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1  Zusammenfassung 

 

Der Mechanismus, über den Reninzellen während der renalen Entwicklung aus dem 

mesenchymalen Gewebe zur Gefäßwand gelangen und dort in diese integriert werden, wurde 

noch nicht beschrieben. Außerdem ist unklar, welche Faktoren die Rekrutierung von 

reninbildenden Zellen aus dem Mesenchym zu den Gefäßwänden hin induzieren und 

begünstigen. Perizyten, die wie reninexprimierende Zellen von einer gemeinsamen 

Vorläuferzelle, der Foxd1
+
-Zelle, abstammen, werden während der renalen Gefäßentwicklung 

über endothelial synthetisiertes PDGF-BB aktiviert und in sich entwickelnde Gefäßwände 

integriert. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit der PDGF-B-PDGFR-β-Signalweg und 

sein Einfluss auf die Reninzelldifferenzierung und -entwicklung sowie auf die präglomeruläre 

arterielle Gefäßstruktur mit Hilfe von Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen genauer untersucht. 

Dabei ergab sich, dass bei Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen am ersten Tag post partum im 

Vergleich zu Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Versuchstieren zum gleichen Entwicklungszeitpunkt eine 

verminderte Wanddicke der afferenten Arteriole auftritt. In der Höhe der Renin-mRNA-

Spiegel sowie der Lokalisation der Reninzellen in der Tunica media afferenter Arteriolen 

dieser Versuchsgruppe liegen aber keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Tie-

2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus vor. Bei adulten Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Tieren zeigen weder die 

Menge, Lokalisation und Verteilung von reninexprimierenden Zellen in der Niere noch der 

präglomeruläre arterielle Gefäßbaum hinsichtlich seiner Morphologie Auffälligkeiten. Die 

Renin-mRNA-Level von Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Tieren sind gegenüber Tie-2
+/+

-PDGF-

BB
fl/fl

-Tieren in allen drei untersuchten Entwicklungsstadien (Embryonaltag 18, postpartal 

Tag 1, Adultstadium) in nicht signifikantem Ausmaß vermindert. Durch eine Stimulation des 

Renin-Angiotensin-Systems mit Hilfe einer Niedrigsalz-Enalaprildiät erfolgt, 

übereinstimmend mit einem gleichartigen Phänomen bei Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen, eine 

retrograde Rekrutierung von reninproduzierenden Zellen in proximal gelegenen Anteilen 

afferenter Arteriolen sowie in geringem Anteil auch in Interlobulararterien. Aufgrund dieser 

Ergebnisse lässt sich folgern, dass der PDGF-B-PDGFR-β-Signalweg keine beziehungsweise 

nur äußerst geringe Relevanz für die Integration von reninexprimierenden Zellen in die 

Gefäßwand sowie die Rekrutierung von Reninzellen zu ihrer typischen Position in der Tunica 

media von afferenten Arteriolen besitzt. 
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2 Einleitung 

 

2.1 Renale präglomeruläre Blutgefäßentwicklung 

 

Die Vaskularisierung der Niere erfolgt im Zusammenspiel mit der epithelialen Nephrogenese 

(Sariola et al. 1991; Sequeira Lopez & Gomez 2011). Zur Entwicklung des renalen arteriellen 

Gefäßbaums tragen sowohl die Prozesse der Angiogenese als auch der Vaskulogenese bei 

(Gomez et al. 1997). Im Frühstadium der Nierenentwicklung ist die Vaskulogenese von 

größerer Bedeutung, in späteren Stadien die Angiogenese (Sequeira Lopez & Gomez 2011). 

Als Angiogenese bezeichnet man die Neubildung von Blutgefäßen durch Aussprossung aus 

bereits existierenden Gefäßen. Hierzu trägt die Migration und Proliferation von bereits 

differenzierten endothelialen Zellen bei, die eine Rekrutierung perivaskulärer Zellen 

beeinflusst. Unter Vaskulogenese versteht man die de novo Synthese von Blutgefäßstrukturen 

aus endothelialen Vorläuferzellen wie Angioblasten. Progenitorzellen differenzieren sich, 

assemblieren lokal und bilden Endothelröhren aus. Anschließend kommt es zur Rekrutierung 

lokaler mesenchymaler Zellen, die sich zu glatten Gefäßmuskelzellen differenzieren und den 

neu gebildeten Gefäßen Stabilität verleihen (Risau et al. 1988; Risau 1997; Sequeira Lopez & 

Gomez 2011). Im Zuge der Vaskulogenese und Angiogenese entstehen unter dem Einfluss 

von VEGF von endothelialen Zellen gesäumte Gefäßröhren (Carmeliet et al. 1996; Stratman 

& Davis 2012a). Auf ihrer abluminalen Seite erfolgt eine Rekrutierung von perivaskulären 

Zellen wie glatten Muskelzellen und Perizyten, welche die Gefäßstruktur stabilisieren sowie 

entscheidend zur weiteren Gefäßreifung und -verlängerung beitragen. Hierbei interagieren 

Perizyten und Endothelzellen über lösliche parakrine und membrangebundene Faktoren 

(Stratman & Davis 2012b). Wichtige Stimulanzien für die Perizytenintegration in die 

Gefäßwand, für die vaskuläre Entwicklung sowie für die parakrine Interaktion zwischen 

Endothelzellen und Perizyten sind endothelial produziertes PDGF-BB (platelet derived 

growth factor BB), VEGF (vascular endothelial growth factor), Angiopoietine, TGF-β 

(transforming growth factor beta), HB-EGF (heparin-binding epidermal growth factor) und 

die Notchsignalkaskade (Risau & Ekblom 1986; Risau et al. 1992; Suri et al. 1996; Hirschi et 

al. 1998; McCright et al. 2001b; Sequeira Lopez & Gomez 2011). Diese Wachstumsfaktoren 

binden an entsprechende Rezeptoren auf Perizyten und üben so ihre Wirkung aus (Sequeira 

Lopez & Gomez 2011). Endothelial synthetisiertes PDGF-BB vermittelt seine Effekte über 
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den PDGF-β-Rezeptor (PDGFR-β) auf Perizyten und glatten Gefäßmuskelzellen (Sundberg et 

al. 1993; Hellström et al. 1999). PDGF-BB ist essentiell für die Rekrutierung von Perizyten 

und vaskulären Glattmuskelzellen hin zu sich entwickelnden endothelialen Zellröhren und der 

damit einhergehenden vaskulären Basalmembranentwicklung (Hellström et al. 1999; 

Lindblom et al. 2003; Stratman et al. 2009). So korreliert eine deutlich verminderte Anzahl 

von Perizyten um Mikrogefäße bei einem selektiven Knockout (KO) der PDGF-B-Kette in 

endothelialen Zellen während der renalen Entwicklung mit mikrovaskulären Schäden wie 

Mikroaneurysmen, unregelmäßigen Durchmessern der Mikrogefäße sowie einer 

unregelmäßigen Kapillardichte (Enge et al. 2002; Bjarnegard et al. 2004). Diese 

Veränderungen könnten bedingt sein durch verminderte Proliferation, gestörtes Überleben 

und/oder reduzierte Rekrutierung von Perizyten (Stratman & Davis 2012b). Bei einer 

kompletten Inaktivierung der PDGF-B-Kette während der Nephrogenese treten, einhergehend 

mit einem Fehlen von Mesangialzellen, fehlentwickelte Glomeruli mit nur einer oder wenigen 

aneurysmaartigen Kapillaren, generalisierte Ödeme und schwere Hämorrhagien mit 

Erythroblastose, Anämie sowie Thrombozytopenie auf. Diese Entwicklungsstörungen sind 

verantwortlich für den perinatalen Tod der Versuchstiere (Levéen et al. 1994). Ähnliche 

Störungen (Fehlen von Mesangialzellen, Anämie, Thrombozytopenie, Hämorrhagien und 

abnorm entwickelte Glomeruli ohne Kapillarknäuel) treten bei einem generellen Knockout 

des PDGF-β-Rezeptors auf (Soriano 1994). Außerdem fehlen bei einer kompletten 

Inaktivierung der PDGF-B-Kette mikrovaskuläre Perizyten und es kommt zum Auftreten von 

kapillären Aneurysmen (Lindahl et al. 1997). 

Der Notchsignalweg ist von großer Bedeutung für die Entwicklung von Endothel-, Renin-, 

Mesangial- und vaskulären Glattmuskelzellen (Limbourg 2005; Morrow et al. 2008; 

Castellanos Rivera et al. 2011; Boyle et al. 2014; Lin et al. 2014). So ist die basale 

Reninsyntheserate bei einer konditionalen Deletion von RBP-J (recombination signal binding 

protein for immunoglobulin kappa J region), dem transkriptionellen Effektor des 

Notchsignalwegs, in Zellen der Reninlinie im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert. 

Außerdem wird im adulten Organismus eine verminderte Rekrutierung von Reninzellen bei 

chronischer Stimulation des Renin-Angiotensin-Systems durch Niedrigsalz-Captoprildiät 

beobachtet (Castellanos Rivera et al. 2011). Des Weiteren führt eine Deletion von Notch2 zu 

Aneurysmen sowie teilweise zu einer fehlenden Ausbildung des glomerulären Kapillarnetzes 

und zu hypoplastischen Nieren (McCright et al. 2001a). Der Reninpromotor wird durch die 

intrazelluläre Domäne von Notch1 aktiviert (Pan et al. 2005a).  
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VEGF stimuliert über Flt-1- und Flk-1-Rezeptoren die Aktivierung und Bildung von 

endothelialen Zellen (Tufro-McReddie et al. 1997; Tufro et al. 1999; Mattot et al. 2002). 

VEGF-KO-Mäuse weisen eine verspätete Entwicklung und eine pathologische Akkumulation 

endothelialer Zellen auf. Außerdem treten bei diesen Versuchstieren bei der Gefäßausbildung 

Unregelmäßigkeiten wie vergrößerte Gefäßdurchmesser und eine verminderte sowie 

fehlerhafte Bildung größerer Gefäße auf (Carmeliet et al. 1996). Flk-1-KO-Mäuse versterben 

am 8./9. Embryonaltag, was auf einen Defekt in der Entwicklung von hämatopoietischen und 

endothelialen Zellen sowie der hiermit verbundenen Ausbildung des vaskulären Systems 

zurückzuführen ist (Shalaby et al. 1995). Flt-1-KO-Mäuse sind zwar in der Lage endotheliale 

Zellen auszubilden, diese assemblieren aber gruppenweise in dilatierten, mit weiteren 

Gefäßen fusionierenden Gefäßtuben (Fong et al. 1995).  

Aufgrund des Nachweises von endothelialen Vorläuferzellen im humanen Blut ist eine 

Neubildung von Blutgefäßen (Neovaskulogenese) auch im adulten Organismus anzunehmen 

(Asahara et al. 1997; Murohara et al. 2000). Im hypoxischen Gewebe spielt VEGF bei dieser 

adulten Neovaskulogenese eine wichtige Rolle (Li et al. 2006). Im Adultstadium sind vor 

allem Angiogeneseprozesse von großer Bedeutung. Die Angiogenese ist Bestandteil sowohl 

von physiologischen Vorgängen wie beispielsweise Wundheilung und plazentarer 

Angiogenese als auch von pathologischen Mechanismen wie z.B. tumorinduzierter 

Angiogenese und diabetischer Retinopathie (Folkman 1971; Rand 1981; Hunt et al. 1984; 

Reynolds & Redmer 2001).  

Die renale Blutgefäßentwicklung bei der Maus beginnt am zwölften Embryonaltag (E12) mit 

der Entwicklung der A. renalis (Arteria renalis). Im Folgenden bilden sich durch 

Aufzweigung der A. renalis am 13. Embryonaltag zunächst die Interlobararterien. Durch 

erneute Verzweigungen der Interlobararterien am 13. sowie 14. Embryonaltag werden Aa. 

arcuatae gebildet, welche sich wiederum in Aa. interlobulares und diese schließlich in Aa. 

afferentes (E15) aufteilen. Die afferenten Arteriolen münden in das Kapillarnetz des 

Glomerulus, aus dem weiter distal efferente Arteriolen hervorgehen (Sauter et al. 2008). 

Dieses komplexe intrarenale Verzweigungsmuster entsteht durch Sprossung und 

Intussuszeption, zwei Mechanismen der Angiogenese (Makanya et al. 2005). 
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2.2 Renin-Angiotensin-System 

 

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) dient hauptsächlich der Regulation des Elektrolyt- und 

Wasserhaushalts des Körpers und ist somit eng mit der Blutdruckeinstellung verknüpft (Davis 

& Freeman 1976; Wagner & Kurtz 1998). Außerdem scheint es bei hypertrophen und 

fibrotischen Vorgängen eine Rolle zu spielen (Castrop et al. 2010). Man unterscheidet 

zwischen einem systemischen sowie mehreren lokalen Renin-Angiotensin-Systemen, welche 

in unterschiedlichen Organen (z.B. kardiovaskuläres System, Niere und Nervensystem) 

beschrieben wurden (Paul et al. 2006). Durch unterschiedliche Stimuli (siehe 2.3.3) wird die 

Signalkaskade des klassischen, systemischen Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems 

ausgelöst. Die vor über 100 Jahren erstmals beschriebene Aspartylprotease Renin wird aus 

granulierten juxtaglomerulären (JG-) Epitheloidzellen der Niere ins Blutplasma sezerniert und 

spaltet dort spezifisch das in der Leber produzierte α-Glykoprotein Angiotensinogen zum 

physiologisch inaktiven Dekapeptid Angiotensin I (ANG I) (Tigerstedt & Bergman 1898; 

Menard et al. 1983; Hackenthal et al. 1990; Hall 2003). Dieses wird durch das Angiotensin 

Converting Enzyme (ACE) mittels Abspaltung der beiden C-terminalen Aminosäuren 

Histidin und Leucin in das Oktapeptid Angiotensin II (ANG II; Aminosäuresequenz Asp-Arg-

Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) umgewandelt (Skeggs et al. 1956; Hackenthal et al. 1990). 

Exprimiert wird das ACE hauptsächlich von Endothelzellen der Lungengefäße, aber auch von 

Endothelzellen der Nierengefäße und zahlreichen anderen Zelltypen (NG & Vane 1967; 

Wallace et al. 1978). Das Peptidhormon ANG II ist der Haupteffektor des RAS und entfaltet 

seine vielfältige und komplexe Wirkung über AT1- und AT2-Rezeptoren (Angiotensin II-

Rezeptor Typ 1/2), deren physiologische Effekte sich zum Teil antagonistisch zueinander 

verhalten (Lin & Goodfriend 1970; Inagami et al. 1999; Gasparo et al. 2000). Die meisten 

bekannten Effekte von ANG II werden über AT1-Rezeptoren vermittelt. AT2-Rezeptoren 

finden sich vorwiegend im embryonalen Organismus sowie in geringerem Ausmaß als AT1-

Rezeptoren auch im adulten Gewebe (Gasparo et al. 2000). So weisen in der Niere während 

der Embryonalperiode mesenchymale Zellen, Glomeruli, Tubuli und renale 

Gefäßmuskelzellen AT2-Rezeptoren auf (Kakuchi et al. 1995; Ozono et al. 1997). Im 

Adultstadium werden AT2-Rezeptoren hauptsächlich von renalen interstitiellen Zellen und im 

Glomerulus exprimiert (Ozono et al. 1997). AT1-Rezeptoren finden sich im adulten 

Organismus beispielsweise auf Hepatozyten, Zellen der Zona glomerulosa der Nebenniere, 

Endothelzellen und vaskulären Glattmuskelzellen sowie auf Fibroblasten und Zellen des 
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endokrinen Systems (Murphy et al. 1991; Paxton et al. 1993; Ardaillou 1999; Inagami et al. 

1999; Gasparo et al. 2000). In der Niere werden AT1-Rezeptoren durch Mesangialzellen, 

Podozyten und vaskuläre Glattmuskelzellen von kleineren Arterien sowie von afferenten und 

efferenten Arteriolen exprimiert. Außerdem lässt sich der AT1-Rezeptor in renalen 

Sammelrohrzellen, Zellen der Macula densa (MD) sowie proximalen und distalen Tubuli 

nachweisen (Paxton et al. 1993; Harrison-Bernard et al. 1997; Miyata et al. 1999). Eine 

Aktivierung der AT1-Rezeptoren führt zu Vasokonstriktion und hierdurch zu einer Erhöhung 

des systemischen Blutdrucks (Ardaillou 1999). Des Weiteren wird über die Aktivierung von 

AT1-Rezeptoren die Sekretion des antidiuretischen Hormons (ADH) aus der Neurohypophyse 

ins Blutplasma stimuliert (Zini et al. 1996). Durch die Wirkung von ADH an V2-Rezeptoren 

kommt es an renalen Sammelrohrzellen zu einem vermehrten luminalen Einbau von 

Aquaporin 2 (AQP 2) und hierdurch zu einer gesteigerten Wasserrückresorption (Inoue et al. 

