
 

1 
 

Aus der Medizinischen Universitätsklinik und Poliklinik Tübingen 

Abteilung Innere Medizin IV 

(Schwerpunkt: Diabetologie, Endokrinologie und Nephrologie) 

Sektion Nieren- und Hochdruckerkrankungen 

 

 

Die Rolle der Urokinase beim experimentellen 
nephrotischen Syndrom der Maus 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Inaugural-Dissertation  
zur Erlangung des Doktorgrades  

der Medizin 
 
 
 

der Medizinischen Fakultät  
der Eberhard-Karls-Universität  

zu Tübingen 
 
 

 

vorgelegt von 
 

Daiminger, Sophie Elisabeth 
 

2021  



 

2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan: Professor Dr. B. Pichler 

 
1. Berichterstatter: Professor Dr. F. Artunc 
2. Berichterstatter: Professor Dr. M. Kimmel 
  

 

 

 

Tag der Disputation: 24.06.2021  



Inhaltsverzeichnis 

3 
 

 

 

Ich wollte nicht nur Namen von Dingen wissen. Ich erinnere mich, dass ich 

wirklich wissen wollte, wie alles funktioniert hat. 

Elizabeth Blackburn  

 

 

 

 

 

 

 

 

Meiner Familie 



Inhaltsverzeichnis 

4 
 

 

1 Einleitung ................................................................................................... 12 

1.1 Das nephrotische Syndrom ................................................................. 12 

1.1.1 Ätiologie des nephrotischen Syndroms ......................................... 12 

1.2 Der epitheliale Natriumkanal ENaC ..................................................... 14 

1.2.1 Physiologische Regulation ............................................................ 15 

 Proteolytische Aktivierung des ENaCs ................................... 15 

1.2.2 Pharmakologische Hemmstoffe des ENaC ................................... 16 

 Amilorid .................................................................................. 16 

 Weitere Hemmstoffe des ENaCs ........................................... 17 

1.3 Pathophysiologie der Ödementstehung – Overfill- und Underfill-

Theorie………………………………………………………………………………18 

1.3.1 Bedeutung der Proteasurie ........................................................... 20 

 Plasminaktivierung durch Urokinase ...................................... 21 

1.3.2 Therapie des nephrotischen Syndrom .......................................... 22 

1.4 Fragestellung der Dissertation ............................................................ 23 

2 Material und Methoden .............................................................................. 24 

2.1 Material ............................................................................................... 24 

2.2 Methoden ............................................................................................ 27 

2.2.1 Versuchstiere und Tierhaltung ...................................................... 27 

2.2.2 Versuchsablauf und Probengewinnung ........................................ 28 

 Teilversuch 1: Untersuchung des nephrotischen Syndroms im 

experimentellen Mausmodell .................................................................. 29 

 Teilversuch 2: Hemmung der Urokinase durch Amilorid ........ 29 

 Teilversuch 3: Auswirkung einer genetischen Deletion der 

Urokinase ……………………………………………………………………...30 

 Teilversuch 4: Auswirkung der genetischen Deletion der 

Urokinase auf die Amiloridbehandlung ................................................... 31 



Inhaltsverzeichnis 

5 
 

2.2.3 Blut- und Urinparameter ............................................................... 31 

 Messung der Proteinurie mittels Bradford (Bio-Rad Protein 

Assay)………………………………………………………………………….32 

 Elektrolytmessung am Flammenphotometer .......................... 33 

 Kreatininmessung im Urin mit der modifizierten Methode nach 

Jaffé (LT-SYS® Creatinin, kinetisch) ...................................................... 34 

 Harnstoffkonzentration im Plasma (LT-SYS® Harnstoff, UV, 

kinetisch) 35 

 Blutgasanalyse ....................................................................... 36 

 Messung der Plasmin- und Urokinaseaktivität im Urin mittels 

chromogenen Substraten ....................................................................... 37 

 Messung der Urokinaseaktivität im Urin mittels 1344 ............. 37 

 Messung der Plasminaktivität im Urin mittels S-2251 ............ 38 

 Westernblot ............................................................................ 39 

 Bestimmung der Amiloridkonzentration im Urin und Plasma 

mittels Fluoreszenz ................................................................................. 40 

 Aldosteron ELISA ................................................................... 41 

2.2.4 Statistische Auswertung ............................................................... 43 

3 Ergebnisse ................................................................................................. 44 

3.1 Teilversuch 1: Nephrotisches Syndrom im Mausmodell ...................... 44 

3.1.1 Proteinurie und Plasma-Albumin-Konzentration ........................... 44 

3.1.2 Gewicht ......................................................................................... 45 

3.1.3 Natriurese ..................................................................................... 46 

3.1.4 Plasma-Aldosteron- und -Harnstoff-Konzentration ....................... 47 

3.1.5 Urokinase- und Plasminaktivität im Urin ....................................... 48 

3.1.6 Blutgasanalyse ............................................................................. 49 

3.1.7 Lipidämie ...................................................................................... 50 



Inhaltsverzeichnis 

6 
 

3.1.8 Zusammenfassung ....................................................................... 50 

3.2 Teilversuch 2: Amiloridbehandlung ..................................................... 51 

3.2.1 Inhibition der Urokinaseaktivität in vitro ........................................ 51 

3.2.2 Urinamilorid-Konzentration in vivo ................................................ 52 

3.2.3 Proteinurie und Plasma-Albumin-Konzentration ........................... 53 

3.2.4 Gewicht ......................................................................................... 54 

3.2.5 Natriurese ..................................................................................... 55 

3.2.6 Plasma-Aldosteron und -Harnstoff-Konzentration......................... 57 

3.2.7 Urokinase- und Plasminaktivität im Urin ....................................... 58 

3.2.8 Westernblot zur Untersuchung der Plasminogenkonversion ........ 59 

3.2.9 Blutgasanalyse ............................................................................. 61 

3.2.10 Zusammenfassung .................................................................... 62 

3.3 Teilversuch 3: Auswirkung einer genetischen Deletion der Urokinase bei 

Mäusen ......................................................................................................... 63 

3.3.1 Proteinurie und Plasma-Albumin-Konzentration ........................... 63 

3.3.2 Gewicht ......................................................................................... 64 

3.3.3 Natriurese ..................................................................................... 65 

3.3.4 Plasma-Aldosteron und -Harnstoff-Konzentration......................... 66 

3.3.5 Urokinase- und Plasminaktivität im Urin ....................................... 67 

3.3.6 Westernblot zur Untersuchung der Plasminogenkonversion bei 

genetischer uPA-Defizienz ......................................................................... 68 

3.3.7 Blutgasanalyse ............................................................................. 69 

3.3.8 Langzeitüberleben ........................................................................ 70 

3.3.9 Zusammenfassung ....................................................................... 71 

3.4 Teilversuch 4: Amiloridbehandlung der uPA-Knockout Mäuse ............ 72 

3.4.1 Urinamilorid-Konzentration ........................................................... 72 



Inhaltsverzeichnis 

7 
 

3.4.2 Proteinurie .................................................................................... 73 

3.4.3 Gewicht ......................................................................................... 74 

3.4.4 Plasma-Aldosteron-Konzentration ................................................ 75 

3.4.5 Zusammenfassung ....................................................................... 76 

4 Diskussion ................................................................................................. 77 

4.1 Mausmodell ......................................................................................... 77 

4.2 Experimentelles nephrotisches Syndrom im Mausmodell ................... 78 

4.3 Theorie der Ödementstehung im experimentellen nephrotischen 

Syndrom der Maus ........................................................................................ 79 

