 

Prostaglandine waren jedoch in der Lage die durch das Schleifendiuretikum Furosemid 

erreichte Stimulation des Renin-Systems teilweise aufzuheben. Hierbei ist allerdings zu 

beachten, dass sowohl die Furosemid-induzierte Diurese als auch Natriurese durch 

SC-560 vermindert wurde (Daten nicht gezeigt), weshalb sekundäre Effekte auf das 

Renin-System nicht ausgeschlossen werden können.  
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Die Selektivitätsbestimmung für den COX-2-Inhibitor SC-58236 zeigte einen 

möglichen hemmenden Einfluss auf die Synthese COX-1-abhängiger Prostaglandine. 

Die Versuchsergebnisse mit dem COX-1-Inhibitor SC-560 legen jedoch die Vermutung 

nahe, dass die mittels SC-58236 bestimmten basalen Veränderungen der Synthese und 

Freisetzung von Renin nur auf die Hemmung der COX-2 und nicht der COX-1 

zurückzuführen sind.  

  



Zusammenfassung 

142 

7 Zusammenfassung 

COX-2-gebildete Prostaglandine werden als wichtige Botenstoffe für die Regulation des 

Renin-Systems als Antwort auf verschiedene Stimuli angesehen. Viele widersprüchliche 

Ergebnisse zur Rolle COX-2-gebildeter Prostaglandine für die Stimulation des Renin-

Systems sind auf die Verwendung unterschiedlicher COX-2-Inhibitoren sowie 

differierender Studienprotokolle zurückzuführen. Deswegen wurde in der hier 

vorliegenden Arbeit der selektive COX-2-Inhibitor SC-58236 verwendet, für den eine 

hemmende Wirkung auf die Reninexpression und –freisetzung bei Stimulation des 

RAAS gezeigt wurde.  

Der selektive COX-2-Inhibitor SC-58236 war in der in den Versuchen eingesetzten 

Dosierung in der Lage, die PGE2-Bildung im Nierencortex bereits nach einmaliger 

Behandlung deutlich auf 60 % der Kontrollwerte zu senken. Die Applikation von 

SC-58236 senkte die basale Renin-Genexpression sowie die PRA nach 5 Tagen. Dies 

deutet darauf hin, dass COX-2-gebildete Prostaglandine in die Kontrolle der basalen 

Reninaktivität involviert sein könnten. Ein Effekt eventuell vermindert gebildeter COX-

1-abhängiger Prostaglandine konnte hier mittels des COX-1-selektiven Inhibitors SC-

560 ausgeschlossen werden. Um den Einfluss des COX-2-Inhibitors auf die Modulation 

des Renin-Systems durch akute Stimuli zu untersuchen, wurden die Veränderungen der 

Renin-mRNA-Abundanz sowie der PRA bei gleichzeitiger Niedrigsalzdiät, ACE-

Hemmung, AT1-Rezeptorblockade, Isoprenalin-Infusion, Nierenarterienstenose bzw. 

Hydralazin-Gabe untersucht. Es zeigte sich, dass die Senkung der PGE2-Konzentration 

im Nierencortex durch SC-58236 nach zweitägiger Behandlung keinen Einfluss auf die 

durch Isoprenalin oder mittels einer Nierenarterienstenose erzeugte Aktivierung des 

Renin-Systems hatte. Erst nach 5-tägiger Applikation von SC-58236 erfolgte bei allen 

Stimuli eine deutliche Verminderung der Reninaktivität. Betrachtet man jedoch die 

relativen Anstiege der Renin-mRNA-Abundanz bzw. der PRA, konnte kein Unterschied 

zwischen den mit Placebo oder SC-58236 behandelten Ratten gefunden werden. Diese 

Befunde zeigen, dass die Hemmung der COX-2 über die Verminderung der basalen 

Expression und Sekretion von Renin die Stimulierbarkeit des Renin-Systems als 
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Antwort auf verschiedene Modulatoren senkt. Es erscheint deshalb unwahrscheinlich, 

dass COX-2-gebildete Prostaglandine in den Signalweg dieser stimulatorischen 

Mechanismen per se involviert sind. Auch die Beteiligung COX-1-gebildeter 

Prostaglandine an der Regulation des Renin-Systems kann mit den hier vorliegenden 

Daten weitgehend ausgeschlossen werden.  
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