2001). Über V1a-Rezeptoren an vaskulären Glattmuskelzellen wird eine Vasokonstriktion 

erreicht, über V1b-Rezeptoren eine erhöhte Freisetzung von ACTH (adrenocorticotropes 

Hormon) aus der Adenohypophyse (Share 1988; Sugimoto et al. 1994). Über 

membrangebundene AT1-Rezeptoren auf Zellen der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde 

wird durch ANG II die Sekretion von Aldosteron stimuliert (Balla et al. 1991). Außerdem 

wird Aldosteron, ein aus Cholesterin gebildetes Steroidhormon, bei Hyperkaliämie, 

Hyponatriämie und unter Einfluss von ACTH vermehrt sezerniert (Lumbers 1999). Vermittelt 

über einen intrazellulär vorkommenden Mineralocorticoidrezeptor bewirkt Aldosteron eine 

erhöhte tubuläre Na
+
-Resorption durch Neusynthese und vermehrten luminalen Einbau von 

epithelialen Na
+
-Kanälen (ENaC) im distalen Nephron (Soundararajan et al. 2012). 

Basolateral werden Na
+
/K

+
-ATPasen und K

+
-Kanäle (ROMK) in die Zellmembran eingefügt 

(Schmidt 2010). Die gesteigerte Natriumresorption bewirkt eine osmotische Wasserretention 

und folglich eine Steigerung des intravasalen Volumens. Ein weiterer Effekt von ANG II ist 

die Induktion eines Durstgefühles und eines gesteigerten Salzappetits im zentralen 

Nervensystem (Fitzsimons 1998). 

Eine Aktivierung des RAS resultiert folglich über die Induktion unterschiedlicher Signal- und 

Stoffwechselwege in der Erhöhung des systemischen Blutdrucks und des zirkulierenden 

intravasalen Volumens. Renin fungiert im Sinne einer Substratlimitierung als der 

geschwindigkeitsbestimmende Faktor des RAS, da ACE und Angiotensinogen in 

ausreichender Menge vorhanden sind (Kurtz 1989; Peters & Clausmeyer 2002). Über die 

gesteigerte Natriumretention sowie die damit verbundene systemische Blutdruckerhöhung 
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bewirkt Aldosteron eine negative Rückkopplung auf die Reninsekretion (Hackenthal et al. 

1990). Andererseits stabilisiert Aldosteron wiederum die Renin-mRNA an isolierten JG-

Zellen (Klar et al. 2004). Auch ANG II übt durch eine Rückkopplungsschleife einen 

negativen Effekt auf die Synthese und Sekretion von Renin aus (Hackenthal et al. 1990). 

Aus medizinischer Sicht stehen verschiedene Inhibitoren des RAS zur Verfügung, die zur 

Behandlung von essentieller Hypertonie, Herzinsuffizienz und diabetischer Nephropathie 

eingesetzt werden können. Diese Hemmstoffe werden in vier Gruppen eingeteilt: Renin-

Inhibitoren, ACE-Hemmer, AT1-Rezeptorantagonisten und Aldosteronantagonisten.  

 

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Signalkaskade und Auswirkungen des klassischen RAS 
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2.3 Renin 

2.3.1 Reninexpression im embryonalen und adulten Organismus  

 

Während der Embryonalentwicklung der Maus findet sich erstmals an Tag 14 eine 

Reninexpression im Bereich des undifferenzierten Blastems des Metanephros (Sequeira 

Lopez et al. 2001). Reninexprimierende Zellen stammen von mesenchymalen Vorläuferzellen 

ab und können sich zu Mesangialzellen und zu glatten Gefäßmuskelzellen differenzieren. Die 

mesenchymalen Vorläuferzellen der Reninzellen exprimieren den Transkriptionsfaktor 

Foxd1. Des Weiteren entwickeln sich aus diesen mesenchymalen Vorläuferzellen direkt glatte 

Gefäßmuskelzellen, interstitielle und wandständige Perizyten sowie Fibroblasten der 

Adventitia (Humphreys et al. 2010; Sequeira Lopez & Gomez 2011). Außerdem sind 

Perizyten während der Fetal- und frühen Postnatalperiode ebenfalls in der Lage Renin zu 

exprimieren (Berg et al. 2013). Reninzellen fungieren wie Perizyten und glatte 

Gefäßmuskelzellen als murale Zellen im präglomerulären arteriellen Gefäßsystem (Armulik et 

al. 2005; Sauter et al. 2008). 

Während der Nephrogenese ist die Expression von Komponenten des RAS, vor allem von 

Renin, im Vergleich zum adulten Organismus deutlich erhöht und trägt zu einer 

physiologischen Nierenentwicklung bei (Gomez et al. 1989; Gomez & Norwood 1995; 

Schutz et al. 1996; Yosipiv & el-Dahr 1996; Hilgers et al. 1997; Guron & Friberg 2000). Eine 

Inhibition embryonaler reninsynthetisierender Zellen ruft renale Entwicklungsstörungen wie 

verkleinerte Nieren, atrophische und dilatierte Tubuli sowie atrophische und hyperplastische 

Glomeruli hervor. Außerdem finden sich in der Umgebung von diesen atrophischen 

Glomeruli und Tubuli undifferenzierte Zellen. Durchmesser und Gefäßwanddicke der renalen 

Gefäße zeigen keine Veränderungen (Pentz et al. 2004). 

In der sich entwickelnden Niere treten an Tag 15 erstmals reninexprimierende Zellen auf, die 

mit αSMA (α smooth muscle actin) kolokalisiert sind und sich in den Aa. arcuatae befinden. 

Zunächst findet man reninpositive Zellen in den größeren arteriellen Gefäßen der Niere, 

während in den meisten der afferenten Arteriolen erst mit zunehmender Reifung des Embryos 

reninexprimierende Zellen auftreten. Mit einer Verlagerung der Reninexpression von den 

proximalen Anteilen des präglomerulären Gefäßbaums über distale Anteile bis hin zur 
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Lokalisation im Bereich des juxtaglomerulären Apparats (JGA) im Adultstadium geht ein 

sukzessives Abschalten der Reninexpression und -synthese in den größeren renalen Gefäßen 

einher (Gomez et al. 1989; Sauter et al. 2008). An Verzweigungsstellen von Gefäßen wurde 

unmittelbar vor der Entwicklung eines neuen Gefäßbaumastes eine erhöhte Anzahl an 

reninexprimierenden Zellen beobachtet. Deshalb wurde postuliert, dass Renin für die 

Angiogenese eine wichtige Rolle spielt, was in anderen Studien allerdings nicht bestätigt 

werden konnte und für ein speziesspezifisches Phänomen gehalten wird (Reddi et al. 1998; 

Sauter et al. 2008).  

Im adulten Organismus ist die Anzahl reninproduzierender Zellen nicht immer konstant. Bei 

chronischer Suppression von Renin durch Hypertension, renale Denervation, unter 

Hochsalzdiät und mit zunehmendem Alter sinkt die Anzahl von reninproduzierenden Zellen 

(Zhang et al. 1992; Holmer et al. 1993; Kurtz & Wagner 1998). Bei chronischer Stimulation 

des RAS, z.B. durch ACE-Inhibition, Hypotension, Dehydrierung, Salzdepletion und 

Nierenarterienstenose, können bestimmte glatte Gefäßmuskelzellen und Mesangialzellen 

wieder zur Reninsynthese angeregt werden (Gomez et al. 1988; Kim et al. 1999; Fuchs et al. 

2002; Sequeira Lopez et al. 2004). Diese retrograd erfolgende Rekrutierung 

reninexprimierender Zellen zeigt ein diskontinuierliches band- beziehungsweise 

streifenförmiges Muster und breitet sich, ausgehend von den afferenten Arteriolen, bis zu den 

interlobularen Arterien und der A. renalis hin aus (Gomez et al. 1988; Fuchs et al. 2002).  

Epitheloide JG-Zellen, extraglomeruläre Mesangialzellen, Macula densa-Zellen des distalen 

Tubulus und vaskuläre Glattmuskelzellen bilden gemeinsam den juxtaglomerulären Apparat 

(Taugner et al. 1984). In der adulten Niere wird Renin hauptsächlich von epitheloiden JG-

Zellen produziert, welche in der Tunica media des Vas afferens in unmittelbarer Nähe des 

vaskulären Pols des Glomerulus liegen, dort glatte Gefäßmuskelzellen ersetzen und ihre 

typische kubische Form durch zahlreiche Reninspeichergranula erhalten (Barajas 1979; 

Taugner et al. 1984). JG-Zellen, welche als Teil der Gefäßwand fungieren, exprimieren kein 

Glattmuskelaktin (Sauter et al. 2008). In geringen Mengen wird Renin auch speziesabhängig 

von Zellen des extraglomerulären Mesangiums und der Tunica media der efferenten Arteriole 

gebildet (Kon 1999). 
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2.3.2 Reninsynthese und -sekretion 

 

Renin wird beim Menschen und dem C57/BI6-Mausstamm durch ein auf Chromosom 1 

lokalisiertes Gen (Ren-1C) kodiert (Chirgwin et al. 1984a; Chirgwin et al. 1984b). 

Dahingegen sind bei allen anderen Mausstämmen zwei Reningene (Ren-1D und Ren-2) auf 

Chromosom 1 vorhanden, deren Entstehung einer Genduplikation vor circa drei Millionen 

Jahren zugeschrieben wird (Dickinson et al. 1984; Holm et al. 1984; Field & Gross 1985). 

Bei Mäusen bestehen die Reningene aus neun Exons und acht Introns, beim Menschen kommt 

ein weiteres Exon (Exon 5A) hinzu, das für drei zusätzliche Aminosäuren kodiert. Insgesamt 

ergeben sich große Übereinstimmungen zwischen den einzelnen Arten (Castrop et al. 2010).  

Zu Beginn der Reninsynthese erfolgen Transkription und Translation. Anschließend wird das 

entstandene Prä-Prorenin in das endoplasmatische Retikulum transportiert, wo durch 

Abspaltung der Signalsequenz das enzymatisch inaktive Prorenin entsteht und sich der 

Weitertransport zum Golgi-Apparat anschließt. Aus dem Golgi-Apparat wird das Hormon 

entweder konstitutiv in kleinen, klaren Vesikeln als Prorenin sezerniert oder durch 

Glykosylierung mit Mannose-6-Phosphat-Resten versehen und in lysosomenartigen Dense-

Core-Vesikeln gespeichert, wo es durch Abspaltung von 46 N-terminalen Aminosäuren in die 

aktive Form überführt werden kann. Anschließend gelangen die Speichervesikel unter die 

Zellmembran und können über einen regulierten Exozytosemechanismus als aktives Renin 

sezerniert werden (Friis et al. 2000; Schweda et al. 2007). Bei Stimulation der Reninsekretion 

kommt es zu einer intrazellulären Fusion von reninhaltigen Vesikeln zu größeren Kavernen 

mit anschließender Exozytose. Die Reninausschüttung erfolgt durch die sogenannte 

Compound-Exozytose. Hierbei interagieren die sekretorischen Vesikel während der Fusion 

mit der Plasmamembran untereinander. Die Vesikel sind für das typische kuboide, granulierte 

Aussehen reninproduzierender Zellen verantwortlich (Pickett & Edwardson 2006; Steppan et 

al. 2012). 

Die regulierte Exozytose von Renin wird durch eine Erhöhung des intrazellulären cAMP-

Spiegels ausgelöst (Friis et al. 2000; Klar et al. 2002). Weitere wichtige regulatorische, in die 

Reninsekretion eingreifende second messenger sind Ca
2+

 und cGMP. Ein intrazellulärer Ca
2+

-

Anstieg in der JG-Zelle, wie beispielsweise durch ANG II vermittelt, ist für eine verminderte 

Reninfreisetzung verantwortlich, durch niedrige zytosolische Ca
2+-

Konzentration wird die 

Reninsekretion wiederum gesteigert. Dieser Mechanismus wird als Ca
2+-

Paradoxon 
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bezeichnet (van Dongen & Peart 1974; Ichihara et al. 1995; Ortiz-Capisano et al. 2007). Der 

suppressive Effekt eines intrazellulären Ca
2+

-Anstiegs auf die Reninsekretion wird über die 

von Calcium vermittelte Inhibition der Adenylatcyclasen AC5 sowie AC6 reguliert 

(Grünberger et al. 2006). Das Signalmolekül cGMP kann die Reninsekretion sowohl, wie bei 

niedriger zytosolischer Konzentration beobachtet, fördern, als auch bei höherer intrazellulärer 

Konzentration inhibieren (Gambaryan et al. 1998; Kurtz & Wagner 1998; Wagner et al. 

1998). 

 

2.3.3 Regulation der Reninsynthese und -sekretion 

2.3.3.1 Nierenperfusion und systemischer Blutdruck 

 

Die Regulation der Reninsynthese und -sekretion erfolgt u.a. über den arteriellen 

Nierenperfusionsdruck, wobei bei renaler Minderdurchblutung die Reninsekretion gesteigert 

wird (Skinner et al. 1963; Nafz et al. 1997). Einem verminderten Nierenperfusionsdruck 

können eine systemische Blutdrucksenkung, lokale vasokonstriktorische Reaktionen, 

Hypovolämie und/oder pathologische Veränderungen der Nierengefäße, beispielsweise eine 

Stenose der A. renalis, zu Grunde liegen (Schmidt 2010). Bei einem gesteigerten 

systemischen Blutdruck kommt es hingegen zu einer Senkung der Reninsekretionsrate 

(Wagner & Kurtz 1998). Die Existenz eines renalen Barorezeptors wurde postuliert, da an 

isoliert perfundierten Nieren und isolierten JG-Zellen nachgewiesen werden konnte, dass die 

Reninsekretionsrate abhängig von der Perfusion ist (Bock et al. 1992; Scholz & Kurtz 1993; 

Carey et al. 1997; Ryan et al. 2000).  

 

2.3.3.2 Salzhaushalt 

 

Eng verknüpft mit systemischem Blutdruck und renaler Perfusion ist der Salzhaushalt des 

Körpers. Bei adulten Ratten, die unter Niedrigsalzdiät gehalten werden, ist ein erhöhter 

Plasmareninspiegel festzustellen, unter Hochsalzdiät eine verminderte Reninsekretion 

(Holmer et al. 1993). Zu den Stimuli für eine Freisetzung von Renin aus Vesikeln der JG-

Zelle zählt man eine geringe tubuläre NaCl-Konzentration, welche an tubulären Zellen der 



 

18 

 

Macula densa registriert wird (Skott & Briggs 1987; Lorenz et al. 1991). Diese Zellen sind in 

unmittelbarer Nähe der reninexprimierenden Zellen der afferenten Arteriole lokalisiert, bilden 

einen Teil des distalen Tubulus und exprimieren apikal einen Na
+
-K

+
-2Cl

-
-Transporter 

(NKCC2) (Taugner et al. 1984; Lapointe et al. 1990; Bell & Lapointe 1997). Durch eine 

Vasokonstriktion der afferenten Arteriole wird bei hoher tubulärer NaCl-Konzentration ein 

verminderter renaler Blutfluss sowie folglich eine verminderte glomeruläre Filtrationsrate 

erreicht, und umgekehrt (Schnermann & Levine 2003). Der MD-Mechanismus ist vor allem 

bei akuten, weniger bei chronischen, Änderungen der tubulären NaCl-Konzentration relevant 

für die Reninsekretion (Castrop 2007). Dieser tubuloglomeruläre Feedbackmechanismus führt 

bei niedriger tubulärer NaCl-Konzentration direkt zu einem Anstieg der Reninsekretion, eine 

hohe NaCl-Konzentration hingegen hemmt diese (Skott & Briggs 1987; Schnermann 1998; 

Castrop 2007). Welche Faktoren in längerfristiger Hinsicht die salzabhängige 

Reninausschüttung regulieren ist nicht bekannt (Castrop et al. 2010). 

 

2.3.3.3 Sympathisches Nervensystem 

 

Das sympathische Nervensystem nimmt über verschiedene Mechanismen vor allem auf die 

basale Reninsekretion und -synthese Einfluss (Castrop et al. 2010). So können JG-Zellen 

durch eine β1-adrenerge sympathische Stimulation und einen erhöhten Katecholaminspiegel 

im Blutplasma über einen intrazellulären cAMP-Anstieg zu einer gesteigerten Reninsekretion 

angeregt werden (Vandongen et al. 1973; Bergsten et al. 2001; Boivin et al. 2001; DiBona & 

Kopp 1997). Renale Denervation und Inhibition der β-Adrenorezeptoren führen zu 

verminderter Stimulation der Reninexpression (Keeton & Campbell 1980; Holmer et al. 