4.4 Natriumtransport beim nephrotischen Syndrom .................................. 81 

4.5 ENaC-Aktivierung und Rolle des RAAS .............................................. 82 

4.6 Plasminaktivierung durch Urokinase ................................................... 84 

4.7 Wirkweise Amilorid .............................................................................. 86 

4.8 Therapie des nephrotischen Syndroms mit Amilorid ........................... 86 

4.9 Ausblick ............................................................................................... 88 

5 Zusammenfassung .................................................................................... 89 

6 Anhang ...................................................................................................... 90 

7 Erklärung zum Eigenanteil der Dissertationsschrift .................................... 97 

8 Veröffentlichungen ..................................................................................... 98 

9 Danksagung ............................................................................................. 100 

 

 

 

 

 

 

 



Abbildungsverzeichnis 

8 
 

Abbildung 1: Aufbau des ENaC [1] ................................................................... 14 

Abbildung 2: Aminosäuresequenz der γ-Untereinheit des humanen ENaCs ... 16 

Abbildung 3: Strukturformel Amilorid [28] ......................................................... 16 

Abbildung 4: Pathomechanismus Ödementstehung ......................................... 19 

Abbildung 5: Aktivierung des ENaCs durch Plasmin [51] ................................. 21 

Abbildung 6: Versuchsablauf des Teilversuchs 1 ............................................. 29 

Abbildung 7: Studiendesign des Teilversuchs 2 ............................................... 29 

Abbildung 8 : Studiendesign des Teilversuchs 3 .............................................. 30 

Abbildung 9: Studiendesign des Teilversuchs 4 ............................................... 31 

Abbildung 10: Funktionsweise chromogene Substrate ..................................... 37 

Abbildung 11: Experimentelles nephrotisches Syndrom – Proteinurie und Plasma 

Albumin ............................................................................................................ 44 

Abbildung 12: Experimentelles nephrotisches Syndrom – Gewichtsverlauf ..... 45 

Abbildung 13 : Experimentelles nephrotisches Syndrom – Aszites .................. 45 

Abbildung 14: Experimentelles nephrotisches Syndrom – Natriurese .............. 46 

Abbildung 15 : Experimentelles nephrotisches Syndrom – Plasma Aldosteron und 

Plasma Harnstoff .............................................................................................. 47 

Abbildung 16 : Experimentelles nephrotisches Syndrom – Urokinase - & 

Plasminaktivität im Urin .................................................................................... 48 

Abbildung 17 : Experimentelles nephrotisches Syndrom – Lipidämie .............. 50 

Abbildung 18 : In-vitro Inhibitionskurven ........................................................... 51 

Abbildung 19 : Amiloridbehandlung – Urinamilorid [2] ...................................... 52 

Abbildung 20: Amiloridbehandlung – Proteinurie und Plasma Albumin [2] ....... 53 

Abbildung 21: Amiloridbehandlung – Gewichtsverlauf [2] ................................ 54 

Abbildung 22 : Amiloridbehandlung – Natriurese [2] ........................................ 55 

Abbildung 23 : Amiloridbehandlung – Plasma Aldosteron und Plasma Harnstoff 

[2] ..................................................................................................................... 57 

Abbildung 24: Amiloridbehandlung – Urokinase- und Plasminaktivität [2] ........ 58 

Abbildung 25 : Amiloridbehandlung – Plasmin Westernblot [2]  ....................... 59 

Abbildung 26 : uPA – Knockout – Proteinurie und Plasma Albumin [2] ............ 63 

Abbildung 27 : uPA-Knockout – Gewicht [2] ..................................................... 64 

Abbildung 28 : uPA-Knockout – Natriurese [2] ................................................. 65 

file:///D:/Doktorarbeit/91%20Doktorarbeit%2005.10.20.docx%23_Toc54290863
file:///D:/Doktorarbeit/91%20Doktorarbeit%2005.10.20.docx%23_Toc54290864
file:///D:/Doktorarbeit/91%20Doktorarbeit%2005.10.20.docx%23_Toc54290869
file:///D:/Doktorarbeit/91%20Doktorarbeit%2005.10.20.docx%23_Toc54290871


Tabellenverzeichnis 

9 
 

Abbildung 29 : uPA-Knockout – Plasma Aldosteron [2] .................................... 66 

Abbildung 30 : uPA-Knockout - Urokinase- und Plasminaktivität [2] ................ 67 

Abbildung 31 : uPA-Knockout - Plasmin Westernblot [2] .................................. 68 

Abbildung 32 : uPA-Knockout – Langzeitüberleben und Verlauf Harnstoff ...... 70 

Abbildung 33: Scoring system zur Beurteilung des Allgemeinzustandes der Maus 

während des Experiementes Bei > 8 Punkten sofortige Euthanasie ................ 90 

 

 

Table 1 : Abkürzungsverzeichnis ...................................................................... 10 

Table 2 : Material - Geräte................................................................................ 24 

Table 3 : Material - Verbrauchsmaterialen ....................................................... 25 

Table 4 : Material - Medikamente ..................................................................... 26 

Table 5 : Material - Tierhaltung ......................................................................... 26 

Table 6 : Material - Kit/ Reagenz ...................................................................... 26 

Table 7 : Experimentelles nephrotisches Syndrom – BGA ............................... 49 

Table 8 : Amiloridbehandlung BGA [2] ............................................................. 61 

Table 9 : uPA-ko – BGA [2] .............................................................................. 69 

 

 



Abkürzungsverzeichnis 

10 
 

Table 1 : Abkürzungsverzeichnis 

µ- Mikro- (10-6) 

…<… …kleiner als… 

…>… …größer als… 

♀ Weibchen 

♂ Männchen 

Abb. Abbildung 

ACTH Adrenokortikotropes Hormon 

ADH Antidiuretisches Hormon 

ANP Atriales natriuretisches Peptid 

BE Base excess 

bzgl. bezüglich 

bzw. beziehungsweise 

c […] Konzentration [von…] 

ca. circa 

cHbc calculated hemoglobin concentration 

CMV Cytomegalie-Virus 

d Tag 

Da Dalton 

DF Verdünnungsfaktor 

DNA Desoxyribonucleinacid 

EBV Epstein-Barr-Virus 

ENaC epithelialer Natriumkanal 

FSGN fokal-segmental sklerosierende 
Glomerulonephritis 

g Gramm 

h Stunden 

Hct/ Hkt Hämatokrit 

HCV Hepatitis C Virus 

het Heterozygot 

HIV Humanes Immundefizienz-Virus 

i.v. intravenös 

IC50 mittlere inhibitorische Konzentration  

k- Kilo- 

KG Körpergewicht 

ko Knock-out 

Krea Kreatinin 

l Liter 

M Molar (mol/l) 

m- Milli- (10-3) 

-m Meter 

max. maximal 

MCGN minimal-change-Glomerulonephritis 

min Minute 

min. minimal 



Abkürzungsverzeichnis 

11 
 

MPGN membranoproliferative 
Glomerulonephritis 

n- Nano- (10-9) 

n.d. nicht detektierbar 

NSAR nichtsteroidalen Antirheumatika 

OD Optical density 

p- Piko- (10-12) 

PAN puromycin aminonucleosid 

PBS phosphatgepufferte Salzlösung 

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System 

s Sekunde 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis 
(Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese) 

SEM Standard error of the mean 
(Standardfehler) 

SO2c kalkulierte Sauerstoffsättigung 

std Standard 

Tab. Tabelle 

uPA Urokinase 

v.a. vor allem 

WB Western Blot 

wt Wildtyp 

z.B. zum Beispiel 

λ Wellenlänge 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Einleitung 

12 
 

1 Einleitung 

1.1 Das nephrotische Syndrom   

 

Das nephrotische Syndrom ist ein Symptomkomplex, der aus einer Proteinurie > 

3,5 g/d, einer konsekutiven Hypoproteinämie, einer Hyperlipidämie und Ödemen 

besteht [4]. Klinisch zeigt sich häufig das Bild von Pleuraergüssen und Aszites, 

in seltenen Fällen auch ein Perikarderguss. Durch die Hypoproteinämie kommt 

es zu einer gesteigerten hepatischen Eiweißsynthese, welche zu einer 

Steigerung von α2- und β-Globulinen, mit gleichzeitiger Erniedrigung von 

Albumin, α1- und γ-Globulinen führt. Durch Verlust von gerinnungshemmenden 

Proteinen wie AT III, oder intravasaler Hypovolämie besteht ein erhöhtes 

Thromboserisiko [5]. Darüber hinaus besteht ein erhöhtes Infektrisiko durch 

Verlust von γ-Globulinen sowie eine veränderte Konzentration von 

Trägerproteinen wie Transferrin oder Vitamin D-bindendes Protein [6-8]. 

 

1.1.1 Ätiologie des nephrotischen Syndroms 

 

Das nephrotische Syndrom kann bei einer Vielzahl von glomerulären 

Erkrankungen auftreten. Am häufigsten wird eine Minimal-Change-

Glomerulopathie (MCGP), eine fokal-segmentale Glomerulosklerose (FSGS), 

eine membranöse Glomerulonephritis oder eine membranoproliferative 

Glomerulonephritis (MPGN) diagnostiziert [6].  

Die MCGP ist die häufigste Ursache für ein nephrotisches Syndrom im 

Kindesalter. Bei Erwachsenen ist sie in 10% der Fälle die zu Grunde liegende 

Erkrankung. Sie tritt idiopathisch oder sekundär als Folge von hämatologischen 

Neoplasien oder medikamententoxisch, beispielsweise nach Einnahme von 

VEGF-blockierenden Medikamenten, NSAR oder Lithium auf [4, 6]. 

Bei der MCGP kommt es zur Verschmelzung der Podozyten (Podozytopathie), 

die bei der FSGS mit einem Podozytenverlust einhergeht. Die FSGS ist in 12 % 

der Fälle die Ursache für ein nephrotisches Syndrom. Die FSGS lässt sich in eine 
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primäre idiopathische, eine familiär genetische und eine sekundäre Form 

unterteilen.  Die genetische FSGS entsteht durch verschiedene rezessiv oder 

dominant vererbte Mutationen von Genen, die für podozytäre Proteine, wie 

Nephrin oder Podocin kodieren. Die sekundäre Form kann durch einen 

Nephronverlust, wie bei einer Ischämie aufgrund einer diabetischen 

Nephropathie oder bei Adipositas bedingt sein. Weiterhin tritt sie auch 

virusassoziiert, wie beispielsweise bei Infektion mit HIV, Parvovirus B19, CMV, 

EBV, HCV oder auch medikamenteninduziert nach Einnahme von Lithium, 

NSAR, Interferon oder Anabolika auf [9].  

Mit 30% ist die membranöse Glomerulonephritis die häufigste beim Erwachsenen 

vorkommende Form. Auch bei dieser Glomerulonephritis gibt es eine 

idiopathische und eine sekundäre Form. Bei der idiopathischen Form liegen 

Autoantikörper gegen podozytäre Antigene, wie den Phospholipase A1-Rezeptor 

(PLA2R) vor. Sekundär kann eine membranöse Glomerulonephritis nach 

Infektionserkrankungen wie Hepatitis B/ C, HIV oder Syphilis, medikamentös, bei 

Autoimmunerkrankungen oder bei Malignomen auftreten. Im histologischen 

Präparat zeigt sich eine subepitheliale Ablagerung von Autoantikörpern und 

Komplementfaktoren an den Podozyten an der Außenseite der glomerulären 

Basalmembran. Dadurch kommt es zu einer Verdickung der Basalmembran, die 

im Stadium IV zu einer kompletten Umschichtung der Immunkomplexe mit 

Basalmembranmaterial führt. Spontane Remission tritt in 30 % aller Fälle auf [4, 

6]. 

Die MPGN kommt sehr selten vor und ist entweder idiopathisch bedingt oder 

entsteht sekundär bei malignen Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen oder 

Infektionserkrankungen wie Hepatitis B/ C. Histologisch kommt es hierbei zu 

diffusen Verdickungen der glomerulären Kapillarschlingen durch subendotheliale 

Ablagerungen und Proliferation der Mesangiumzellen. Die idiopathische Form 

resultiert innerhalb von 10 Jahren in 50 % der Fälle in einer Dialysepflichtigkeit 

[1, 2]. 

Weitere sekundäre Ursachen sind eine postinfektiöse Glomerulonephritis, 

beispielsweise nach einer Endokarditis, medikamententeninduzierte 

Glomerulonephritiden, paraneoplastische Geschehen oder auch autoimmune 
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Systemerkrankungen wie systemischer Lupus erythematodes oder eine 

Leichtketten-Nephropathie [6]. 

1.2 Der epitheliale Natriumkanal ENaC 

 

Der epitheliale Natriumkanal ENaC befindet sich im distalen Tubulus der Niere, 

ist aber auch in Darm, Lunge, Schweiß- und Speicheldrüsen zu finden [10]. Er ist 

ein konstitutiv aktiver Kanal und transportiert Natrium gemäß eines 

elektrochemischen Gradienten in die Zelle [10]. In der Niere spielt er eine 

bedeutende Rolle für den Elektrolyt- und Wasserhaushalt des Körpers [4]. 

Der ENaC befindet sich an der tubulären Seite der distal tubulären Zellen im 

Sammelrohr. Den transepithelialen Transport der Natrium-Ionen bewerkstelligt er 

gemeinsam mit der Na+/K+-ATPase, welche sich auf der basolateralen Seite der 

Zelle befindet und den elektrochemischen Gradienten aufbaut [11]. 

Unter physiologischen Bedingungen findet zwar nur etwa 5 % der 

Natriumresorption über den ENaC statt, seine Bedeutung erlangt er jedoch 

dadurch, dass er den finalen Natriumgehalt des Urins bestimmt. Durch 

verschiedene Mechanismen kann die Natriumretention gesteigert werden, um 

einer Dehydratation oder einem Salzverlust entgegen zu wirken [12, 13].  

 

Abbildung 1: Aufbau des ENaC [1] 

Der ENaC besteht aus drei Untereinheiten mit jeweils zwei Transmembrandomänen. Das N- und C-
Ende liegt jeweils intrazellulär, während die Schnittstellen zur Aktivierung, dargestellt durch den roten, 
beziehungsweise die blauen Pfeile, extrazellulär liegen [1]. 
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Der Kanal setzt sich aus drei Untereinheiten, der α-, β- und γ-Untereinheit, 

zusammen [1, 14]. Jede Untereinheit besteht jeweils aus zwei 

Transmembranproteinen. Das carboxy- und aminoterminale Ende der Proteine 

liegen intrazellulär und sind mit einer großen Extrazellularregion, die in das 

Tubuluslumen ragt, verbunden. Diese Extrazellularregion ist Ansatzstelle für 

diverse Proteasen. Dort kann die Offenwahrscheinlichkeit des ENaCs über 

Spaltung an definierten Schnittstellen reguliert werden [10, 15].  