1994). Bei β1- und β2-Adrenorezeptor-Knockoutmäusen ist die Plasmareninkonzentration im 

Vergleich zum Wildtyp um ca. 85 % vermindert (Kim et al. 2007).  

Zusätzlich ist zu berücksichtigen, dass das sympathische Nervensystem durch die Aktivierung 

von intrarenalen α1-Adrenorezeptoren eine Steigerung des Blutdrucks mit konsekutiv erhöhter 

Reninausschüttung bewirkt (Ehmke et al. 1989). Juxtaglomeruläre Zellen können über die 

Aktivierung von α1- oder α2-Adrenorezeptoren nicht direkt zur Reninsekretion angeregt 

werden (Hesse & Johns 1985). Bei Versuchstieren unter Niedrigsalzdiät ist die sympathische 

Aktivität in der Niere signifikant höher als bei solchen unter Hochsalzdiät (Carillo et al. 

2007).  
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2.3.3.4 Weitere Einflussfaktoren auf Reninsynthese und -sekretion 

 

Es wurden zahlreiche weitere Einflussfaktoren auf die Reninsynthese und -sekretion 

beschrieben. Eine Stimulation der Reninsynthese und/oder -sekretion bewirken Dopamin, 

Glukagon, Aldosteron, Adrenomedullin, CGRP (calcitonin gene-related peptide), 

Parathormon, Prostaglandine (PGI2 und PGE2) und VIP (vasoaktives intestinales Peptid) 

sowie die Schilddrüsenhormone Thyroxin und Trijodtyronin (Hauger-Klevene et al. 1977; 

Keeton & Campbell 1980; Porter et al. 1982; Kurtz et al. 1988; Gnaedinger et al. 1989; 

Marchant et al. 1993; Saussine et al. 1993; Jensen et al. 1997; Klar et al. 2004). Inhibierend 

auf die Reninkonzentration im Plasma wirken Endothelin, TNFα (tumor necrosis factor α), 

ANP (atriales natriuretisches Peptid), IL-1 und -6 (Interleukin-1 und -6) sowie PAF (platelet 

activating factor) (Pfeilschifter et al. 1985; Kurtz 1986; Kurtz et al. 1991; Jensen et al. 1998; 

Pan et al. 2005b; Todorov et al. 2002). 

 

2.4 Platelet derived growth factor (PDGF) 

 

Der Platelet-derived growth factor (PDGF) wurde vor etwa 40 Jahren erstmals als ein von 

Thrombozyten produzierter Faktor beschrieben, welcher die Proliferation glatter Muskelzellen 

stimuliert (Ross et al. 1974; Kaplan et al. 1979; Linder et al. 1979). Seitdem wurden 

zahlreiche weitere Funktionen dieses Wachstumsfaktors erforscht. 

 

2.4.1 Isoformen der PDGF-Familie 

 

Die PDGF-Familie setzt sich zusammen aus den Monomeren PDGF-A, -B, -C und -D, die 

über je zwei Disulfidbrücken zu den fünf bislang beschriebenen kationischen Homo- und 

Heterodimeren PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC und PDGF-DD verbunden 

werden (Heldin & Westermark 1999; Fredriksson et al. 2004). Die Gene für PDGF-A und -B 

liegen auf den Chromosomen 7 beziehungsweise 22 (Dalla-Favera et al. 1982; Doolittle et al. 

1983; Betsholtz et al. 1986). Zwischen den aus je etwa 100 Aminosäuren bestehenden 

Polypeptidketten PDGF-A und -B liegt eine ca. 50%ige Übereinstimmung der 
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Aminosäuresequenz vor (Heldin & Westermark 1999; Fredriksson et al. 2004). Durch drei 

intramolekulare Disulfidbrücken entsteht aus der Polypeptidkette ein „cystine knot“-Motiv, 

welches die sogenannte PDGF/VEGF-Homologiedomäne charakterisiert (Murray-Rust et al. 

1993; Fredriksson et al. 2004). Es bestehen strukturelle und funktionelle Ähnlichkeiten 

zwischen den beiden Wachstumsfaktoren PDGF und VEGF (Salven et al. 1998). Die beiden 

Untereinheiten eines PDGF-Dimers werden durch zwei intermolekulare Disulfidbrücken 

kovalent miteinander verbunden (Haniu et al. 1993; Haniu et al. 1994). Durch proteolytische 

Modifizierung am N-Terminus (A- und B-Kette) und am C-Terminus (B-Kette) entstehen 

intrazellulär aus Vorläufermolekülen PDGF-A und PDGF-B. Die Sekretion der aktiven 

Formen PDGF-AA, -AB und -BB erfolgt via Exozytose (Ostman et al. 1992).  

Neben den klassischen PDGF-Liganden -A und -B sind seit einigen Jahren zwei weitere 

PDGF-Liganden (PDGF-CC und -DD) bekannt, deren Gene auf den Chromosomen 4 und 11 

lokalisiert sind (Li et al. 2000; LaRochelle et al. 2001; Uutela et al. 2001; Dijkmans et al. 

2002). Diese beiden PDGF-Isoformen werden inaktiv sezerniert und durch limitierte 

Proteolyse der CUB-Domäne (= complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1) mittels extrazellulärer 

Proteasen aktiviert (Bergsten et al. 2001; Dijkmans et al. 2002; Fredriksson et al. 2004). 

 

2.4.2 PDGF-Rezeptoren und Signaltransduktion 

 

PDGF aktiviert als ein Signalmolekül aus der Gruppe der Wachstumsfaktoren einen Rezeptor 

vom Tyrosinkinasetyp (Ek et al. 1982). Die beiden PDGF-Rezeptor-Isoformen α und β 

bestehen aus je fünf extrazellulären immunglobulinartigen Domänen am N-Terminus und 

einer zytosolischen Tyrosinkinasedomäne mit intrinsischer Aktivität am C-Terminus, die über 

eine Transmembrandomäne verbunden sind (Yarden et al. 1986; Claesson-Welsh et al. 1989; 

Matsui et al. 1989;). Das Gen für PDGFR-α liegt auf Chromosom 4, der kodierende Abschnitt 

für PDGFR-β ist auf Chromosom 5 lokalisiert (Yarden et al. 1986; Spritz et al. 1994). Die 

PDGF-Rezeptoren liegen immer als homo- beziehungsweise heterodimere Rezeptorkomplexe 

vor (Bishayee et al. 1989; Heldin et al. 1989; Heldin & Westermark 1999). Die PDGF-

Liganden weisen ein unterschiedliches Bindungsmuster an die PDGF-Rezeptoren auf: So 

binden an PDGFR-α alle bekannten PDGF-Isotypen außer PDGF-DD und an den 

heterodimeren PDGFR-αβ-Komplex PDGF-BB, -AB und -CC. PDGF-BB und -DD wirken an 

PDGFR-β, wobei hier der erstgenannte Ligand derjenige mit der höchsten Affinität ist (Seifert 
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et al. 1989; Li et al. 2000; Bergsten et al. 2001). Zudem wird eine Aktivierung von PDGFR-

αβ durch PDGF-DD postuliert (siehe Abbildung 2) (LaRochelle et al. 2001). 

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Bindungsmusters der PDGF-Liganden an die PDGF-Rezeptoren. 

Durchgezogene Pfeile stellen die Fähigkeit der fünf PDGF-Liganden dar, die homo- beziehungsweise heterodimeren 

Rezeptorkomplexe zu aktivieren. Der gestrichelte Pfeil zeigt eine postulierte Bindung an. Modifiziert nach 

Fredriksson et al. 2004. 

 

Als dimere Moleküle binden die PDGF-Isoformen an zwei Rezeptoren gleichzeitig und rufen 

so eine durch Liganden induzierte Rezeptordimerisierung hervor (Bishayee et al. 1989; 

Heldin et al. 1989; Heldin & Westermark 1999). Die durch die Rezeptordimerisierung 

ermöglichte Auto- und Kreuzphosphorylierung von Tyrosinresten an der zytosolischen 

Domäne des Rezeptors bewirkt die Entstehung von Bindungsstellen für 

Signaltransduktionsmoleküle mit SH2-Domänen, wie beispielsweise PI3K (Phosphoinositid-

3-Kinase), PLCγ (Phospholipase Cγ), Src, MAP-Kinase (mitogen-activated protein-Kinase), 

GAP (GTPase activating protein) und Grb2/Sos (Kazlauskas & Cooper 1990; Kazlauskas et 

al. 1991; Langan et al. 1994; Gelderloos et al. 1998; Emaduddin et al. 1999; Schlesinger et 

al. 1999; Tallquist & Kazlauskas 2004). Über diese Signaltransduktionsmoleküle werden 

unterschiedliche intrazelluläre Signalkaskaden in Gang gesetzt. Die Autophosphorylierung 

des PDGF-Rezeptors bewirkt eine erhöhte katalytische Effizienz der Kinasen (Fantl et al. 

1989; Kazlauskas & Cooper 1989). Die beiden PDGF-Rezeptortypen bewirken intrazellulär 
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sich überlappende, aber nicht identische Mechanismen und Signale und unterscheiden sich in 

ihrem Expressionsmuster (Heldin & Westermark 1999). 

 

2.4.3 Expression von PDGF-Rezeptoren und -Liganden 

 

Ursprünglich wurden Thrombozyten als Produzenten von PDGF identifiziert (Ross et al. 

1974; Kaplan et al. 1979; Linder et al. 1979). Heutzutage ist bekannt, dass die PDGF-

Liganden von vielen unterschiedlichen Zelltypen synthetisiert werden. Für diese Arbeit ist 

besonders die Produktion von PDGF durch renale Endothelzellen, glatte Gefäßmuskelzellen 

und Mesangialzellen relevant (DiCorleto & Bowen-Pope 1983; Nilsson et al. 1985b, 1985a; 

Seifert et al. 1984; Abboud et al. 1987). In der Zeit der Embryonalentwicklung erfolgt die 

Synthese von PDGF-BB durch endotheliale Zellen aussprossender Gefäße, während PDGFR-

β von Zellen mesenchymalen Ursprungs, vor allem von Perizyten, glatten Gefäßmuskelzellen 

und Mesangialzellen exprimiert wird (Alpers et al. 1992; Sundberg et al. 1993; Lindahl et al. 

1997; Hellström et al. 1999). Zu PDGFR-α-exprimierenden Zellen zählen unter anderem 

glatte Gefäßmuskelzellen und mesenchymale Zellen, deren Lokalisation ohne spezifische 

Assoziation mit sich entwickelnden Gefäßen beschrieben wurde (Lindahl et al. 1997; Heldin 

& Westermark 1999).  

 

2.4.4 Physiologische Funktionen von PDGF 

 

PDGF bewirkt als wichtiger mitogener Wachstumsfaktor bei Zellen mesenchymalen 

Ursprungs, beispielsweise bei glatten Muskelzellen und Fibroblasten, sowie bei Zellen 

neuroektodermaler Herkunft wie Oligodendrozyten eine Stimulation der Proliferation und 

Migration (Westermark et al. 1990; Heldin & Westermark 1999; Fredriksson et al. 2004). 

PDGF-BB übt eine mitogene und chemotaktische Wirkung auf Mesangialzellen aus, welche 

hierdurch außerdem vermehrt zur Produktion extrazellulärer Matrix und Kontraktion angeregt 

werden (Mene et al. 1987; Shultz et al. 1988; Barnes & Hevey 1990; Doi et al. 1992). Die 

Vermittlung der Chemotaxis erfolgt sowohl über α- als auch über β-Rezeptoren, wobei über 

eine Aktivierung von α-Rezeptoren bei manchen Zelltypen, wie beispielsweise Fibroblasten 

und glatten Muskelzellen, die chemotaktische Wirkung auch inhibiert werden kann (Hosang 



 

23 

 

et al. 1989; Siegbahn et al. 1990; Shure et al. 1992; Yokote et al. 1996; Heldin & Westermark 

1999). Des Weiteren löst PDGF-BB angiogenetische und antiapoptotische Effekte sowie eine 

Reorganisation von Aktinfilamenten aus (Eriksson et al. 1992; Risau et al. 1992; Battegay et 

al. 1994; Nicosia et al. 1994; Yao & Cooper 1995). Ferner ist PDGF relevant für die 

Wundheilung im adulten Organismus sowie für embryonale Entwicklungsprozesse von ZNS, 

Lunge, Niere und Gefäßsystem (Fruttiger et al. 1999; Heldin & Westermark 1999). 

Die Synthese von PDGF wird gesteigert durch erhöhte Stimulation mit einigen 

Wachstumsfaktoren und Zytokinen, niedrigen Sauerstoffpartialdruck und Thrombin (Harlan 

et al. 1986; Kourembanas et al. 1997; Heldin & Westermark 1999). Die Expression des 

PDGF-Rezeptors wird durch inflammatorische Prozesse hochreguliert (Fellstrom et al. 1989). 

Besonders relevant ist der PDGF-B-PDGFR-β-Signalweg für physiologische Prozesse in der 

Niere. So erfolgt bei der renalen Vaskulogenese ein Zusammenspiel zwischen endothelialen 

Zellen, die PDGF-BB als chemotaktisches Signal sezernieren, und Perizyten, welche durch 

dieses Signal über ihren PDGF-β-Rezeptor zu sich entwickelnden Gefäßröhren gelockt 

werden und sich an diese anlagern (Sundberg et al. 1993; Hellstrom et al. 2001; Gerhardt & 

Betsholtz 2003; Lindblom et al. 2003). Der PDGF-B-PDGFR-β-Signalweg ist für die 

Entwicklung und Differenzierung von Zellen mesenchymalen Ursprungs äußerst relevant 

(Heldin & Westermark 1999). Die Entwicklung von muralen Zellen wie Perizyten und glatten 

Gefäßmuskelzellen sowie von Mesangialzellen hängt stark mit diesem Signalweg zusammen 

(Soriano 1994; Lindahl et al. 1997; Enge et al. 2002). Bei Knockouts von PDGF-BB oder 

PDGFR-β kommt es zu multiplen Störungen der vaskulären und renalen Entwicklung (siehe 

2.4.5.2).  

 

2.4.5 Beteiligung von PDGF bei pathologischen Prozessen 

2.4.5.1 Beteiligung von PDGF bei pathologischen Prozessen in verschiedenen Organen 

 

Bei unterschiedlichen pathologischen Prozessen wird in der Literatur eine Beteiligung von 

PDGF beschrieben. So sind bestimmte krankhafte Prozesse wie Lungen-, Leber- und 

Nierenfibrose sowie Sklerodermie mit einer gesteigerten Expression von PDGF-Liganden und 

-Rezeptoren assoziiert. Außerdem tritt bei einigen Tumoren, beispielsweise Glioblastomen 
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oder Sarkomen, eine auto- und/oder parakrine Sekretion dieses Wachstumsfaktors auf 

(Andrae et al. 2008). 

Des Weiteren spielen PDGF-BB und PDGFR-β eine wichtige Rolle bei physiologischen und 

pathologischen Entwicklungen im kardiovaskulären System. So sind beispielsweise vaskuläre 

Erkrankungen wie die Arteriosklerose durch eine vermehrte Expression von PDGF 

gekennzeichnet (Barrett & Benditt 1987; Raines 2004). Außerdem führt ein Knockout des 

PDGF-B-Proteins zu myokardialer Hypotrophie und Dilatation des Herzens mit reduzierter 

Wanddicke und verstärkter Trabekulierung (Levéen et al. 1994; Bjarnegard et al. 2004). 

Selektive Knockouts der PDGF-B-Kette im Endothel der Retina resultieren bei Mäusen mit 

verminderter Anzahl von Perizyten in ähnlichen Defekten - Mikroaneurysmen, unregelmäßige 

Durchmesser der Mikrogefäße und unregelmäßige Kapillardichte - wie sie auch bei einer 

diabetischen Retinopathie zu finden sind. Neben der Perizytenzahl ist bei diesen 

Versuchstieren auch die Anzahl an vaskulären Glattmuskelzellen reduziert (Enge et al. 2002). 

Auch in der Plazenta zeigen sich bei einem Knockout der PDGF-B-Kette dilatierte 

embryonale und maternale Gefäße sowie eine reduzierte Anzahl an Perizyten und 

Trophoblastenzellen (Ohlsson et al. 1999; Bjarnegard et al. 2004). Auf die Gefäßlänge und 

Anzahl der Gefäßaufzweigungen hat der Knockout von PDGF-B oder PDGFR-β aber keinen 

Einfluss (Hellstrom et al. 2001). Bei einem generellen Knockout des PDGF-β-Rezeptors 

kommt es ebenfalls zu multiplen Störungen wie einem Fehlen von Mesangialzellen, Anämie, 

Thrombozytopenie, Hämorrhagien und abnorm entwickelten Glomeruli ohne Kapillarknäuel 

(Soriano 1994). 