1.2.1 Physiologische Regulation  

 

Der ENaC kann über mehrere Wege aktiviert werden und so zu einem 

verstärkten Natriumtransport führen. Die Regulierung des ENaCs findet auf 

verschiedenen Ebenen statt. Zu diesen gehört die Regulation der Synthese der 

Kanalproteine über das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, der Transport 

der Proteine des Kanals zur luminalen Zellmembran der Tubuluszelle, die 

proteolytische Spaltung der Extrazellularregion des Kanals zur Erhöhung der 

Offenwahrscheinlichkeit und es gibt Hinweise für eine direkte Steuerung des 

ENaCs durch Phosphorylierung [16].  

 Proteolytische Aktivierung des ENaCs 

 

Ein besonderer Regulationsmechanismus des ENaC ist die proteolytische 

Spaltung der α- und γ-Untereinheiten des Kanals [11, 17]. Hierdurch kann die 

Offenwahrscheinlichkeit des Kanals beeinflusst werden, das sogenannte Gating. 

Die Serinprotease Furin schneidet intrazellulär während der Maturation sowohl 

zweimal an der α-Untereinheit an den Stellen Arg-205 und Arg-231 [18, 19], als 

auch einmal in der Extrazellulärschleife der γ-Untereinheit an der Stelle Arg-138 

[18]. Die Offenwahrscheinlichkeit des ENaCs steigert sich dadurch von einer 

geringen zu einer mittleren Offenwahrscheinlichkeit. 

Im Falle einer weiteren extrazellulären, proteolytischen Spaltung an der γ-

Untereinheit und somit einem Herausschneiden eines weiteren Peptidfragmentes 

resultiert eine hohe ENaC-Aktivität. Hierzu sind verschiedene Proteasen in der 
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Lage, unter anderem Prostasin [20, 21], Transmembran Protease Serin 4 [21], 

Matriptase [21], Cathepsin B [22], Elastase [23], Kallikrein [24] und Plasmin [25].  

Besonders unter Niedrigsalzdiät, bei einer Aldosteroninfusion oder bei einer 

Hyperkaliämie zeigt sich eine erhöhte Abspaltung des Peptidfragmentes der γ-

Untereinheit und damit eine hohe Offenwahrscheinlichkeit [26, 27].  

1.2.2 Pharmakologische Hemmstoffe des ENaC 

 Amilorid 

 

 

Abbildung 3: Strukturformel Amilorid [28] 

Amilorid Hydrochlorid: N-amidino-3-amino-6-chloropyrazinecarboxamid [29] 

Amilorid ist ein kaliumsparendes Diuretikum. Es wird glomerulär frei filtriert und 

hat dort ein duales Hemmprofil. Amilorid wirkt über eine direkte Blockade des 

ENaCs im distalen Teil des Nephrons und hemmt sowohl die Aufnahme von 

Natrium, als auch die Kaliumausscheidung [10, 30].  Bei der Amiloridblockade 

Abbildung 2: Aminosäuresequenz der γ-Untereinheit des humanen ENaCs 

Aminosäuresequenz der γ-Untereinheit des humanen ENaCs der UniProt Database (UniProt Nummer 
P51170). Gezeigt sind die verscheidenen Spaltungsorte von Furin (Arg-138), Trypsin I (Lys-168, Lys-170 
und Arg-172), Chymotrypsin (FF174), Prostasin (RKRK178), humane neutrophile Elastase (Val-182 und Val-

193) und Plasmin (Lys-189). Pfeile deuten auf die jeweilige Schnittstelle[3] . 
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des ENaCs geht man von einem einfachen, physikalischen Verschluss der Pore 

durch das Amiloridmolekül mit einem Ki-Wert von 0,1 µM aus [10, 32, 33]. 

Weiterhin hemmt Amilorid die Urokinase im Tubulussystem mit einem Ki-Wert 

von 7 µM [2, 34, 35].  

Klinisch wird es als Kombinationspräparat mit Hydrochlorothiazid bei Hypertonie, 

Herzinsuffizienz und Leberzirrhose mit Aszites eingesetzt und wird bei oraler 

Gabe zu etwa 50 % im Gastrointestinaltrakt resorbiert. Die maximale 

Serumkonzentration ist nach vier Stunden erreicht. Die maximale Wirkung wird 

acht Stunden nach Gabe gemessen [36]. Amilorid wird zu gleichen Teilen renal 

und hepatisch eliminiert, daher ist bei Niereninsuffizienz mit deutlich längeren 

Plasmahalbwertszeiten zu rechnen. Eine wichtige Nebenwirkung ist die Gefahr 

der Hyperkaliämie. Die Überwachung des Kaliumspiegels ist besonders bei 

eingeschränkter Nierefunktion engmaschig empfohlen [29, 36].  

 Weitere Hemmstoffe des ENaCs 

 

Neben Amilorid gibt es weitere Amiloridanaloga, die ebenfalls über eine direkte 

ENaC-Blockade wirken. Triamteren hat dieselbe Bindungsstelle wie Amilorid, ist 

aber unter einem pH von 7,5 100-fach weniger potent [37]. Benzamil ist ebenfalls 

ein ENaC-Blocker. Es trägt im Vergleich zu Amilorid eine weitere Benzylgruppe. 

Dadurch ist die Potenz im Vergleich zu Amilorid auf das Fünf- bis Siebenfache 

erhöht [38]. 

Weiterhin kann man über Mineralokortokoidrezeptorantagonisten wie 

Spironolacton, Eplerenon, oder Kaliumcanrenoat Einfluss auf die ENaC-

Membranexpression nehmen. Diese Medikamente wirken über die Blutseite als 

kompetitive Antagonisten am Mineralokortikoidrezeptor im Sammelrohr der Niere 

und gehören ebenfalls zu den kaliumsparenden Diuretika. Nach Einnahme 

kommt es zu einer geringeren Aldosteronwirkung und zu einem verringerten 

ENaC-Einbau in die luminale Membran. Sie unterscheiden sich lediglich 

pharmakokinetisch und durch ein unterschiedliches toxikologisches Profil [39]. 

Indiziert sind Aldosteronantagonisten bei arterieller Hypertonie, bei 

Hyperaldosteronismus und bei Ödemen im Rahmen einer Herzinsuffizienz oder 
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einer Leberzirrhose [30]. Grundsätzlich zu beachten ist die Gefahr der 

Hyperkaliämie, besonders bei einer bestehenden Niereninsuffizienz [39]. 

1.3 Pathophysiologie der Ödementstehung – Overfill- und Underfill-

Theorie 

 

Das nephrotische Syndrom ist charakterisiert durch generalisierte Ödeme [40]. 

Für den Pathomechanismus der Ödementstehung gibt es zwei 

Erklärungsansätze, die Overfill- und die Underfilltheorie [41]. Beiden Theorien 

liegt die Proteinurie als zentrales Symptom zugrunde.  

Die Underfilltheorie besagt, dass es durch die Proteinurie zu einer 

Hypalbuminämie kommt und der verringerte intravasale, onkotische Druck zu 

einer Umverteilung des Wassers in das Interstitium führt [42]. Die Hypovolämie 

führt nun über eine Renin-Angiotensin-Aldosteron-System-Aktivierung zu einer 

vermehrten Natrium- und Wasserretention der Niere. Die Ödeme sind somit die 

physiologische Konsequenz des „underfillings“ [41].  

Bei der Overfill-Theorie kommt es weniger auf die Quantität der Proteinurie, als 

auf die Qualität an. Arbeiten der letzten Jahre haben als Mechanismus die 

aberrante Filtration von Serinproteasen ausgemacht, die den epithelialen 

Natriumkanal ENaC aktivieren [42-44]. Dabei kommt es zu einer vermehrten 

Natrium- und Wasserretention durch die erkrankte Niere und somit zu einem 

„overfill“ der Gefäße. Die pathologische Ausscheidung aktiver und aktivierbarer 

Proteasen im Urin wird im Weiteren Proteasurie genannt [43]. 