 

2.4.5.2 Beteiligung von PDGF bei pathologischen Prozessen in der Niere 

 

Eine komplette Inaktivierung der PDGF-B-Kette während der Nephrogenese ruft abnorm 

entwickelte Glomeruli mit nur einer oder wenigen aneurysmaartigen Kapillaren und 

generalisierten Ödemen hervor. Zudem treten schwere Hämorrhagien mit Erythroblastose, 

Anämie sowie Thrombozytopenie auf, welche u.a. verantwortlich für den perinatalen Tod der 

Versuchstiere sind (Levéen et al. 1994; Lindahl et al. 1997). Außerdem ist die Anzahl von 

Mesangialzellen im Glomerulus vermindert, das Herz und einige große Arterien dilatieren in 

späten Embryonalstadien (Levéen et al. 1994). Endotheliale Zellen sind nicht mehr in der 

Lage, Progenitorzellen von Perizyten zu sich in der Entwicklung befindlichen Gefäßen hin zu 
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rekrutieren (Lindahl et al. 1997; Ohlsson et al. 1999; Lindblom et al. 2003). Das Fehlen von 

Perizyten in PDGF-BB/-Rβ-defizienten Mäusen induziert endotheliale Hyperplasie, 

Mikroaneurysmen und durchschnittlich um 25% vergrößerte sowie variablere kapilläre 

Diameter (Hellstrom et al. 2001). Ein selektiver PDGF-BB-Knockout in endothelialen Zellen 

führt in der Embryonalperiode zu einem Fehlen von mesangialen Zellen, einer Erweiterung 

der Durchmesser der Glomeruli sowie einem Ballooning des glomerulären Kapillarnetzes. 

Drei Wochen postnatal entspricht die Anzahl mesangialer Zellen wieder annähernd dem 

Normalzustand, auch wenn der Kapillardurchmesser weiterhin erhöht ist (Bjarnegard et al. 

2004).  

Die Expression von PDGF ist bei vielen renalen Erkrankungen und pathologischen Prozessen 

in der Niere, wie z.B. mesangioproliferativer Glomerulonephritis, nephrotoxischer Nephritis, 

diabetischer Nephropathie, Nierentransplantation, Lupusnephritis, renaler Ischämie und 

Reperfusion sowie IgA-Nephropathie gesteigert (Floege et al. 2008). 
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2.5 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit 

 

Der Vorgang, durch den Reninzellen während der Embryonalperiode aus dem 

mesenchymalen Gewebe zur Gefäßwand gelangen und dort in diese integriert werden, wurde 

noch nicht beschrieben. Des Weiteren ist unklar welche Faktoren die Rekrutierung von 

reninproduzierenden Zellen aus dem Mesenchym zu den Gefäßwänden hin induzieren und 

begünstigen. Reninzellen bilden einen Teil der Gefäßwand und zählen wie glatte 

Muskelzellen und Perizyten zu den muralen Zellen. Es ist bekannt, dass sich bei der 

Neubildung renaler Gefäße zunächst Endothelzellen unter dem Einfluss von VEGF zu 

einfachen Gefäßtuben zusammenschließen, um welche sich dann eine stabile Wand von 

außen aufbaut. Nach dem heutigen Verständnis werden dazu Perizyten als murale 

Zellbestandteile rekrutiert, wobei Endothelzellen als chemotaktisches Signal PDGF-BB 

sezernieren und damit Perizyten anlocken. Die renalen Perizyten besitzen hierzu elementar 

PDGF-β-Rezeptoren. Perizyten gelten in der Niere nicht nur als Vorläufer von 

Gefäßmuskelzellen, sondern auch von mesangialen Zellen. Unter der Annahme, dass sich 

Reninzellen als murale Zellen eigentlich von Perizyten ableiten, wurde folgendes 

Arbeitsmodell entwickelt: Bei der Ausbildung des renalen Gefäßbaums werden Perizyten 

über Sekretion von PDGF-BB des neu gebildeten Endothels angelockt. Da diese über eine 

große Plastizität verfügen, differenzieren sie sich dabei auch in murale Zellen, welche 

beginnen Renin zu exprimieren. Um diesen hypothetischen Ansatz zu untersuchen wurde ein 

konditionales Modell verwendet, bei welchem selektiv in Endothelzellen die Synthese des 

PDGF-B-Proteins ausgeschaltet wurde. Da PDGF-BB während der renalen Gefäßentwicklung 

vor allem von Endothelzellen synthetisiert wird, wurden Mäuse mit Hilfe des Cre-loxP-

Systems unter der Verwendung von Tie-2 als Promotor generiert. Tie-2 ist eine 

Rezeptortyrosinkinase, die fast ausschließlich von endothelialen Zellen exprimiert wird und 

sich deswegen für einen spezifischen Knockout von PDGF-BB in diesen Zellen eignet. 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Material 

3.1.1 Geräte 

 

Gerät Hersteller 

Autoklav 112, KSG Sterilisatoren GmbH, Olching 

Computer Precision 690, Dell, Frankfurt am Main 

Eismaschine Ziegra Eismaschinen, Isernhagen 

Filtersets 

 

TRITC-Filter: 

Anregung 533-558 nm 

Emission 570-640 nm 

 

Cy2-Filter: 

Anregung 450-490 nm 

Emission 500-550 nm 

 

Cy5-Filter: 

Anregung 625-655 nm 

Emission 665-715 nm 

 

 

Filter set 43, Zeiss, Jena 

 

 

 

Filter set 38 HE, Zeiss, Jena 

 

 

 

Filter set 50, Zeiss, Jena 

Fluoreszenzlampe X-Cite 120, EXFO Life Sciences & Industrial Division, 

Mississauga, Canada 

Grafikkarte Quadro FX 4500, NVIDIA, Wurselen 

Homogenisator Ultra‐Turrax T25, Janke & Kunkel, Staufen 

Inkubationsschrank Modell B6200, Heraeus, Hanau 

Kamera AxioCam MRm, Zeiss, Jena 

Kühl- und Gefrierschränke Santo Kühlschrank, AEG, Nürnberg 

Comfortplus Gefrierschrank, Liebherr, Ochsenhausen 

Ultra‐low‐freezer ‐85°C, New Brunswick Scientific 
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Gerät Hersteller 

Magnetrührer MR 80, Heidolph, Schwabach 

Mikroskope Axiostar 1122‐100, Zeiss, Jena 

Axiovert 200M, Zeiss, Jena 

Mikrotom Rotationsmikrotom RM2265, Leica, Wetzlar 

MilliQ Plus PF 

Reinwasseranlage 

Millipore, Schwalbach 

PCR-Geräte Light Cycler 480, Roche, Mannheim 

Photometer BioPhotometer plus, Eppendorf, Hamburg 

pH-Meter Digital pH-Meter, Knick, Berlin  

Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000 Gilson, Middleton, USA 

Scantisch motorisierter Märzhäusertisch (MAC 5000 Controller), Ludl 

Electronic Products, München 

Schüttler SM 25, Edmund Bühler, Hechtingen 

UV-Leuchttisch Fluorescent Tables, Renner, Dannstadt  

UV-Spektrometer Gene Quant II, Pharmacia Biotech, Freiburg  

Vortexgeräte Vortex‐Genie 2, Scientific Industries, New York 

USA REAX1, Heidolph, Schwabach 

Waagen Feinwaage P-1210, Mettler, Gießen 

Feinwaage W13, Mettler, Gießen 

Analysenwaage H-20T, Mettler, Gießen  

Wärmeplatte HI 1220, Leica, Wetzlar 

Wärmeschrank Modell 300, Memmert, Schwabach 

Wärmetopf PSI, HOT POT 1.411.80/l 

Wasserbäder Modell W13, Haake, Karlsruhe 

1083, GFL, Burgwedel 

Zentrifugen Labofuge 400, Heraeus, Hanau 

Zentrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5417C, Eppendorf, Hamburg 
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3.1.2 Verbrauchsmaterial 

 

Produkt  Hersteller 

Auslaufpipetten 5 ml, 10 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Deckgläschen Marienfeld, Lauda-Königshofen 

Erlenmeyer Kolben Duran, Mainz 

Filter Schleicher&Schuell, Dassel 

Gewebe-Einbettkassetten Labonord, Mönchengladbach 

Glaswaren Roth, Karlsruhe 

Schott, Mainz 

Handschuhe Roth, Karlsruhe 

Light Cycler 480 Multiwell Platten 96 Roche, Mannheim 

Liquid Blocker Science Services, München 

Niedrigsalzfutter 0,02 % NaCl Ssniff, Soest 

Normalsalzfutter 0,6 % NaCl Ssniff, Soest 

Objektträger SuperFrost
®
Plus, Menzel, Braunschweig 

Parafilm American National Can, Greenwich, USA 

Pipettenspitzen (mit und ohne Filter) Sarstedt, Nümbrecht 

Präparatekästen Roth, Karlsruhe 

Reagiergefäße Eppendorf 0,5 ml, 1,5 ml,  

2,0 ml 

Sarstedt, Nümbrecht 

Reagiergefäße Falcon 15 ml, 50 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Silikonkautschuk Gießformen Roth, Karlsruhe 

Skalpellklingen Feather, Köln 

 

3.1.3 Chemikalien, Enzyme, Kits 

 

Produkt Hersteller 

Agarose Biozym, Oldendorf 

Chloroform Merck, Darmstadt 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Fluka, Neu-Ulm 
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Produkt Hersteller 

DNA Längenstandard: 100 bp DNA Ladder New England, Biolabs, Frankfurt am Main 

Enalapril Sigma, Deisenhofen 

Ethanol Merck, Darmstadt 

First Strand Buffer Invitrogen, Karlsruhe 

Glycergel Mounting Medium Dako North America, Carpinteria, USA 

Heparin Liquemin
®
 25000 5 ml Ampullen 

(5000 I.E./ml) 

Roche, Mannheim 

HCl 1N Merck, Darmstadt 

GoTaq DNA Polymerase, 5 U/µl Promega, Mannheim 

GoTaq Reaction Buffer Green Promega, Mannheim 

Isopropanol Merck, Darmstadt 

Isotone NaCl-Lösung 0,9% Braun, Melsungen 

K2HPO4 * 3 H20 Merck, Darmstadt 

Ketamin CP-Pharma, Burgdorf 

KH2PO4 Merck, Darmstadt 

Methanol Merck, Darmstadt 

M-MLV Reverse Transcriptase, 200 U/µl Invitrogen, Karlsruhe 

Na2HPO4 x 2 H2O Merck, Darmstadt 

NaCl Merck, Darmstadt 

NaOH 1N Merck, Darmstadt 

Oligo(dT)15 Primer, 0,5 µg/µl Promega, Mannheim 

PCR Nucleotide Mix (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP je 10 mM) 

Promega, Freiburg 

Pferdeserum (Horse Serum) Sigma, Deisenhofen 

Paraformaldehyd Sigma, Deisenhofen 

Paraplast-Plus Paraffin Sherwood, St. Louis, USA 

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Deisenhofen 

SYBR
®
 Green Master Kit Roche, Mannheim 

TRIzol
®
-Reagenz GibcoBRL, Eggenstein 

Xylazin Ratiopharm, Ulm 

Xylol Merck, Darmstadt 
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3.1.4 Primer 

 

Die Primer für die Genotypisierung wurden in gewünschter Nukleotidabfolge synthetisiert 

und lyophilisiert geliefert (Biomers.net, Ulm). Eine Konzentration von 100 pmol/µl wurde 

durch Zugabe von nukleasefreien Wasser erreicht. 

 

3.1.5 Antikörper 

 

Primärantikörper Klonalität Hersteller Verdünnung 

chicken anti-Renin IgG polyklonal Davids 

Biotechnologie,  

Regensburg 

1:400 

mouse anti-αSMA IgG polyklonal  Abcam, Cambridge, 

UK 

1:600 

 

Sekundärantikörper Konjugation Hersteller Verdünnung 

donkey anti-chicken 

IgG 

Rhodamin (TRITC) Dianova, Hamburg 1:400 

donkey anti-mouse-IgG Cy2 Dianova, Hamburg 1:400 

 

3.1.6 Lösungen und Puffer 

 

Sofern nicht andernorts vermerkt, wurden die Chemikalien für alle Lösungen und Puffer in 

H2Obidest gelöst. 
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Phosphate Buffered Saline (PBS)-Puffer, pH 7,4 

NaCl 136 mM 

KCl 2,7 mM 

Na2HPO4 x 2 H2O 10,1 mM 

KH2PO4 1,8 mM 

 

Perfusionslösung zur Fixierung von Gewebe 

PBS  

Paraformaldehyd 3 % 

 

PBS-Otto-Puffer, pH 7,4 

K2HPO4 x 3 H2O 10 mM 

NaCl 140 mM 

KH2PO4 10 mM 

 

Waschpuffer 

PBS-Otto-Puffer  

BSA 1 % 

 

Blockierlösung 

PBS-Otto-Puffer  

BSA 1 % 

HS 10 % 

 

Agarosegel 

TAE  

Agarose 1,5 % 

 

Tris-HCl für gDNA-Extraktion 

Tris-HCl 1 M, pH 8 
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10x TAE (Tris-Acetat-EDTA) Puffer 

Tris Base 0,4 M 

Essigsäure 0,2 M 

EDTA 10 mM 

 

NaOH für gDNA-Extraktion 

NaOH 25 mM 

 

DEPC-H2O 

DEPC in H2O 1/1000 V 

Schütteln und über Nacht unter Abzug stehen lassen, anschließend autoklavieren 

 

3.1.7 Software und Internetdienste 

 

Diese Doktorarbeit wurde mit Hilfe von Microsoft Office (Microsoft Office Excel, PowerPoint 

und Word) 2007 verfasst. Zur Literaturrecherche wurden PubMed des National Center for 

Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) und zur 

Literaturverwaltung Citavi 3 (Swiss Academic Software, Schweiz) verwendet. Die Graphen 

wurden mit Hilfe von GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) erstellt. 

 

3.2 Methoden 

3.2.1 Versuchstiere 

 

Die Versuchstiere dieser Arbeit stammten aus einer Züchtung zwischen Mäusen mit einem 

gefloxten PDGF-B-Gen und solchen mit Tie-2 abhängiger Expression der Cre-Rekombinase 

(Kisanuki et al. 2001; Enge et al. 2002). Als Kontrolltiere dienten Tiere ohne Cre-

Rekombinase (Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

). Die Genotypisierung der Mäuse erfolgte durch den 

Nachweis von Tie-2
+/Cre

 in der PCR mittels aus dem Schwanz entnommenen Biopsaten. Die 

für Nagetiere optimalen Haltungsbedingungen wurden eingehalten (freier Zugang zu 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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Trinkwasser und Futter, Raumtemperatur 23 °C ± 2 °C, relative Luftfeuchtigkeit 55 % ± 5 %, 

Hell-Dunkelintervall 12 Stunden). 

Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl-

Knockout-Mäuse und Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäuse als entsprechende 

Kontrolltiere wurden in zwei Gruppen (jeweils n = 5) aufgeteilt. Ein Teil der Versuchstiere 

wurde 10 Tage lang ausschließlich mit Niedrigsalzfutter (0,02 % w/w NaCl) ernährt, der 

andere Teil erhielt Standardfutter (0,6 % w/w NaCl). Bei der mit Niedrigsalzfutter ernährten 

Gruppe wurde zusätzlich am 6. Tag des Versuchs der ACE-Hemmer Enalapril (10 mg/kg 

Körpergewicht pro Tag) zum Trinkwasser der Tiere hinzugegeben, um das RAS und die 

Produktion von Renin anzuregen.  