Die folgende Abbildung liefert einen integrativen Ansatz, um die 

Ödementstehung nach Underfill- und Overfilltheorie zu erklären. Während des 

nephrotischen Syndroms kommt es aufgrund der bestehenden Proteinurie bzw. 

Proteasurie einerseits zu einer direkten ENaC-Aktivierung durch aktive 

Serinproteasen, andererseits zu einer RAAS-Aktivierung, die ebenfalls zu einer 

ENaC-Aktivierung führt. Durch die Kanalaktivierung wird vermehrt Natrium 

rückresorbiert und durch das osmotisch folgende Wasser zeigt sich eine 

generalisierte Ödementstehung. 
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Abbildung 4: Pathomechanismus Ödementstehung 

Bei der Overfill-Theorie kommt es durch eine Proteasurie zu einer direkten ENaC-Aktivierung. Als Folge 
steigt die Natriumretention und es entstehen Ödeme. Die Underfill-Theorie nimmt an, dass es durch eine 
Proteinurie zu einer Hypalbuminämie kommt. Das RAAS wird aktiviert und sorgt so für eine indirekte 
ENaC-Aktvierung. Hierdurch kommt es ebenfalls zu einer vermehrten Natriumretention und zu 
Ödembildung. [43] Abbildung entnommen aus [43]. 
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1.3.1 Bedeutung der Proteasurie   

 

Serinproteasen machen bis zu 80% der totalen Proteaseaktivität im 

nephrotischen Urin aus [44]. Weitere Proteaseklassen sind Aspartat, Cystein und 

Metalloproteasen [44].  

Serinproteasen liegen in löslicher Form im Plasma vor und sind unter anderem 

dem körpereigenen Koagulations- und Komplementsystem zugehörig [45]. Erst 

bei einer Glomerulusschädigung können großmolekulare Proteine, zum Beispiel 

einige Serinproteasen wie Kallikrein, Plasmin, Thrombin oder andere Proteasen 

[12, 37, 46] aberrant in den Urin filtriert werden. Anzunehmen ist, dass Podozyten 

der kritischste Punkt der Filtrationsbarriere sind [47]. Die Ausscheidung von 

Serinproteasen, wie beispielsweise Plasmin, korreliert mit der Albuminurie [44, 

48]. Bei 44% und 30% der Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz war im 

Urin aktives Plasmin und Plasmakallikrein zu finden [45]. Diese Ergebnisse 

bestätigten sich auch bei der Untersuchung nephrotischer Mäuse [46]. Es ist 

davon auszugehen, dass sich bei jeder höhergradigen Proteinurie auch eine 

signifikante Proteasurie zeigt [44].  

Glomerulonephritiden mit progressiven Tubulusschäden und interstitieller 

Fibrose sind oft assoziiert mit einer ansteigenden Proteinurie [49]. Klinisch zeigt 

sich, dass eine vermehrte Proteinurie mit einem schnelleren Abfall der 

Nierenfunktion und einem vermehrten tubulointerstitiellen Schaden einhergeht 

[48]. Dies bestärkt die Vermutung, dass die Filtration potentiell tubulotoxischer 

Plasmaproteine ein Grund der Nierenschädigung sind und nicht nur als Symptom 

angesehen werden sollten [48]. Von mehreren Proteasen ist bereits bekannt, 

dass sie die γ-Untereinheit des ENaCs durch eine proteolytische Spaltung 

aktivieren können [47, 50]. Dieser Mechanismus spielt eine wichtige Rolle in der 

Regulation der Offenwahrscheinlichkeit des Kanals und der Ödementstehung.  

Durch den Proteaseinhibitor Aprotinin kann im Mausmodell eine suffiziente 

Hemmung der Ödementstehung erzielt werden [42]. Diese Blockierung einer 

proteolytischen Aktivierung des ENaC-Kanals stellt einen möglichen 

Therapieansatz zur Verhinderung der Ödementstehung dar.  
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 Plasminaktivierung durch Urokinase  

 

 

Abbildung 5: Aktivierung des ENaCs durch Plasmin [51]                                    

Rot stellt das Vas afferens und Vas efferens der Niere da. Die Kreuze entsprechen den Podozyten des 
Glomerulus. Gelb entspricht dem Tubulussystem der Niere. 
Durch die beschädigten Glomeruli wird aberrant Plasminogen in das Tubuluslumen filtriert, welches durch 
die Urokinase zu Plasmin aktiviert wird. Aktives Plasmin schneidet an der γ-Untereinheit des ENaCs und 
erhöht so die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals. Konsekutiv kommt es zu einer verstärkten 
Natriumretention. 

 

Während des nephrotischen Syndroms wird unter anderem das Zymogen 

Plasminogen aberrant in das Tubulussystem filtriert und dort vor allem durch die 

tubulusständige Urokinase aktiviert [34, 52, 53]. Svenningsen et al. stellten 2009 

die Theorie auf, dass das entstehende Plasmin die Hauptursache der Aktivierung 

des ENaCs während des nephrotischen Syndroms ist. Dies könnte über eine 

Spaltung der γ-Untereinheit geschehen [34, 51, 54, 55], wodurch sich die 

Offenwahrscheinlichkeit des Natriumkanals erhöhen und es zu einer vermehrten 

Natriumresorption und somit konsekutiv zu einer Ödementstehung kommen 

könnte. 

Plasmin ist eine Peptidase, deren Vorstufe in der Leber synthetisiert wird. Es ist 

ein wichtiger Bestandteil des Fibrinolysesystems des Körpers. Dieses System 
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besteht aus Plasminogen und den Aktivatoren tissue-type Plasminogenaktivator 

(tPA) und urokinase-type Plasminogenaktivator (uPA) [55, 56]. tPA und uPA sind 

die einzigen physiologisch relevanten Aktivatoren von Plasminogen in vivo [57]. 

uPA wird vor allem im Tubulussystem der Niere exprimiert, wohingegen tPA 

vermehrt in den Glomeruli produziert wird [58]. Plasmin wird nur bei Schädigung 

des Glomerulus im Rahmen einer Proteasurie in den Urin filtiert.  

Die Behandlung von nephrotischen Ratten mit Amilorid zeigte eine reduzierte 

Plasminaktivierung durch die medikamentöse Hemmung von uPA und eine 

verminderte ENaC-Aktivierung [34]. uPA ist im Urin nephrotischer Ratten 

nachweisbar [52]. In murinen Epithelzellen der Trachea bei uPA-ko-Mäusen 

zeigte sich eine veringere ENaC-assoziierte transepithelialer Na-Transport [59]. 

Aprotininbehandlung bei nephrotischen Mäusen verhindert die Ödementstehung 

während des nephrotischen Syndroms [42]. uPA ist ebenfalls sensitiv auf 

Aprotinin und dessen Hemmung könnte mit ein Grund für die Ödemverhinderung 

während des nephrotischen Syndroms sein [42].  

Die Urokinase kann experimentell durch den spezifischen Urokinase-Inhibitor UK 

122 gehemmt werden [60]. 

 

1.3.2 Therapie des nephrotischen Syndrom 

 

Die Vielfältigkeit der pathologischen Mechanismen des nephrotischen Syndroms 

erfordert differenzierte therapeutische Maßnahmen. 

Bei einem nephrotisches Syndrom, das durch eine primäre Glomerulonephritis 

verursacht wird, steht die Therapie der zu Grunde liegenden Erkrankung im 

Vordergrund. Die Therapie des nephrotischen Syndroms erfolgt symptomatisch. 