 

3.2.2 Retrograde arterielle Perfusion 

 

Zur Gewinnung von Material für die anschließenden histologischen Färbungen der Niere 

wurden die Versuchstiere zunächst durch die intraperitoneale Gabe von Xylazin und Ketamin 

(80 mg/kg Körpergewicht) anästhesiert. Im Anschluss erfolgte die Eröffnung des Abdomens 

sowie das Anbringen einer Klemme an der Aorta abdominalis distal des Abgangs der 

paarigen Aa. renales. Durch diese Maßnahme war die Hämoperfusion der Nieren weiterhin 

gewährleistet. Etwas weiter distal der Klemme wurde ein Perfusionskatheter mit Hilfe einer 

Klammer an der Aorta befestigt. Um ein Ablaufen der Perfusionslösung zu ermöglichen 

wurde die Vena cava inferior durch einen Schnitt eröffnet. Anschließend erfolgte die 

Entfernung der weiter proximal gelegenen Klammer. Mit Hilfe des Perfusionskatheters 

wurden 10 ml isotone NaCl-Lösung sowie 10 I.E./ml Heparin retrograd perfundiert. Eine 

gelungene Perfusion führte zu einer raschen Entfärbung der Abdominalorgane. Danach 

wurden die Nieren mit konstantem Fluss (40 ml/3 min) mit 3 % Paraformaldehyd in PBS 

fixiert. Jeweils eine Niere einer Maus wurde, nach Schockfrosten mit N2, zur späteren RNA-

Isolierung bei -80 °C sowie die andere Niere des Tieres bei 4 °C in 70 % Methanol gelagert.  
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3.2.3 Paraffinschnitte 

 

Bei der Paraffineinbettung wurden die entnommenen Organe in einer aufsteigenden 

Alkoholreihe folgendermaßen entwässert: je 2x 30 Minuten in 70 % Methanol bei 

Raumtemperatur (RT), je 2x 30 Minuten in 80 % Methanol bei RT, je 2x 30 Minuten in 90 % 

Methanol bei RT, je 2x 30 Minuten in absolutem Methanol bei RT, je 2x 30 Minuten in 

absolutem Isopropanol bei RT, 30 Minuten in Isopropanol bei 45 °C und 30 Minuten in einem 

Isopropanol-Paraffingemisch (1:1) bei 55 °C. Anschließend wurden die Nieren zweimal für je 

mindestens 24 Stunden in geschmolzenes Paraffin (60 °C) gegeben. Als letzter Schritt der 

Paraffineinbettung wurde das Gewebe in mit 60 °C warmem Paraffin befüllte 

Silikonkautschuk-Gießformen gegeben und einige Stunden zur Aushärtung bei RT belassen. 

Am Rotationsmikrotom wurden Schnitte der auf einem kleinen Holzblock befestigten 

Paraffinblöcke in einer Schnittdicke von 5 µm angefertigt, im auf 40 °C erwärmten 

Wasserbad gestreckt und anschließend auf Objektträger übertragen. Im Wärmeschrank 

wurden die Objektträger bei einer Temperatur von 40 °C über Nacht getrocknet.  

 

3.2.4 Immunhistochemische Fluoreszenzfärbung 

 

Die Immunhistochemie bezeichnet ein Verfahren, welches genutzt wird, um Proteine im 

Gewebe zu lokalisieren und deren Intensität mit Hilfe von Primär- sowie Sekundärantikörpern 

zu bestimmen. Die in dieser Arbeit verwendeten Sekundärantikörper waren fluoreszierend. 

Die Mikrotomschnitte wurden beim Entparaffinieren in absteigender Alkoholreihe in Xylol 

(absolut, 2x 10 Minuten), Isopropanol (absolut, 2x 5 Minuten) und Isopropanol (96 %, 80 % 

und 70 %, je 5 Minuten) für die immunhistochemische Färbung vorbereitet. Direkt im 

Anschluss an das Entparaffinieren wurden die Schnitte dreimal für je 10 Minuten in PBS-

Waschpuffer auf den Schüttler gegeben. Um unspezifische Bindungsstellen zu besetzen 

wurden die Schnitte mit einer Blockierlösung aus 10 % Horse Serum in 1 % BSA/PBS 20 

Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Im nächsten Färbeschritt wurden die primären 

Antikörper aufgetragen, die mit 10 % Horse Serum in 1 % BSA/PBS verdünnt waren. Die 

Inkubation mit den Primärantikörpern erfolgte über Nacht bei einer Temperatur von 4 °C. 

Nach dreimaligem Waschen mit 1 % BSA/PBS wurden die sekundären Antikörper, verdünnt 



 

36 

 

in 1 % BSA/PBS, auf die Schnitte gegeben und 90 Minuten lang inkubiert. Anschließend 

erfolgte ein dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS für jeweils 10 Minuten. 

 

3.2.5 Mikroskopie und Bilddigitalisierung 

 

Die Paraffinschnitte der Niere wurden mit Hilfe des Axiovert 200M Mikroskops mit 

motorisierter Objektauflage und angeschlossener Schwarz-Weiß-CCD-Kamera (AxioCam 

MRm) betrachtet, aufgenommen und digitalisiert. Bei Serienschnitten wurde nach der 

Einstellung einer geeigneten Belichtungszeit für die einzelnen Kanäle und der Überprüfung 

der Einstellungen durch ein Testbild ein für die dreidimensionale Rekonstruktion des 

Gewebes geeigneter Bereich ausgewählt. Anschließend wurde für jeden Objektträger ein 

Übersichtsbild der einzelnen Nierenschnitte erzeugt. Anhand dieses Übersichtsbildes wurden 

die Serienschnitte in einer Mehrkanalaufnahme fotografiert. Abschließend erfolgte eine 

Bearbeitung der Bilder mittels Stitching in Bezug auf den Referenzkanal Aktin, um 

Überlappungen auszugleichen, sowie eine Konvertierung der Kachelbilder.  

 

3.2.6 Dreidimensionale Rekonstruktion  

3.2.6.1 Axiovision 

 

Da für die folgende Bearbeitung der Daten eine Konvertierung auf 8 Bit nötig war, wurde das 

Grafikformat TIFF verwendet um einen Qualitätsverlust des Bildmaterials zu vermeiden: 

 Öffnen eines beliebigen Bildes 

 Datei  Exportieren  *.tif 

 Stapelverarbeitung Start 

 

3.2.6.2 ImageJ 

 

Zur weiteren Datenverarbeitung diente das Grafikprogramm ImageJ (Wayne Rasband NIH, 

Bethesda, MD, USA), mit dessen Hilfe die Bilder der Gewebeschnitte in die für die 
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Rekonstruktionssoftware Amira notwendige einheitliche Länge und Breite konvertiert 

wurden. Zunächst wurden die *.tif-Dateien mit dem Programm geöffnet und mit dem Modul 

„Stack Builder“ (Plugins  Stacks  Stack Builder) zu einem Bildstapel („Stack“) 

konvertiert. Dadurch wurden kleinere Bilder an das größte geladene Bild durch das Anfügen 

von schwarzen Rändern auf die gleichen Abmessungen in Länge und Breite angepasst. Der so 

generierte Bildstapel wurde als Bildsequenz („Image Sequence“) gespeichert. 

 

3.2.6.3 Amira 

 

Zur dreidimensionalen renalen arteriellen Gefäßbaumrekonstruktion wurde der von ImageJ 

generierte Bildstapel mit der Software Amira 5.4.2 (Mercury Computer Systems Inc, 

Chelmsford, MA, USA) geöffnet. Zur Gewährleistung der korrekten Skalierung der Daten 

wurde zunächst der Begriff Pixel durch den Begriff Voxel ersetzt. Als Kamera- und Objektiv-

abhängiger Wert hat ein Pixel in dieser Arbeit die Maße 1x1 µm, da ein 10x-Objektiv 

verwendet wurde. Ein Voxel entspricht geometrisch einem Quader mit den Maßen 1x1x5 µm, 

weil die Schnittdicke der Paraffinschnitte 5 µm betrug. Außerdem wurde die 

BOUNDINGBOX definiert, welche, bezogen auf die maximalen Abmessungen des 

Bildstapels (Länge x und Breite y) und die Gesamtanzahl der Schnitte sowie die jeweilige 

Schnittdicke (z), die maximalen Abmessungen des Datensatzes in jeder Ebene beschreibt.  

 

Farbkanaltrennung 

Anschließend wurde der RGB-Datensatz in einzelne monochrome Kanäle aufgetrennt, um 

eine Erkennung der Fluoreszenzmarkierungen für Aktin und Renin separat anhand der 

Grauwerte der Pixel jedes aufgenommenen Bildes und eine getrennte Datensegmentierung zu 

ermöglichen: 

 COMPUTE 

 CHANNEL WORKS 

 INPUT 1 CHANNEL 1  Speichern als Aktin-Stapel 

 INPUT 1 CHANNEL 2  Speichern als Renin-Stapel 
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Alignment 

Als nächster Schritt folgte das sogenannte Alignment, bei dem jeweils zwei der variabel auf 

dem Objektträger aufgebrachten histologischen Serienschnitte manuell durch Verschiebe- und 

Rotationsbewegungen zur Deckung gebracht wurden. Dies erfolgte anhand der 

Immunfluoreszenzen der αSMA-Daten, da diese im Vergleich zu den Immunfluoreszenzen 

von Renin quantitativ in größerer Anzahl vorhanden waren und so ein besseres Alignment 

ermöglichten. Durch Anwendung des Alignments auf alle Schnitte entstand eine gleichmäßig 

ausgerichtete Niere. 

 COMPUTE 

 ALIGN SLICES 

 EDIT 

 Automatisches Alignment und manuelle Feinabstimmung 

 RESAMPLE 

 

Datensegmentierung 

Anschließend folgte die Datensegmentierung, das sogenannte Labeln. Mittels verschiedenen 

Verfahren wurden Strukturen, die von Interesse waren, markiert und einem bestimmten 

Material zugeordnet. Später konnte aus der Gesamtheit der markierten Strukturen die 

jeweilige Oberfläche für ein bestimmtes Objekt berechnet werden. Zu Beginn der 

Datensegmentierung wurden folgende Softwarefunktionen genutzt: 

 LABELLING 

 LABEL FIELD 

Um die Fluoreszenzsignale zu markieren standen folgende unterschiedliche Hilfswerkzeuge 

zur Verfügung (Übersicht in alphabetischer Reihenfolge): 

 BRUSH: Hiermit wurden Fluoreszenzsignale im Freihandmodus markiert. 

 FILL HOLES: Dieses Werkzeug diente dem Auffüllen von Löchern in Materialien. 

 INTERPOLATE: Interpolate ermöglichte die Ergänzung einer fehlenden Struktur 

durch Markierung der entsprechenden Strukturen auf den Schnitten vor und nach dem 

fehlerhaften Schnitt. 
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 MAGIC WAND: Mit diesem Werkzeug nutzt man die unterschiedliche Verteilung der 

Grauwerte (0=schwarz bis 255=weiß), um Fluoreszenzsignale durch das Festlegen 

einer Grauwertschwelle zu markieren. Zusammen mit dem ausgewählten Voxel wurde 

nur ein bestimmter, mit dem Voxel verbundener Bereich markiert. 

 REMOVE ISLANDS: Hiermit ließen sich kleine Material-Inseln (Artefakte) 

automatisch entfernen. 

 SMOOTH LABELS: Mit Hilfe dieses Werkzeugs konnten die Ränder von Materialien 

geglättet werden. 

 THRESHOLD: Dieses Werkzeug ermöglichte die Selektion aller Voxel in einem 

definierten Grauwertbereich, wobei im Unterschied zu MAGIC WAND der gesamte 

Schnitt betroffen war. 

 WRAP: Durch Markierung von Anfang, Mitte und Ende einer Zielstruktur konnten die 

Zwischenschnitte zu einer annähernd kugeligen Gestalt ergänzt werden. Dieses 

Werkzeug wurde zur Rekonstruktion von Glomeruli verwendet. 

Alle diese Segmentierungsfunktionen ließen sich sowohl auf einen Schnitt (current slice), als 

auch auf alle Schnitte (all slices) anwenden.  

 

Oberflächengenerierung  

Der letzte Schritt der dreidimensionalen Rekonstruktion der Niere war die 

Oberflächengenerierung. Mittels der erstellten Labeldateien wurde für jedes Material eine 

separate Oberfläche generiert und räumlich dargestellt: 

 SURFACE GEN 

 Anhängen von SURFACE VIEW zur Darstellung der Oberfläche 

Gefäße wurden anhand der Aktinfluoreszenzsignale rekonstruiert. Mit Hilfe der Renindaten 

wurde die Lokalisation und Anzahl reninexprimierender Zellen dargestellt. Die Glomeruli 

und die Kapsel der Niere wurden anhand ihrer Eigenfluoreszenz erkannt und dem 

entsprechenden Material zugeordnet.  

Mittels des Moduls PROPERTIES konnten die dreidimensionalen Modelle bearbeitet und 

optimiert werden: 
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 SURFACE-EDITOR: Entfernen überflüssiger Ausschnitte 

 SIMPLIFIER: Reduktion der Polygonzahl und somit der Datenmenge 

 PARAMETER-EDITOR: Änderung von Skalierung und Farbeinstellung 

 COMPUTE  SMOOTH SURFACE: Glättung der Oberfläche 

Die entstandenen Objekte boten die Möglichkeit der räumlichen Analyse der renalen 

Strukturen. Die einzelnen Objekte konnten sowohl einzeln als auch zusammen mittels 

SURFACE VIEW dargestellt werden. Außerdem ermöglichte Amira die Messung von 

Strecken und die Berechnung von Volumina und Flächen der einzelnen Modelle.  

 

3.2.7 Molekularbiologische Methoden  

3.2.7.1 RNA-Isolierung 

 

Die Isolierung der RNA wurde mit dem TRIzol
®
-Reagenz nach einem Protokoll des 

Herstellers, basierend auf dem Guanidium-Phenol-Chloroform-Protokoll von Chomczynski 

und Sacchi, durchgeführt (Chomczynski & Sacchi 1987). Das TRIzol
®

-Reagenz ist eine 

einphasige Lösung mit Phenol und Guanidinisothiocyanat, die durch Zugabe von Chloroform 

in drei Phasen aufgetrennt wird. In einer wässrigen Phase lösen sich die RNA, relativ 

hydrophile Proteine in einer Interphase und die restlichen Proteine sowie die DNA in einer 

Phenolphase. Zur Vermeidung der Kontamination mit RNasen wurden bei allen 

Arbeitsschritten Latexhandschuhe getragen und RNase-freie Einmalartikel und Geräte 

benutzt. Sämtliche Vorgänge wurden auf Eis durchgeführt und für benötigte Puffer und 

Lösungen wurde mit Diethylen-Pyrocarbonat (DEPC)-behandeltes Wasser verwendet. Die bei 

-80 °C gefrorenen, halbierten adulten Mausnieren wurden in je 1ml TRIzol
®
-Reagenz 

überführt und ca. 30 Sekunden homogenisiert. Diese Mischung wurde 5 Minuten bei RT 

belassen, hierbei denaturierten die Proteine und lösten sich in der Phenolphase des TRIzol
®
-

Reagenz. Anschließend wurden je 200 µl Chloroform hinzugegeben und die Mischung wurde 

geschüttelt. Nach Zentrifugieren (20 min, 12000 rpm, 4 °C) wurde der wässrige Überstand in 

500 µl Isopropanol 100 % (RT) überführt, kurz gevortext und 10 Minuten bei RT stehen 

gelassen. Durch diesen Arbeitsschritt wurde die RNA ausgefällt. Nach erneuter Zentrifugation 

(15 min, 12000 rpm, 4 °C) wurde das entstandene Pellet, ohne den Überstand, in 75 %igen 

Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (15 min, 7.500 rpm, 4 °C). Nachdem der 
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Überstand abermals verworfen wurde, wurde das Pellet 10 Minuten bei RT getrocknet, dann 

in ca. 300 µl RNase-freien Wasser gelöst und im Schüttler bei 65 °C maximal 2 Minuten 

resuspendiert. 

Zur Konzentrationsbestimmung der RNA in der Probe wurde diese im Photometer bei λ1=260 

nm und λ2=280 nm vermessen. Anhand des Quotienten der optischen Dichte bei 260 nm und 

280 nm wurde die Qualität der isolierten RNA beurteilt. Nur bei einer Ratio 260/280 

zwischen 1,8 und 2,0 wurde die RNA für die nachfolgenden Versuche verwendet.  

 

3.2.7.2 cDNA-Synthese 

 

Die complementary DNA (cDNA) wurde mittels des Enzyms reverse Transkriptase aus der 

im vorangehenden Arbeitsschritt isolierten RNA synthetisiert. Diese Übersetzung in cDNA 

gewährleistet eine stabilere Konservierung der auf der RNA enthaltenen Informationen. Als 

Primer wurden für die cDNA-Synthese Oligo(dT)15-Ketten verwendet, welche komplementär 

zum Poly-A-Schwanz der mRNA sind. 

 

10 µl Ansatz 

1 µg  Gesamt-RNA 

1 µl Oligo(dT)15-Primer 

Add DEPC-H2O 

 

Dieses Reaktionsgemisch wurde für fünf Minuten auf 65 °C erhitzt und auf Eis gestellt. 

Anschließend wurde der in der folgenden Tabelle beschriebene Mix hinzugegeben. 

 

Mix 

1 µg M-MLV Reverse Transkriptase (100 U) 

4 µl dNTPs (2,5 mM) 

4 µl Puffer (5 x First strand buffer, Invitrogen) 

3 µl DEPC-H2O 
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Die cDNA-Synthese wurde bei einer Temperatur von 37 °C durchgeführt und dauerte eine 

Stunde. Nach dieser Zeit wurde das Reaktionsgemisch zwei Minuten lang auf 94 °C erhitzt, 

um eine Inaktivierung der reversen Transkriptase zu erreichen. Für die Real-Time-PCR wurde 

die so synthetisierte DNA mit 20 µl nukleasefreien Wasser verdünnt und bei -20 °C 

aufbewahrt. 