Die symptombezogene Behandlung erfolgt mit AT1-Inhibitoren und ACE-

Hemmer zur Hemmung des RAAS. Diese Wirkstoffe werden aufgrund ihrer 

antihypertensiven Wirkung eingesetzt [61]. Zusätzlich verringern sie eine 

bestehende Proteinurie und gelten so als nephroprotektiv [61, 62]. Einige 

Patienten sprechen nicht ausreichend auf eine alleinige RAAS-Hemmung an [63, 

64] und benötigen weitere diuretische Behandlung, bespielsweise mit 

Schleifendiuretika, gegebenenfalls in Kombination mit Thiaziden [4]. 
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Engmaschige Überwachung bei erhöhter Diuretikagabe zur Ausschwemmung 

der Ödeme ist aufgrund der Gefahr einer Elektrolytentgleisung oder 

hypovolämen Kreislaufzuständen indiziert.  

Bei bestehender Hyperlipidämie ist eine Therapie mit Statinen erforderlich [4]. 

Das erhöhte Thromboserisiko sollte zusätzlich mit einer antithrombotischen 

Behandlung durch Cumarine oder niedermolekularem Heparin reduziert werden.  

Eine Albuminzufuhr als Ausgleich der Hypalbuminämie wird kontrovers diskutiert.  

Die Studienlage zeigt teils eine erhöhte Mortalität bei Albumingabe [65, 66], im 

pädiatrischen Setting wird aber eine Albumininfusion empfohlen [67]. 

Allgemein sind die therapeutischen Möglichkeiten der Ödembehandlung beim 

nephrotischen Syndrom nicht zufriedenstellend. Die Erforschung der 

Pathophysiologie der Ödementstehung und die adäquate Therapie des 

nephrotischen Syndroms sind daher sehr wichtig.  

 

1.4 Fragestellung der Dissertation 

 

Der Mechanismus der Ödementstehung beim nephrotischen Syndrom ist bis 

heute noch nicht ausreichend geklärt. Es ist bekannt, dass es aufgrund einer 

Proteasurie während des nephrotischen Syndroms zu einer proteolytischen 

ENaC-Aktivierung und konsekutiv zu einer vermehrten Natrium- und 

Wasserretention kommt. Hauptbestandteil der Proteasurie ist Plasminogen, das 

durch die tubulusständige Urokinase zu Plasmin aktiviert wird. In vitro schneidet 

Plasmin die γ-Untereinheit des ENaCs und führt so zu einer erhöhten 

Offenwahrscheinlichkeit des Kanals [51]. 

In dieser Arbeit wird die Hypothese geprüft, inwieweit sich eine Hemmung der 

uPA-Wirkung, pharmakologisch oder durch eine genetische Defizienz, auf die 

tubuläre Plasminaktivierung, ENaC-Aktivierung und Ödementstehung auswirkt. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material  

Table 2 : Material - Geräte 

Gerät Hersteller 

ALT 100-4M Analysenwaage Kern 

BGA-Analyseautomaten IL GEM® 
Premier 3000 

Instrumentation Laboratory GmbH 

Biofuge 13 Heraeus Instruments 

Biomate S3 Spectrophotometer Thermo Scientific 

ChemiDoc Touch System Biorad, Hercules, USA 

Dräger Vapor® 2000 – Isofluran Dräger 

Dual-Timer C5080 TFA 

EFUX 5057 Flammenphotometer Eppendorf 

ELx800 Absorptionsreader für 
Mikrotiterplatten 

BioTek 

Eppendorf Mulitpeppe Eppendorf 

Eppendorf Research® plus (0,1 µl – 
2,5 µl) Pipette 

Eppendorf 

Eppendorf Research® plus (0,5 µl – 
10 µl) Pipette 

Eppendorf 

Eppendorf Research® plus (10 µl – 
100 µl) Pipette 

Eppendorf 

Eppendorf Research® plus (100 µl – 
1000 µl) Pipette 

Eppendorf 

Eppendorf Research® plus (2 µl – 20 
µl) Pipette 

Eppendorf 

Eppendorf Research® plus (20 µl – 
200 µl) Pipette 

Eppendorf 

Gefrierschrank -20 °C  

Gefrierschrank -80 °C  

Hybridisation Oven/ Shaker Amersham Biosciences 

Liebherr Comfort Kühlschrank 2-8 °C Liebherr 

Megafuge 2.0R Heraeus Instruments 

Plattenschüttler  

Secuflow-Niedrigraum-Abzug mc6 Das Laborsystem 

SPECTRAFluor Fluoreszenz- und 
Absorptionsreader für Mikrotiterplatten 

Tecan 

Vortex VF2 IKA®-Labortechnik 

VX100 Vortexmischer, ABiMED Labnet 
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Table 3 : Material - Verbrauchsmaterialen 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

Aluminium-Folie div. Supermärkte 

Ampuwa, 100 ml Fresenius Kabi Deutschland GmbH 

Antikörper ab154560 abcam 

Antikörper NA934V  Amersham, GE healthcare 

Aqua dest. Stadtwerke Tübingen, im Labor filtriert 

BD Micro-Fine TM + Demi 
Insulinspritzen U100 0,5 ml 0,3 x 8 
mm 

Seidel Medipool GmbH 

Blutgaskapillaren 280 µl Hirschmann® Laborgeräte 

BRANDplates® Strip Plate 12xF8 
ouregrade 

Brand 

Cellstar® Tubes 15 ml greiner bio-one 

Cellstar® Tubes 50 ml greiner bio-one 

Chloroform reinst. 200 ml Merck KGaV 

Citra-LockTM 4 %, 5 ml Dirinco B. V. 

Dulbecco´s Phosphate Buffered 
Saline (PBS), 500 ml 

Sigma-Aldrich 

Eppendorf Combitips® plus 2,5 ml Eppendorf 

Ethanol 70 % Universitätsapotheke Tübingen 

Flüssigstickstoff Westfalen AG 

Haematokrit Kapillaren 75 µl Hirschmann® Laborgeräte 

Isotonische Kochsalzlösung 0,9% , 
100ml 

Fresenius Kabi Deutschland GmbH 

Lithium Stammlösung 500 mmol/l biorapid GmbH 

Lithium Stammlösung 500 mmol/l biorapid GmbH 

minicaps® Einmal-Kapillarpipetten 
Na-hep 10 µl 

Hirschmann® Laborgeräte 

Peha-soft® nitrile white puderfreie 
Untersuchungshandschuhe, Gr. S 

Hartmann AG 

Pipettenspitzen Standard MIKRO (0,5 
– 10 µl) 

Carl Roth 

Plasmin Calbiochem 

ratiolab® Pipettenspitzen gelb (1 – 
200 µl) 

Ratiolab GmbH 

Reaction tubes 1,5 ml greiner bio-one 

Reaction tubes 2 ml Sarstedt 

Reiniger D biorapid GmbH 

Reiniger-D Flammenphotometer-
Reinigungslösung  
 

biorapid GmbH  
 

Sauerstoff Linde AG 

Serum-Standard biorapid GmbH 

Serum-Standard biorapid GmbH 
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Sterillium® classic pure 500 ml BODE Chemie GmbH 

System-Leerwertlösung biorapid GmbH 

System-Leerwertlösung Eppendorf AG 

Urin-Standard biorapid GmbH 

Urin-Standard biorapid GmbH biorapid GmbH 

UV-Küvetten 70 µl mikro, 
Zentrumshöhe 8,5 mm, Schichtdicke 1 
cm 

Brand 

α2 – Antiplasmin, Human Plasma, 100 
µg 

Calbiochem 

 