 

3.2.7.3 Quantitative Polymerasekettenreaktion (Real-Time-quantitative-PCR) 

 

Die Real-Time-quantitative-PCR (RT-qPCR) beruht auf dem Prinzip der herkömmlichen 

Polymerasekettenreaktion und erlaubt zusätzlich zur Vervielfältigung der DNA in vitro eine 

Quantifizierung der DNA in Echtzeit. Die RT-qPCR wurde mit dem Lightcycler 480
® 

SYBR 

Green Master Kit von Roche an einem Light Cycler 480 (Roche, Mannheim) durchgeführt. 

Im Folgenden werden Primersequenzen, Reaktionsansatz für die RT-qPCR sowie 

Amplifikationsprotokoll tabellarisch aufgelistet. 

 

Primer Sequenz 

GAPDH s 5'-ATGCCATCACTGCCACCCAGAAG-3' 

GAPDH as 5'-ACTTGGCAGGTTTCTCCAGGCGG-3' 

Renin s 5'-ATGAAGGGGGTGTCTGTGGGGTC-3' 

Renin as 5'-ATGCGGGGAGGGTGGGCACCTG-3' 

 

10 µl Reaktionsansatz 

5 µl Lightcycler 480
® 

SYBR Green Master 

0,5 µl sense Primer (10 pmol/µl) 

0,5 µl antisense Primer (10 pmol/µl) 

3 µl dd H2O 

1 µl cDNA 
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Amplifikationsprotokoll 

Phase Zyklen Temperatur Dauer 

Aktivierung 1 95 °C 15 min 

Denaturierung 40 95 °C 15 s 

Annealing 40 58 °C 20 s 

Elongation 40 72 °C 20 s 

 

Die Fluoreszenzmessung erfolgte nach jedem Zyklus. Nachdem das Amplifikationsprotokoll 

beendet war, wurde das Schmelzverhalten der amplifizierten DNA beobachtet. Während die 

DNA langsam (0,1 °C/s) von 60 °C auf 95 °C erhitzt wurde, wurde kontinuierlich die 

Fluoreszenz gemessen. Als Haushaltsgen diente GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase). 

 

3.2.7.4 Genotypisierung 

 

Die Genotypisierung der Versuchstiere erfolgte mittels PCR. Um die genomische DNA für 

dieses Verfahren zu gewinnen wurde die NaOH-Methode eingesetzt.  

Nach Abschneiden von ca. 2 mm Mausschwanz wurde dieser in ein 1,5 ml PCR-Cup mit 100 

µl 25 mM NaOH versetzt und für eine Stunde bei 96 °C im Thermocycler inkubiert. 

Anschließend wurde bis zur Auflösung des Schwanzes gevortext sowie 10 µl Tris HCl (pH 8) 

zugegeben. Nach Zentrifugation (6 min, 10000 rpm) wurden 2 µl des gewonnen Überstandes 

(gDNA) für die Genotypisierungs-PCR verwendet. In den folgenden Tabellen werden 

Primersequenzen, Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes und 

Amplifikationsprotokoll der PCR für die Genotypisierung beschrieben. 

 

Primer Sequenz 

BF 5'-GGGTGGGACTTTGGTGTAGAGAAG-3' 

BB1 5'-TTTGAAGCGTGCAGAATGCC-3' 

BB2 5'-GGAACGGATTTTGGAGGTAGTGTC-3' 

BBlox 5'-TCTGGGTCACTGCTTCAGAATAGC-3' 
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PCR-Reaktionsansatz (20 µl) 

1 µl sense Primer (10 pmol/µl) 

1 µl antisense Primer (10 pmol/µl) 

2,5 µl dNTPs (2,5 mM) 

4 µl Puffer (GoTaq buffer green) 

0,3 µl Taq 

9,2 µl H20 

2 µl gDNA 

 

Amplifikationsprotokoll 

Zyklen Temperatur Dauer Phase 

1 94 °C 2 min Aktivierung 

35 94 °C 

56 °C 

72 °C 

30 s 

1 min 

1 min 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

1 72 °C 2 min Elongation 

1 4 °C ∞ Store 

 

Die PCR-Ansätze wurden auf ein Agarosegel (1,5 %) aufgetragen. Die Auftrennung der 

DNA-Fragmente nach ihrer Größe erfolgte durch horizontale Gelelektrophorese bei 120 V. 

Abbildung 3 zeigt das Ergebnis der Genotypisierung von Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

 und Tie-2
+/Cre

-

PDGF-BB
fl/fl

-Versuchstieren auf einem Agarosegel. Das in Abbildung 3 gezeigte Δ-Fragment 

repräsentiert die Cre-Rekombinase vermittelte Deletion des gefloxten PDGF-B Gens. 
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Abbildung 3: Genotypisierung von Tie-2+/+-PDGF-BBfl/fl (1) und Tie-2+/Cre-PDGF-BBfl/fl-Versuchstieren (2). Das 

Δ-Fragment (3) repräsentiert die Cre-Rekombinase vermittelte Deletion des gefloxten PDGF-B Gens. 

 

3.2.8 Statistische Methoden 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde für die statistische Auswertung der Daten GraphPad Prism 

5 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) verwendet. Alle Werte werden als Mittelwerte 

± SEM (standard error of the mean = Standardfehler des Mittelwertes) angegeben. Werte für 

p < 0,05 werden als statistisch signifikant angesehen. Mittels Varianzanalyse (ANOVA = 

analysis of variance) und der Bonferroni-Methode wurden die Ergebnisse der Renin-mRNA-

Level zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen verglichen. Zur Analyse der 

Wanddicke afferenter Arteriolen bei Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-

Tieren wurde der unpaired t-test verwendet. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Quantitative Analyse der Reninexpression mittels Renin-mRNA-

Bestimmung 

 

Um die Reninexpression von Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- sowie von Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-

Versuchstieren in je drei unterschiedlichen Entwicklungsstadien (E18, pp1, Adultstadium) 

analysieren und vergleichen zu können wurde zunächst die Renin-mRNA-Expression mittels 

Realtime-PCR quantitativ bestimmt. Mit diesem Versuch sollten potentielle Unterschiede der 

Renin-mRNA-Spiegel zwischen den beiden Versuchsgruppen aufgezeigt werden, da der 

konditionale Knockout von PDGF-BB in endothelialen Zellen zu einer verminderten 

Rekrutierung und Differenzierung von reninexprimierenden Zellen und ihrer Vorläuferzellen 

führen könnte. Anschließend wurde der Quotient aus Renin-mRNA und GAPDH-mRNA 

gebildet, mit dessen Hilfe die quantitative Reninexpression in Nieren von Tie-2
+/+

-PDGF-

BB
fl/fl

-Mäusen mit derjenigen in Nieren von Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Versuchstieren 

verglichen werden konnte. Außerdem wurde der Renin-mRNA-Spiegel in unterschiedlichen 

Entwicklungsstadien der Mäuse, nämlich an Embryonaltag 18, am ersten Tag post partum 

(pp1) und während des Adultstadiums im Alter von acht Wochen, bestimmt. Es wurden 

jeweils sechs bis acht Nieren pro Versuchsgruppe verwendet und aus den experimentell 

gewonnenen Daten Mittelwerte ± SEM (standard error of the mean) gebildet. Dieser 

Vergleich ergibt zwischen der Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus zu 

den drei genannten Entwicklungszeitpunkten jeweils Unterschiede dahingehend, dass bei Tie-

2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Versuchstieren die Renin-mRNA-Level im Vergleich erniedrigt sind. Eine 

Auswertung der Renin-mRNA-Level zeigt, dass diese Unterschiede nicht signifikant sind 

(siehe Abb. 4). Die Reninproduktion ist am ersten Tag post partum bei beiden 

Versuchsgruppen am höchsten, während sie im Adultstadium wieder abfällt. 
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Abbildung 4: Grafische Darstellung der Renin-mRNA-Level von Tie-2+/+-PDGF-BBfl/fl- und Tie-2+/Cre-PDGF-BBfl/fl-

Versuchstieren in verschiedenen Entwicklungsstadien. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte ± SEM von je sechs bis 

acht Tieren pro Versuchsgruppe und Entwicklungsstadium, p < 0,05; E18 = Embryonic day 18, pp1 = post partum 1, 

Adult = adulte Tiere im Alter von 8 Wochen, n.s. = nicht signifikant. 

 

Zusätzlich wurden bei adulten Mäusen zwei Gruppen gebildet, wobei die eine über zehn Tage 

Standardfutter und die andere über diesen Zeitraum Niedrigsalzfutter sowie ab dem 6. Tag der 

Versuchsreihe zusätzlich den ACE-Inhibitor Enalapril erhielt. Dieses Versuchsmodell wurde 

benutzt um zu untersuchen, ob bei Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Versuchstieren die Stimulierbarkeit 

der Reninproduktion nach pharmakologischer Entkopplung des RAS erhalten bleibt. Unter 

Niedrigsalz-Enalaprildiät zeigt sich, dass der Renin-mRNA-Spiegel bei Tie-2
+/+

-PDGF-

BB
fl/fl

-Versuchstieren im Vergleich zur Kontrollgruppe um den Faktor 5 erhöht ist. Bei Tie-

2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Versuchstieren ist der Renin-mRNA-Spiegel ebenfalls in der Niedrigsalz-

Enalaprilgruppe um den Faktor 8 gesteigert. In der Kontrollgruppe ist bei Tie-2
+/Cre

-PDGF-

BB
fl/fl

- gegenüber Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Tieren die Renin-mRNA-Expression erniedrigt. Bei 

der Niedrigsalz-Enalaprilgruppe zeigt sich bei Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen eine Erhöhung 

der Renin-mRNA-Expression. Diese Unterschiede weisen innerhalb der beiden Diätgruppen 

(Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus) jedoch keine signifikant 

unterschiedlichen Werte der Renin-mRNA-Level auf. 
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Abbildung 5: Grafische Darstellung der Renin-mRNA-Level von Tie-2+/+-PDGF-BBfl/fl- und Tie-2+/Cre-PDGF-BBfl/fl-

Versuchstieren unter Standard- und Niedrigsalz-Enalaprildiät. Aus Daten von je sechs Tieren pro Gruppe wurden 

Mittelwerte ± SEM gebildet, p < 0,05; n.s. = nicht signifikant, * kennzeichnet signifikante Unterschiede von p < 0,05. 

 

4.2 Histologische und dreidimensionale Analyse des arteriellen Gefäßsystems 

und der Reninexpression in der Niere 

 

Durch immunhistochemische Fluoreszenzfärbungen der Niere lassen sich die Lokalisation 

und das genaue Verteilungsmuster von Reninzellen analysieren. Die dreidimensionale 

Rekonstruktion des präglomerulären Gefäßsystems soll Aufschluss über die Struktur des 

Gefäßbaums geben. Außerdem kann mit der dreidimensionalen Analyse die räumliche 

Verteilung reninexprimierender Zellen präziser als auf zweidimensionalen Schnitten beurteilt 

werden. Anhand dieser Modelle sollen Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen Tie-

2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen untersucht und verglichen werden. 

Der renale arterielle Gefäßbaum wird durch Immunfluoreszenzfärbungen von 

Glattmuskelaktin dargestellt. Die Reninexpression innerhalb der Niere wird ebenfalls anhand 

von Immunfluoreszenzfärbungen sichtbar gemacht. Glomeruli und Nierenkapsel werden 

mithilfe ihrer Eigenfluoreszenz rekonstruiert. 
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4.2.1 Histologie der Gefäßstruktur und der Reninverteilung in der Niere der Tie-2
+/+

-

PDGF-BB
fl/fl

-Maus am ersten Tag post partum 

 

Die Reninexpression der Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus am ersten Tag post partum dient als 

Referenz für die Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus zum selben Entwicklungszeitpunkt. Ein 

Vergleich der beiden Genotypen soll Aufschluss über die Lokalisation und Stärke der 

Reninexpression in der Niere geben. Außerdem kann mit diesem Versuch die renale 

Gefäßstruktur in diesem Entwicklungsstadium beurteilt werden. Die histologische 

Detailaufnahme (siehe Abb. 6) der Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus am ersten Tag post partum 

zeigt einen schematisch dargestellten Glomerulus mit zugehöriger afferenter und efferenter 

Arteriole. Reninpositive Zellen finden sich in der Tunica media des Vas afferens. In einigen 

Zellen im proximalen Anteil der afferenten Arteriole findet eine Koexpression von Renin und 

Glattmuskelaktin statt. 

 

 

Abbildung 6: Histologische Detailaufnahme eines Teilausschnitts der Niere einer Tie-2+/+-PDGF-BBfl/fl-Maus am 

ersten Tag post partum. Immunfluoresenzfärbung von Glattmuskelaktin (rot) und Renin (grün), G = Glomerulus. 
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4.2.2 Histologie der Gefäßstruktur und der Reninverteilung in der Niere der Tie-2
+/Cre

-

PDGF-BB
fl/fl

-Maus am ersten Tag post partum 

 

Mit der histologischen Fluoreszenzfärbung der Niere der Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus am 

ersten Tag post partum soll untersucht werden, ob bereits in frühen Entwicklungsstadien 

pathologische Veränderungen des renalen Gefäßsystems und/oder der Expression und 

Lokalisation von Reninzellen auftreten.  

Abbildung 7 zeigt eine afferente Arteriole einer Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus (pp1) mit 

Reninexpression in der Tunica media und schematisch dargestelltem Glomerulus. Einige 

Zellen des Vas afferens exprimieren sowohl Renin als auch Glattmuskelaktin. 

Im Hinblick auf Quantität und Verteilung der reninexprimierenden Zellen zeigen sich keine 

Unterschiede zwischen den Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Versuchstieren 

(pp1).  

 

 

Abbildung 7: Histologische Detailaufnahme eines Teilausschnitts der Niere einer unstimulierten Tie-2+/Cre-PDGF-

BBfl/fl-Maus am ersten Tag post partum. Immunfluoresenzfärbung von Glattmuskelaktin (rot) und Renin (grün), G = 

Glomerulus. 
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4.2.3 Wanddicke der afferenten Arteriole von Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/Cre

-

PDGF-BB
fl/fl

-Maus am ersten Tag post partum 

 

Die Wanddicke afferenter Arteriolen beträgt bei Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen am ersten 

Tag post partum 3,15 ± 0,12 μm (N = 33). Zum gleichen Entwicklungszeitpunkt misst die 

Wand afferenter Arteriolen bei Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Versuchstieren 4,52 ± 0,19 μm (N = 

51). Afferente Arteriolen von Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen weisen somit eine signifikant 

verminderte Wanddicke im Vergleich zu Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Versuchstieren auf (P < 

0,001). 

 

 

Abbildung 8: Grafische Darstellung der Arteriolenwanddicke in µm von Aa. afferentes von Tie-2+/+-PDGF-BBfl/fl- und 

Tie-2+/Cre-PDGF-BBfl/fl-Mäusen. Aus Daten von Tie-2+/+-PDGF-BBfl/fl- und Tie-2+/Cre-PDGF-BBfl/fl-Mäusen wurden 

Mittelwerte ± SEM gebildet (3,15 ± 0,12 μm [N = 33] vs. 4,52 ± 0,19 μm [N = 51]), P < 0,001. 
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4.2.4 Architektur des Gefäßbaums und der Reninverteilung in der Niere der adulten 

Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus 

 

Die histologischen Fluoreszenzfärbungen der Niere und die dreidimensionale Rekonstruktion 

des Gefäßbaums der Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus dienen in dieser Arbeit als Referenz für die 

folgenden Rekonstruktionen von Gefäßbäumen anderer Versuchstiere.  

Abbildung 9 zeigt eine Übersichtsaufnahme eines Teilausschnitts des präglomerulären 

arteriellen Gefäßbaums. Vom arcuaten Seitenast gehen mehrere Interlobulararterien ab, von 

welchen sich wiederum afferente Arteriolen abzweigen. Die Gefäße sind schlank, homogen 

geformt und stellen in Form und Verlauf den physiologischen Normalzustand dar.  

Die Reninexpression findet sich an typischer juxtaglomerulärer Position im Endbereich der 

afferenten Arteriolen, in unmittelbarer Nähe des vaskulären Pols des Glomerulus. Die 

Übersichtsaufnahme veranschaulicht, dass an fast allen afferenten Arteriolen Renin gebildet 

wird. Innerhalb der Interlobulararterien und des arcuaten Seitenasts findet keine 

Reninexpression statt.  

 

 



 

53 

 

 

Abbildung 9: Übersichts- und Detailaufnahme der dreidimensionalen Rekonstruktion der Glattmuskel- (rot) und 

Renin- (grün) Immunfluoreszenz eines repräsentativen Gefäßbaumabschnitts der adulten Tie-2+/+-PDGF-BBfl/fl-Maus. 