Table 4 : Material - Medikamente 

Medikamente Hersteller 

Amiloride hydrochloride hydrate SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH 

Isofluran CP® 1 ml/ml cp-pharma® BURGDORF 

 

Table 5 : Material - Tierhaltung 

Material Tierhaltung Hersteller 

C1000 Kontrolldiät Ratte/ Maus Altromin Spezialfutter GmbH @ Co. 
KG 

Käfige Typ II (L) Ehret GmbH 

Leitungswasser Stadtwerke Tübingen 

LIGNOCEL® Einstreu JRS 

ssniff® Futtermittel für Ratten und 
Mäuse 

ssniff® Spezialdiäten GmbH 

 

Table 6 : Material - Kit/ Reagenz 

Kit/ Reagenz Hersteller 

1344TM, 25 mg Cryopep 

Albumin from mouse serum lyoph. Sigma-Aldrich 

Aldosteron ELISA  IBL INTERNATIONAL GMBH 

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories GmbH 

LT-SYS® Creatinin, mod. nach Jaffé, 
kinetisch, ohne Enteiweißung 

Labor + Technik EBERHARD 
LEHMANN GmbH 

LT-SYS® Harnstoff, UV, kinetisch Labor + Technik EBERHARD 
LEHMANN GmbH 

Mouse Plasminogen Total Antigen 
ELISA Kit  

Molecular® Innovations 

S-2251TM, 25 mg Chromogenix 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Versuchstiere und Tierhaltung 

 

Die Studie wurde durch das Regierungspräsidium Tübingen unter der Nummer 

M 6/14 genehmigt. Eine Ausnahmegenehmigung zur Durchführung der 

tierexperimentellen Arbeiten für meine Person lag vor. Alle Versuche wurden 

gemäß des deutschen Tierschutzgesetztes (TierSchG) sowie sämtlicher weiterer 

gültiger Rechtsvorschriften durchgeführt. 

Für die Versuche wurden weibliche und männliche Wildtyp-Mäuse des Stammes 

129 S1/SvImJ aus eigener Zucht verwendet. Die Zuchttiere des Stammes 129 

S1/SvImJ wurden von Jackson Laboratories, USA, bezogen. Zuchttiere der 

C57BL/6-Plau tm1.1Bug/J-Mäuse (uPA-/-) wurden freundlicherweise von Prof. 

Sandip Kanse (Universität Gießen) zur Verfügung gestellt.  

Die uPA-/-- Mäuse weisen in der homozygoten Form einen gering belasteten 

Phänotyp auf. Sie sind äußerlich und in ihrer Verhaltensweise unauffällig, fertil 

und weisen eine normale Lebenserwartung auf [57, 68]. uPA-/-- Mäuse zeigen 

2,5-mal häufiger eine Leukozyteninfiltration der Leber als die Kontrollgruppe. 

Selten zeigt sich eine milde bis mittlere Inflammation der Trachea [68]. In 9 % 

wird ein Rektalprolaps beobachtet und in 5 % langsam heilende Ulzerationen im 

Kopfbereich. Diese sind wahrscheinlich auf spontane Verletzungen im Käfig 

zurückzuführen [57].  Histologisch fanden sich gelegentlich fibrinreiche 

Ablagerungen im Darm, die im Bereich des prolabierenden Rektums und der 

Ulzerationen verstärkt auftraten. Die Daten zeigen, dass aus der homozygoten 

Deletion des Gens für Urokinase eine höhere Morbidität und Mortalität für die 

Maus resultiert [57]. Importierte uPA-/-- Mäuse auf dem BI6-Hintegrund wurden 

über mehr als vier Generationen auf den Hintergrund 129 S1/SvImJ gekreuzt, 

der empfänglich für das doxorubicin-induzierte nephrotische Syndrom ist [69, 70]. 

Die Mäuse wurden in einem Tierraum bei Temperaturen zwischen 20 °C und 24 

°C und bei einer Luftfeuchtigkeit zwischen 45 % und 65 % gehalten. Des 
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Weiteren bestand in der Tierhaltung ein Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 h zu 12 h. 

Futter und Trinkwasser standen ad libitum zur Verfügung.  

2.2.2 Versuchsablauf und Probengewinnung  

 

Das Studiendesign bestand aus vier Versuchsteilen. Im ersten Teil wurde das 

nephrotische Syndrom im experimentellen Mausmodell an Wildtyp-Mäusen 

untersucht. Anschließend wurde die Auswirkung der pharmakologischen 

Hemmung der Urokinase durch Amilorid analysiert. Nachfolgend wurde der 

genetische Knockout der Urokinase und dessen Folgen für die Ödementstehung 

näher beleuchtet. Zuletzt wurde die Auswirkung der Amiloridtherapie bei uPA-/--

Mäusen betrachtet. 

In der Auswertung wurden nur Mäuse eingeschlossen, bei denen eine 

nephrotische Proteinurie > 120 mg/mg Kreatinin ab Tag 8 nachweisbar war. 

Ausgeschlossen wurden Mäuse bei Auftreten jeglicher Art von Doxorubicin-

Toxizität und Erreichen vordefinierter Abbruchkriterien zur Vermeidung einer zu 

großen Belastung der Tiere im Versuch (siehe Anhang). n ist jeweils die Anzahl 

an Proben, die an dem spezifischen Tag gewonnen und somit gemessen werden 

konnten. Es konnte nicht jeden Tag von allen Mäusen der Versuchsgruppe Urin 

gewonnen werden, daher untscheiden sich die n Anzahl leicht. Das größte n 

entspricht der jeweils der Gesamtanzahl der Mäuse einer Gruppe. 

 

Die Tiere wurden fünf Tage vor Versuchsbeginn in die Tierhaltung der 

Medizinischen Klinik gebracht, um sich an die räumlichen Gegebenheiten zu 

adaptieren. Den Mäusen wurde an Tag 0 links retrobulbär Doxorubicin (Dosis ♂ 

7,25 µg/g KG bzw. ♀ 6,8 µg/g KG) injiziert, um ein nephrotisches Syndrom zu 

induzieren [7, 69, 71]. Dies geschah unter Isoflurannarkose (5 % vol/vol) und 

mittels einer 30G-Kanüle. Morgens wurde täglich zur selben Zeit Spontanurin 

durch eine Blasenmassage gewonnen. Anschließend wurde das Gewicht 

erhoben. Die Futter- und Trinkmenge wurden täglich kontrolliert. Alle zehn Tage 

wurde eine retrobulbäre Blutentnahme unter Isoflurannarkose durchgeführt. 

Nach Versuchsende wurden die Tiere unter Isoflurannarkose durch zervikale 

Dislokation getötet.  
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 Teilversuch 1: Untersuchung des nephrotischen Syndroms im 

experimentellen Mausmodell 

 

Abbildung 6: Versuchsablauf des Teilversuchs 1 

 

Es wurden weibliche und männliche Wildtyp-Mäuse des Stammes 129 S1/SvlmJ 

verwendet. An Tag 0 erfolgte die Doxorubicin-Injektion. Täglich wurde Urin 

gewonnen und das Gewicht der Mäuse kontrolliert. An Tag 10 erfolgte eine 

Blutentnahme aus dem rechten retrobulbären Venenplexus. Anschließend 

wurden die Mäuse getötet und die Nieren entnommen. 