Dargestellt sind außerdem Glomeruli (weißlich-gelb) und Kapsel (gelb). 

 

Die in Abbildung 9 integrierte Detailaufnahme einer afferenten Arteriole zeigt die typische 

juxtaglomeruläre Position der Reninexpression. 

Das Vorkommen reninpositiver Zellen wird in der histologischen Übersichtsaufnahme (siehe 

Abb. 10, Teilbereich A) veranschaulicht. Diese Zellen können bei der adulten Tie-2
+/+

-PDGF-

BB
fl/fl

-Maus ausschließlich am distalen Ende afferenter Arteriolen nachgewiesen werden. In 
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Aa. arcuatae, Aa. interlobulares und Aa. efferentes findet sich hingegen keine Expression von 

Renin. 

 

 

Abbildung 10: Histologische Übersichts- und Detailaufnahme eines Teilausschnitts der Niere einer Tie-2+/+-PDGF-

BBfl/fl-Maus. Immunfluoresenzfärbung von Glattmuskelaktin (rot) und Renin (grün), Pfeile markieren exemplarisch 

die typische juxtaglomeruläre Position reninbildender Zellen in afferenten Arteriolen. G = Glomerulus. 

 

In der histologischen Detailaufnahme (Abb. 10, Teilbereich D) ist zu erkennen, dass 

reninexprimierende Zellen in der Tunica media der afferenten Arteriolen lokalisiert sind. In 

wenigen Zellen wird sowohl Renin als auch Glattmuskelaktin exprimiert. 
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4.2.5 Architektur des Gefäßbaums und der Reninverteilung in der Niere der adulten 

Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus 

 

Der dreidimensionale Gefäßbaum der Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus wurde mithilfe von 

histologischen Fluoreszenzfärbungen rekonstruiert, um das Verteilungsmuster von 

reninexprimierenden Zellen und die Struktur des präglomerulären arteriellen Gefäßbaums bei 

einem konditionalen Knockout der endothelial synthetisierten PDGF-B-Kette analysieren zu 

können. 

In der dreidimensionalen Übersichtsaufnahme in Abbildung 11 ist ein Teilausschnitt des 

renalen Gefäßbaums der Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter basalen Bedingungen abgebildet. 

Dieser weist im Vergleich zur Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus hinsichtlich 

Reninexpressionsmuster, arterieller Gefäßform, -ausbildung und -länge keine Unterschiede 

oder Auffälligkeiten auf.  

So entspringen dem arcuaten Seitenast mehrere Interlobulararterien, die sich wiederum in 

afferente Arteriolen aufzweigen. Die präglomerulären Gefäße stellen sich schlank und 

homogen geformt dar.  

Das Auftreten reninexprimierender Zellen ist auf das distale Ende der afferenten Arteriolen 

beschränkt. Dort wird Renin von juxtaglomerulären Epitheloidzellen exprimiert.  
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Abbildung 11: Übersichts- und Detailaufnahme der dreidimensionalen Rekonstruktion der Glattmuskel- (rot) und 

Renin- (grün) Immunfluoreszenz eines repräsentativen Gefäßbaumabschnitts der adulten Tie-2+/Cre-PDGF-BBfl/fl-

Maus. Dargestellt werden außerdem Glomeruli (weißlich-gelb) und Kapsel (gelb). 
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Abbildung 12: Histologische Übersichts- und Detailaufnahme eines Teilausschnitts der Niere der unstimulierten Tie-

2+/Cre-PDGF-BBfl/fl-Maus. Immunfluoresenzfärbung von Glattmuskelaktin (rot) und Renin (grün), Pfeile markieren 

exemplarisch die typische juxtaglomeruläre Position reninbildender Zellen in afferenten Arteriolen. G = Glomerulus. 

 

Die histologische Übersichtsaufnahme (siehe Abb. 12, Teilbereich A) stellt das Auftreten 

reninexprimierender Zellen bei der Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter basalen Bedingungen 

dar. Die Fluoreszenzsignale von Renin sind auf afferente Arteriolen beschränkt. In Aa. 

arcuatae, Aa. interlobulares und Aa. efferentes findet sich hingegen keine Expression von 

Renin. 

Im histologischen Detailbild (siehe Abb. 12, Teilbereich D) wird die Reninexpression von 

Zellen der Tunica media afferenter Arteriolen veranschaulicht. Bei der Tie-2
+/Cre

-PDGF-
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BB
fl/fl

-Maus zeigen sich ähnliche Ergebnisse für Ort, Stärke und Muster der Reninexpression 

wie bei der Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus. 

 

4.2.6 Architektur des Gefäßbaums und der Reninverteilung in der Niere der adulten 

Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter Niedrigsalz-Enalaprildiät 

 

Die Architektur des Gefäßbaums und der Reninverteilung in der Niere der adulten Tie-2
+/+

-

PDGF-BB
fl/fl

-Maus wurde rekonstruiert, um die physiologische Veränderung der 

Reninexpression in der Niere unter stimulierten Bedingungen darzustellen.  

Bei der mit Niedrigsalz-Enalaprildiät stimulierten Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus treten, 

verglichen mit der unstimulierten Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus, vermehrt reninbildende Zellen 

auf. Renin wird verstärkt exprimiert und findet sich, zusätzlich zum klassischen 

juxtaglomerulären Expressionsort, auch in weiter proximal gelegenen Anteilen der afferenten 

Arteriolen und stellenweise in Interlobulararterien (siehe Abb. 13). Andere 

Reninexpressionsorte sind nicht nachweisbar. Die Gefäße des präglomerulären arteriellen 

Gefäßbaums sind schlank und gleichmäßig geformt. Von einem arcuaten Seitenast zweigen 

mehrere Aa. interlobulares ab, von denen wiederum afferente Arteriolen abgehen. 
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Abbildung 13: Übersichts- und Detailaufnahme der dreidimensionalen Rekonstruktion der Glattmuskel- (rot) und 

Renin- (grün) Immunfluoreszenz eines repräsentativen Gefäßbaumabschnitts der stimulierten Tie-2+/+-PDGF-

BBfl/fl-Maus. Dargestellt sind außerdem Glomeruli (weißlich-gelb) und Kapsel (gelb). 
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Abbildung 14: Histologische Übersichts- und Detailaufnahme eines Teilausschnitts der Niere der stimulierten Tie-

2+/+-PDGF-BBfl/fl-Maus. Immunfluoreszenzfärbung von Glattmuskelaktin (rot) und Renin (grün), Pfeile markieren 

exemplarisch die typische juxtaglomeruläre Position reninbildender Zellen in afferenten Arteriolen. G = Glomerulus. 
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Das Vorkommen reninexprimierender Zellen wird in der histologischen Übersichtsaufnahme 

veranschaulicht. Diese Zellen treten in afferenten Arteriolen auf.  

Im histologischen Detailbild (siehe Abb. 14) fällt, im Vergleich zu Abbildung 10, die 

verstärkte Reninexpression sowie zusätzlich das Auftreten von weiter proximal in der 

afferenten Arteriole gelegenen reninbildenden Zellen auf. Renin wird von Zellen der Tunica 

media der afferenten Arteriole gebildet. 

 

4.2.7 Architektur des Gefäßbaums und der Reninverteilung in der Niere der adulten 

Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter Niedrigsalz-Enalaprildiät 

 

Der dreidimensionale Gefäßbaum der Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus wurde rekonstruiert, um 

das Verteilungsmuster von reninexprimierenden Zellen und die Struktur des Gefäßbaums 

während einer Stimulation des RAS unter einer Kombination aus Niedrigsalzdiät und ACE-

Inhibitor-Behandlung beurteilen zu können. Dieser Versuch dient der Untersuchung, ob die 

Reninexpression der Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter stimulierten Bedingungen in einer 

ähnlichen retrograden Rekrutierung sowie Erhöhung der Anzahl von Reninzellen wie bei der 

Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter Niedrigsalz-Enalaprildiät mündet. 

Das renale Blutgefäßsystem der stimulierten Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus gleicht demjenigen 

der Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus und unterscheidet sich nicht hinsichtlich Verlauf oder Form 

der präglomerulären arteriellen Gefäße. Der arcuate Seitenast ist der Ursprung mehrerer 

Interlobulararterien, die sich durch Aufzweigungen in afferente Arteriolen aufteilen. Auch 

hinsichtlich des Verteilungsmusters von Renin lassen sich, verglichen mit der stimulierten 

Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus, keine Unterschiede feststellen. So findet bei der stimulierten Tie-

2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus ebenfalls eine gesteigerte Reninexpression mit zusätzlicher 

retrograder Aktivierung reninbildender Zellen in afferenten Arteriolen statt.  
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Abbildung 15: Übersichts- und Detailaufnahme der dreidimensionalen Rekonstruktion der Glattmuskel- (rot) und 

Renin- (grün) Immunfluoreszenz eines repräsentativen Gefäßbaumabschnitts der stimulierten Tie-2+/Cre-PDGF-BBfl/fl-

Maus. Dargestellt werden außerdem Glomeruli (weißlich-gelb) und Kapsel (gelb). 

 

Die dreidimensionale Rekonstruktion im Detailbild sowie die histologische Übersichts- und 

Detailaufnahme zeigen, dass Renin von JG-Zellen gebildet wird (siehe Abb. 15 und 16). 

Stellenweise kommt es zu einer Reninexpression in Interlobulararterien. Andere 

Reninexpressionsorte in der Niere sind nicht nachweisbar. Im Vergleich zur Tie-2
+/+

-PDGF-

BB
fl/fl

-Maus unter Niedrigsalz-Enalaprildiät bestehen keine relevanten Unterschiede.  
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Abbildung 16: Histologische Übersichts- und Detailaufnahme eines Teilausschnitts der Niere der stimulierten PDGF 

Tie-2+/Cre-PDGF-BBfl/fl-Maus. Immunfluoresenzfärbung von Glattmuskelaktin (rot) und Renin (grün), Pfeile 

markieren exemplarisch die typische juxtaglomeruläre Position reninbildender Zellen in afferenten Arteriolen. G = 

Glomerulus. 
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5 Diskussion 

 

Um die Bedeutung von PDGF-BB für die Integration von Reninzellen in die Gefäßwand 

renaler Gefäße zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit ein Vergleich zwischen dem renalen 

Reninexpressionsmuster in Quantität und Qualität sowie der präglomerulären Gefäßstruktur 

der Nieren von Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen und von Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen 

angestellt. Tie-2 wird als Angiopoietin-Rezeptor von endothelialen Zellen exprimiert. Durch 

die Verwendung einer transgenen Tie-2
+/Cre

-Maus kann spezifisch eine endotheliale Cre-

Expression sowie eine Deletion der PDGF-BB-Expression in endothelialen Zellen 

herbeigeführt werden (Kisanuki et al. 2001). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten 

Versuchstiere sind etwa gleich alt, so dass die Ergebnisse miteinander vergleichbar sind und 

nicht durch altersphysiologische Veränderungen verzerrt werden.  

 

5.1 Vergleichende Analyse der Renin-mRNA-Spiegel 

 

Die Renin-mRNA-Level der Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus wurden bestimmt, um zu 

überprüfen ob Reninzellen bei einem konditionalen Knockout von endothelial produziertem 

PDGF-BB adäquat rekrutiert und in das Gefäßsystem der Niere integriert werden können.  

Die erhöhten Renin-mRNA-Spiegel bei Versuchs- und Kontrollgruppe am ersten Tag post 

partum im Vergleich zum Embryonalstadium (E18) und Adultstadium im Alter von acht 

Wochen stehen im Einklang mit vorangehenden Studien (siehe Abb. 4) (Machura et al. 2009; 

Neubauer et al. 2011). Zwischen Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen 

unterscheidet sich die Höhe des jeweiligen Renin-mRNA-Levels zu den unterschiedlichen 

Entwicklungszeitpunkten sowie unter Normalsalz- beziehungsweise Niedrigsalz-Enalaprildiät 

in nicht signifikantem Ausmaß. Allerdings zeigen Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäuse unter 

basalen Bedingungen in allen Entwicklungsstadien leicht reduzierte Renin-mRNA-Spiegel. 

Dies könnte auf eine leicht verminderte, aber erhaltene, Integration von potentiellen 

Reninzellen in die renale Gefäßwand bei einem selektiven Knockout der endothelial 

synthetisierten PDGF-B-Kette hindeuten. 
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Eine Behandlung von Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Versuchstieren mit 

dem ACE-Inhibitor Enalapril über fünf Tage sowie mit einer zehntägigen Niedrigsalzdiät zur 

Stimulation des RAS führt, wie in der Literatur für Wildtypmäuse bereits beschrieben, bei 

beiden Gruppen zu einem starken Anstieg der Renin-mRNA-Level und der Reninproduktion 

(Holmer et al. 1993). Die Ergebnisse der Renin-mRNA-Bestimmung unter LSE-Diät zeigen, 

dass bei Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen die physiologische Stimulierbarkeit des RAS mit 

gesteigerter Reninsynthese durch eine Niedrigsalzdiät und Behandlung mit ACE-Inhibitoren 

erhalten ist (Holmer et al. 1993). 

 

5.2 Vergleichende Analyse der histologischen Schnitte und rekonstruierten 

Gefäßbäume  

 

Da zwischen dem Renin-mRNA-Spiegel der Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus und dem der Tie-

2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus zu den drei verschiedenen Entwicklungszeitpunkten (Embryonaltag 

18, postpartal Tag 1, Adultstadium) zwar keine signifikanten Unterschiede festzustellen 

waren, aber weiterhin die Möglichkeit gegeben war, dass die Tiere ein unterschiedliches 

räumliches Verteilungsmuster der Reninexpression aufweisen könnten, wurden Morphologie 

sowie Verteilung reninbildender Zellen mittels histologischer Färbungen und 

dreidimensionaler Rekonstruktionen des renalen Gefäßbaums analysiert. Auch im Hinblick 

auf die präglomeruläre arterielle Gefäßentwicklung ist die histologische und dreidimensionale 

Analyse von großer Bedeutung, da bei Tieren mit Knockouts der endothelial produzierten 

PDGF-BB-Kette Gefäßanomalien wie beispielsweise Mikroaneurysmen, dilatierte 

Mikrogefäße sowie unregelmäßige Gefäßdiameter und eine unregelmäßige Kapillardichte 

beschrieben wurden (Enge et al. 2002; Bjarnegard et al. 2004). Die immunhistochemische 

Fluoreszenzfärbung der Serienschnitte basiert auf etablierten Primärantikörpern für Renin und 

α-Glattmuskelaktin, einem Marker für glatte Muskelzellen (Machura et al. 2009). 
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5.2.1 Histologie der Gefäßstruktur und der Reninverteilung in der Niere der Tie-2
+/+

-

PDGF-BB
fl/fl

- und der Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus im Vergleich 

 

Sowohl bei Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- als auch bei Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen ist die 

Reninexpression am ersten Tag post partum an juxtaglomerulärer Position in der Tunica 

media der afferenten Arteriole lokalisiert. Bei Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen ist eine 

verminderte Wanddicke der afferenten Arteriole festzustellen. In der Arbeit von Bjarnegard et 

al. 2004 wurde Tie-1 als Promotor zum konditionalen Knockout des endothelial 

synthetisierten PDGF-B-Proteins verwendet. Durch diesen Knockout kommt es zu einem 

Ballooning des glomerulären Kapillarnetzes während der Perinatalperiode, was auf ein Fehlen 

mesangialer Zellen zurückzuführen ist. Drei Wochen postnatal entspricht die Anzahl der 

Mesangialzellen allerdings wieder annähernd dem physiologischen Zustand. Die von 

Bjarnegard et al. 2004 beschriebenen postpartal dilatierten Glomeruli konnten im Rahmen 

dieser Arbeit nur vereinzelt beobachtet werden. Stattdessen zeigte sich im konditionalen 

PDGF-B Knockout eine vorübergehende Verringerung der Wanddicke afferenter Arteriolen 

in neonatalen Nieren (siehe Abb. 8). Im adulten Organ war dieser Befund nicht mehr zu 

sehen. Diese Reduktion der Gefäßwandstärke könnte auf eine verminderte Rekrutierung von 

Perizyten durch die reduzierte endotheliale PDGF-Produktion zurückzuführen sein. 

 

5.2.2 Architektur des Gefäßbaums und der Reninverteilung in der Niere der adulten 

Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus im Vergleich 

 

Die adulte Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter Normalsalzdiät zeigt die physiologische 

Verteilung von Reninzellen, welche in typischer juxtaglomerulärer Position am vaskulären 

Pol des Glomerulus in der Tunica media von afferenten Arteriolen liegen. In größeren renalen 

Gefäßen wie arcuaten Seitenästen und Interlobulararterien finden sich keine 

reninsynthetisierenden Zellen. Diese Beobachtungen stimmen mit bisherigen Erkenntnissen 

über die physiologische Reninexpression überein (Barajas 1979; Taugner et al. 1984). Im 

dreidimensionalen präglomerulären arteriellen Gefäßbaum stellen sich die rekonstruierten 

Gefäße gleichmäßig geformt und schlank dar, was den anatomischen Normalzustand darstellt 

und im Einklang mit vorangehenden Studien steht (Sauter et al. 2008; Machura et al. 2009). 
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Hinsichtlich der Verteilung von reninproduzierenden Zellen bei der adulten Tie-2
+/Cre

-PDGF-

BB
fl/fl

-Maus unter Normalsalzdiät ergeben sich im Vergleich mit der Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-

Maus keine relevanten Unterschiede. Auch bei diesem Versuchsmodell sind die Reninzellen 

nur an typischer juxtaglomerulärer Stelle in der Tunica media afferenter Arteriolen lokalisiert 

und kommen in weiteren renalen Gefäßabschnitten nicht vor. Der Gefäßbaum der adulten Tie-

2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter Normalsalzdiät zeigt hinsichtlich seiner Morphologie keine 

relevanten Veränderungen der Gefäßform, -dichte und -länge. Dies stimmt mit Ergebnissen 

überein, wonach bei der PDGF-BB-Maus keine signifikanten Änderungen der Gefäßlänge 

oder Veränderungen der Anzahl von Gefäßverzweigungen auftreten (Hellstrom et al. 2001). 

Bei einem selektiven Knockout der PDGF-B-Kette in Mäusen treten vor allem im 

Embryonalalter Dilatationen renaler Gefäße auf, bei adulten Tieren ist aber nur noch ein leicht 

erhöhter Durchmesser der glomerulären Kapillaren nachweisbar (Bjarnegard et al. 2004). 

Solche erhöhten Durchmesser renaler Gefäße sind bei der adulten Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-

Maus allerdings nicht nachweisbar. 

In unterschiedlichen Studien wurde gezeigt, dass bei einem totalen und selektiven Knockout 

von PDGF-BB die Anzahl von Perizyten und vaskulären Glattmuskelzellen in der Niere 

reduziert ist. Außerdem stellen renale Perizyten einen wichtigen Faktor für die vaskuläre 

Entwicklung dar und werden bei einem Knockout von PDGF-BB nicht adäquat in 

Gefäßwände integriert (Lindahl et al. 1997; Hellström et al. 1999; Hellstrom et al. 2001; 

Lindblom et al. 2003; Bjarnegard et al. 2004; Stratman et al. 2010). Die Induktion von 

Vorläuferzellen der Perizyten und vaskulären Glattmuskelzellen scheint zwar bei PDGF-B-

defizienten Mäusen unabhängig von PDGF-B abzulaufen. Die anschließende Ko-Migration 

und Proliferation dieser Zellen verläuft aber PDGF-B-abhängig (Hellström et al. 1999). Bei 

einem Zutreffen des hypothetischen Ansatzes dieser Arbeit, dass Reninzellen wie Perizyten 

über den PDGF-B-PDGFR-β-Signalweg in die renalen Gefäßwände integriert werden sowie 

sich von diesen Zellen ableiten, wäre eine fehlende beziehungsweise verminderte Expression 

und Integration in renale Gefäßwände von reninpositiven Zellen zu erwarten gewesen. Da 

dies nicht der Fall ist, lässt sich die Schlussfolgerung ziehen, dass die Integration von 

Reninzellen in den renalen Gefäßbaum bei der adulten Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus 

unabhängig von endothelial synthetisiertem PDGF-BB abläuft.  

Gegen eine Beteiligung des PDGF-B-PDGFR-β-Signalwegs bei der Integration von 

Reninzellen in die Gefäßwand der Niere spricht außerdem die Tatsache, dass 

reninexprimierende Zellen der adulten Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter basalen 
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Bedingungen an physiologischer juxtaglomerulärer Position in der Tunica media der 

afferenten Arteriole lokalisiert sind (Barajas 1979; Taugner et al. 1984).  

 

5.2.3 Architektur des Gefäßbaums und der Reninverteilung in der Niere der adulten 

Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter LSE-Diät im 

Vergleich 

 

Der bereits in der Renin-mRNA-Analyse beobachtete starke Anstieg der Reninexpression bei 

adulten Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen unter LSE-Diät zeigt in histologischer Färbung und 

dreidimensionaler Rekonstruktion sein morphologisches Korrelat: so kommt es durch 

Niedrigsalzdiät sowie Inhibition des ACE und einem hiermit verbundenen Abfall des ANGII-

Spiegels über eine Stimulation des RAS zu einer reaktiven Rekrutierung reninproduzierender 

Zellen in weiter proximal gelegenen Anteilen der afferenten Arteriole sowie stellenweise in 

Interlobulararterien (Hackenthal et al. 1990). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit 

Ergebnissen in der Literatur und konnten in dieser Arbeit erneut reproduziert werden (Gomez 

et al. 1988; Gomez et al. 1990; Fuchs et al. 2002; Machura et al. 2009). 

Der rekonstruierte Gefäßbaum der adulten Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus unter LSE-Diät weist 

ebenfalls eine retrograde Rekrutierung von reninexprimierenden Zellen in afferenten 

Arteriolen und vereinzelt in Interlobulararterien auf. In anderen Gefäßanteilen und Bereichen 

der Niere tritt keine Reninexpression auf. Dieser Befund lässt darauf schließen, dass die 

Integration von Reninzellen in die Gefäßwand von Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen nicht über 

den PDGF-B-PDGFR-β-Signalweg gesteuert wird, da die Anzahl der Reninzellen weder 

vermindert noch eine Lokalisation reninexprimierender Zellen an unphysiologischer Stelle 

nachzuweisen ist. Außerdem ist eine Stimulation des RAS mit physiologischer Steigerung der 

Reninexpression durch LSE-Diät auch bei der adulten Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus möglich. 

Die reaktive Rekrutierung reninsynthetisierender Zellen erfolgt nach dem gleichen 

retrograden Muster wie bei der Tie-2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

-Maus in Interlobulararterien sowie 

proximal gelegenen Anteilen der Vasa afferentia und zeigt keine pathologischen 

Veränderungen. 
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5.2.4 Zusammenfassende Analyse der histologischen Schnitte und rekonstruierten 

Gefäßbäume 

 

Wie in der Literatur für Wildtypmäuse bereits beschrieben, wird Renin bei allen vier 

Versuchsgruppen in der Niere nur in afferenten Arteriolen sowie unter LSE-Diät verstärkt in 

weiter proximal gelegenen Anteilen des präglomerulären arteriellen Gefäßbaums exprimiert 

(Barajas 1979; Taugner et al. 1984; Gomez et al. 1988). Weitere Expressionsorte von Renin 

sind nicht nachweisbar. Eine Koexpression von Renin und Glattmuskelaktin in einigen 

afferenten Arteriolen findet, übereinstimmend mit vorangehenden Studien, sowohl bei Tie-

2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- als auch bei Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen stellenweise vor allem in 

distalen Bereichen der afferenten Arteriole statt (Sauter et al. 2008). 

Die Verwendung von Tie-1 als Promotor zur Deletion von PDGF-BB in endothelialen Zellen 

führt zu keinen relevanten Störungen in Nieren adulter Tiere. Während der Perinatalperiode 

resultiert diese Deletion in einem Ballooning des glomerulären Kapillarnetzes, was auf ein 

Fehlen mesangialer Zellen zurückzuführen ist (Bjarnegard et al. 2004). Ein ähnliches 

Phänomen zeigt sich in der vorliegenden Arbeit unter Verwendung von Tie-2 als Promotor 

zur Deletion von endothelial synthetisiertem PDGF-BB, da bei Knockoutmäusen am ersten 

Tag post partum eine verminderte Wanddicke der afferenten Arteriole zu beobachten ist. Dies 

lässt auf eine erfolgreiche Inhibition von endothelial produziertem PDGF-BB schließen. 

Auf Form, Länge und Verlauf der präglomerulären Gefäße hat dieser Knockout keine 

Auswirkungen. Dies stimmt mit Ergebnissen überein, wonach bei der PDGF-BB- und 

PDGFR-β-KO-Maus keine signifikanten Änderungen der Gefäßlänge oder Veränderungen 

der Anzahl von Gefäßaufzweigungen auftreten (Hellstrom et al. 2001). In der Arbeit von 

(Enge et al. 2002) mündet eine Deletion der von Endothelzellen produzierten PDGF-B-Kette 

bei Mäusen mit verminderter Anzahl an Perizyten in multiplen Störungen des vaskulären 

Systems wie Mikroaneurysmen, unregelmäßigen Durchmessern der Mikrogefäße sowie einer 

unregelmäßigen Kapillardichte. Dies könnte auf eine insuffiziente Inhibition von endothelial 

synthetisiertem PDGF-BB in dieser Arbeit hindeuten. Jedoch stimmen die vorliegenden 

Ergebnisse mit vorangehenden Beobachtungen überein, bei denen bei adulten Tieren drei 

Wochen postnatal die Anzahl mesangialer Zellen wieder annähernd dem Normalzustand 

entspricht, auch wenn der Kapillardurchmesser weiterhin leicht erhöht ist (Bjarnegard et al. 

2004). Nicht ganz auszuschließen wäre außerdem eine Sekretion von PDGF-BB durch Zellen 
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der renalen Adventitia, die den fehlenden Effekt der endothelialen PDGF-BB-Synthese 

mitbeeinflusst und überlagert (Meliss et al. 1999). In dieser Arbeit wurden Mäuse mit Hilfe 

des Cre-loxP-Systems unter Verwendung von Tie-2, einem starken Regulator von Cre, als 

Promotor zur Deletion von PDGF-BB in endothelialen Zellen generiert (Suri et al. 1996; 

Wagner et al. 2010). Die Genotypisierung der Versuchstiere (siehe Abb. 3) zeigt jedoch eine 

erfolgreiche Cre-lox-Rekombination, welche eine insuffiziente Inhibition der PDGF-BB-

Synthese in endothelialen Zellen unwahrscheinlich erscheinen lässt.  

Die Integration von Perizyten in sich entwickelnde Gefäßwände erfolgt mittels endothelial 

produziertem PDGF-BB über den PDGF-B-PDGFR-β-Signalweg (Lindblom et al. 2003; 

Stratman et al. 2009). Dieses durch endotheliale Zellen synthetisierte PDGF-BB ist außerdem 

ein wichtiger Wachstumsfaktor für vaskuläre Entwicklungsprozesse wie die Rekrutierung von 

Perizyten zu sich in der Entwicklung befindlichen endothelialen Zellröhren sowie der hiermit 

einhergehenden vaskulären Basalmembranentwicklung (Lindblom et al. 2003; Stratman et al. 

2009). Der PDGF-B-PDGFR-β-Signalweg ist besonders für die Entwicklung und 

Vaskularisierung der Niere von großer Bedeutung, da PDGF-BB ein essentieller 

Wachstumsfaktor für die Rekrutierung mesenchymaler Zellen ist (Heldin & Westermark 

1999). Aus dem Mesenchym differenzieren murale Zellen wie Perizyten, vaskuläre 

Glattmuskelzellen und reninsynthetisierende Zellen sowie Mesangialzellen (Soriano 1994; 

Lindahl et al. 1997; Lindahl et al. 1998; Enge et al. 2002). Diese gemeinsame mesenchymale 

Vorläuferzelle wird auch als Foxd1
+
-Zelle bezeichnet (Sequeira Lopez & Gomez 2011). Laut 

einer Studie von (Berg et al. 2013) sind auch Perizyten im Interstitium der Niere vor allem 

während der Metanephrogenese sowie in der Fetal- und frühen Postnatalperiode in der Lage 

Renin zu exprimieren. Dies deutet ebenfalls auf eine Abstammung von Reninzellen und 

Perizyten von einer gemeinsamen Vorläuferzelle hin. Trotz der gemeinsamen Abstammung 

von mesenchymalen Vorläuferzellen erfolgen Aktivierung sowie Integration von 

reninexprimierenden Zellen in sich entwickelnde Gefäßwände laut den Ergebnissen dieser 

Arbeit unabhängig von PDGF-BB und werden demzufolge über unterschiedliche Signalwege 

reguliert. 

Da sich in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Unterschiede zwischen adulten Tie-

2
+/+

-PDGF-BB
fl/fl

- und Tie-2
+/Cre

-PDGF-BB
fl/fl

-Mäusen im Hinblick auf Höhe der Renin-

mRNA-Level, die Lokalisation von Reninzellen in der Niere und die dreidimensionale renale 

Gefäßbaumanalyse ergaben, werden reninexprimierende Zellen und/oder ihre Vorläuferzellen 
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folglich über einen anderen Mechanismus als den PDGF-B-PDGFR-β-Signalweg aktiviert 

sowie in sich entwickelnde Gefäßwände integriert.  
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6 Anhang 

6.1 Veröffentlichung 

 

Teile dieser Arbeit wurden bereits im Vorfeld veröffentlicht: 

 

Neubauer, B., Machura, K., Rupp, V., Tallquist, M.D., Betsholtz, C., Sequeira-Lopez, M.L.S., 

Ariel Gomez, R. & Wagner, C. 2013. Development of renal renin-expressing cells does not 

involve PDGF-B-PDGFR-β signaling. Physiol Rep 1, n/a. 

http://dx.doi.org/10.1002/phy2.132. 
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6.3 Abkürzungsverzeichnis 

 

Biologische und chemische Einheiten und Größen 

bp Basenpaare 

I.E.  Internationale Einheit 

M Molare Masse  

pH pH-Wert (pondus Hydrogenii) 

U Unit (enzymatische Einheit) 

 

Dezimale Vielfache und Teile von Einheiten 

k kilo (1x10
3
) 

m milli (1x10
-3

) 

µ micro (1x10
-6

) 

n nano (1x10
-9

) 

p pico (1x10
-12

) 

 

Physikalische Einheiten und Größen 

°C Grad Celsius 

d Tag(e) 

g Gramm 

h Stunde(n) 

l Liter 

min Minute(n) 

M Mol 

s Sekunde(n) 

V Volt 
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Sonstige Abkürzungen 

3D dreidimensional 

α SMA α smooth muscle actin (α-Glattmuskelaktin) 

A. Arteria 

Abb. Abbildung 

ADH antidiuretisches Hormon 

ACE 
angiotensin converting enzyme 

(Angiotensin-konvertierendes Enzym) 

ACTH Adrenocorticotropes Hormon 

ANG I/II Angiotensin I/II 

ANOVA analysis of variance (Varianzanalyse) 

ANP atriales natriuretisches Peptid 

AS Aminosäure 

AT1/2-Rezeptor Angiotensin II-Rezeptor Typ 1/2 

AQP Aquaporin 

BSA 
bovine serum albumin 

(Rinderserumalbumin) 

bzw. beziehungsweise 

ca. circa 

Ca
2+

 Calcium 

cAMP cyklisches Adenosinmonophosphat 

cDNA copy/complementary DNA 

cGMP cyklisches Guanosinmonophosphat 

CGRP calcitonin gene-related peptide 

Cl
-
 Chlorid 

Cy2 Carbocyanin 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

DNA deoxyribonucleic acid 

(Desoxyribonukleinsäure) 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 

et al. et alii (und andere) 

GAP GTPase activating protein 
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GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

HB-EGF heparin-binding epidermal growth factor 

HS horse serum (Pferdeserum) 

IPN isoliert perfundierte Niere 

Ig Immunglobulin 

JGA juxtaglomerulärer Apparat 

JG-Zelle juxtaglomeruläre Zelle 

KG Körpergewicht 

KO Knockout 

LS Low salt (Niedrigsalzdiät) 

MAP mitogen-activated protein 

MD Macula densa 

mRNA messenger ribonucleic acid 

N2 Stickstoff 

Na
+
 Natrium 

PBS phosphate buffered saline 

PCR Polymerase chain reaction 

(Polymerasekettenreaktion) 

RAS Renin-Angiotensin-System 

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

RNase Ribonuklease 

PAF platelet activating factor 

PDGF platelet derived growth factor 

PDGFR-α/β platelet derived growth factor receptor α/β 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 

PLCγ Phospholipase Cγ 

pp1 erster Tag post partum 

RBP-J 
recombination signal Binding Protein for 

immunoglobulin kappa J region 

RT Raumtemperatur 

SEM 
standard error of the mean (Standardfehler 

des Mittelwertes) 

TGF-β transforming growth factor beta 
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TNFα tumor necrosis factor α 

TRITC Tetramethylrhodamin 

V. Vena 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VIP vasoaktives intestinales Peptid 

WT Wildtyp 

ZNS zentrales Nervensystem 
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