 Teilversuch 2: Hemmung der Urokinase durch Amilorid 

Drei Gruppen von Wildtyp-Mäusen wurden ab Tag 5 mit unterschiedlichen 

Therapieregimen behandelt. Die Therapie wurde ab Tag 5 täglich intraperitoneal 

(i.p.) mit einem Volumen von 5 µl/g KG zur selben Uhrzeit verabreicht. Als Vehikel 

diente injizierbares, steriles Wasser (Ampuwa). Die Ödemtherapie mit Amilorid 

Abbildung 7: Studiendesign des Teilversuchs 2 
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erfolgte in den Dosierungen 5 mg/kg KG und 10 mg/kg KG. Das pulverförmige 

Amilorid wurde in Ampuwa gelöst und die Lösung wurde lichtgeschützt gelagert. 

Urin wurde vor und 4 h nach der Injektion gewonnen. An Tag 10 nach 

Doxorubicininjektion wurde den Mäusen Blut entnommen, sie wurden geopfert 

und die Nieren wurden entnommen. 

 Teilversuch 3: Auswirkung einer genetischen Deletion der 

Urokinase  

 

Abbildung 8 : Studiendesign des Teilversuchs 3 

 

Es wurden uPA-Wildtyp/-heterozygote und –knockout Mäuse verwendet. Im 

Folgenden sind die Wildtyp-Mäuse mit uPA+/+, die heterozygoten Mäuse mit 

uPA+/- und die Knockout-Mäuse mit uPA-/- bezeichnet. 

Analog zum vorherigen Versuchsaufbau wurde den Mäusen an Tag 0 

Doxorubicin gespritzt, um ein nephrotisches Syndrom zu induzieren. Ab Tag 0 

wurde täglich Urin gewonnen und die Mäuse wurden gewogen. Alle zehn Tage 

wurde Plasma abgenommen, um die Nierenfunktion zu überprüfen. Ab Tag 10 

befanden sich die Mäuse im Langzeitverlauf, währenddessen alle zehn Tage bis 

Tag 100 Blut abgenommen wurde. 
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 Teilversuch 4: Auswirkung der genetischen Deletion der 

Urokinase auf die Amiloridbehandlung 

In diesem Teil wurden uPA+/+- und uPA-/-- Mäuse entweder mit Ampuwa oder mit 

Amilorid in der Dosierung 10 mg/kg KG behandelt. Die Injektion erfolgte wie in 

den voherigen Versuchsaufbauten intraperitoneal. 

Analog zum vorherigen Versuchsaufbau wurde den Mäusen an Tag 0 

Doxorubicin gespritzt, um ein nephrotisches Syndrom zu induzieren. Ab Tag 0 

wurde täglich Urin gewonnen und die Mäuse wurden gewogen. Ab Tag 5 wurde 

die Mäuse täglich Ampuwa oder Amilorid 10 mg/kg KG i.p. verabreicht. An Tag 

10 wurde Plasma abgenommen. Anschließend wurden die Mäuse getötet und 

die Nieren wurden entnommen.  

 

2.2.3 Blut- und Urinparameter 

 

Urinproben wurden jeden Morgen zur gleichen Zeit durch abdominelle 

Blasenmassage gewonnen. Die Proben wurden anschließend bei -20°C im 

Gefrierschrank gelagert. 

Die Blutproben wurden durch Punktion des rechten retrobulbären Venenplexus 

mittels einer Mikrokapillare in Isoflurannarkose (5 % vol/vol) gewonnen. 

Anschließend wurde durch Zentrifugation das Plasma separiert und das Plasma 

wurde bei -20°C im Gefrierschrank gelagert.  

 

Abbildung 9: Studiendesign des Teilversuchs 4 
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 Messung der Proteinurie mittels Bradford (Bio-Rad Protein Assay)  

Prinzip 

Die Proteinuriebestimmung mittels Bradford erfolgte photometrisch. Proteine 

binden dabei an den Farbstoff Coomassie-Brilliantblau G-250, insbesondere, 

wenn es sich um basische oder aromatische Aminosäurenreste handelt. Dies 

führt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm 

und damit von einem braunen in einen blauen Bereich. Die Extinktion verhält sich 

dabei direkt proportional zur Proteinkonzentration [72, 73]. 

Inhaltsstoffe 

Protein Assay - Dye Reagent Concentrate 450 ml 

Aqua dest. 

Ampuwa ® 

 

Vorbereitung 

Die Protein Assay – Dye Reagent Concetrate-Reagenz wird 1:5 mit Aqua dest. 

verdünnt. 

Durchführung 

Je 2 µl der Urinprobe bzw. Ampuwa als Leerwert werden mit 1 ml Reagenz in 

eine Küvette pipettiert. Danach erfolgt eine Inkubation für zehn Minuten bei 

Raumtemperatur. Die Extinktion wird bei λ=595 nm gemessen. 

Die Proteinkonzentration wird mit folgender Standardkurve berechnet:  

𝑐𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 [
𝑚𝑔

𝑚𝑔 𝑐𝑟𝑒𝑎
] =

𝑐𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 [
𝑚𝑔
𝑚𝑙
]

𝑐𝐾𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛 [
𝑚𝑔
𝑑𝑙
]
× 100 

Die obere Nachweisgrenze ist hierbei 10 mg/ml. Bei höheren Werten wurde die 

Probe dementsprechend mit Ampuwa verdünnt. Die untere Nachweisgrenze liegt 

bei 0,2 mg/ml. 

Es liegt kein Hinweis auf relevante Interaktionen mit anderen Verbindungen vor.  
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 Elektrolytmessung am Flammenphotometer 

Prinzip  

Das Flammenphotometer dient der quantitativen Bestimmung der Elektrolyte 

Na+, K+ und Ca2+ im Urin. Bei dieser Methode werden die (Erd-)Alkalimetallionen 

Na+, K+ und Ca2+ in einer Acetylenflamme verbrannt und die Ionenkonzentration 

anhand der jeweils charakteristischen Flammenfärbung detektiert. Die jeweiligen 

Farbveränderungen der Flamme werden zu der Veränderung der Flamme bei 

alleiniger Lithiumverbrennung in Relation gesetzt. Die jeweilige 

Ionenkonzentration verhält sich direkt proportional zur jeweiligen Farbintensität 

der Flamme [74]. 

Inhaltsstoffe 

Reiniger-D Flammenphotometer-Reinigungslösung 

Urin-Standard 

Lithium Stammlösung 500 mmol/l 

System-Leerwertlösung 

Vorbereitung 

Bei Urinmengen < 150 µl werden die Proben 1:5 verdünnt. 

Durchführung 

Die Urinprobe wird unverdünnt gemessen. Der Standardabgleich erfolgt mit 

Urinstandard (c[Na+] = 143,5 mmol/l, c[K+] = 100,0 mmol/l, c[Ca2+] = 5,00 mmol/l). 

Bei Messwerten außerhalb des Referenzbereiches (Na+ : 10,0 – 300,0 mmol/l, 

K+ : 5,0 – 200,0 mmol/l, Ca2+ : 0,50 – 20,00 mmol/l) wird die Urinprobe um DF 5 

verdünnt. 

 

Berechnung der Elektrolytkonzentration: 

𝑐𝐸𝑙𝑒𝑘𝑡𝑟𝑜𝑙𝑦𝑡 [
µ𝑚𝑜𝑙

𝑚𝑔 𝑐𝑟𝑒𝑎
] =  

𝑐𝐸𝑙𝑒𝑘𝑡𝑟𝑜𝑙𝑦𝑡 [
𝑚𝑚𝑜𝑙
𝑙
]

𝑐𝐾𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛 [
𝑚𝑔
𝑑𝑙
]
/100(× 𝐷𝐹) 
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 Kreatininmessung im Urin mit der modifizierten Methode nach 

Jaffé (LT-SYS® Creatinin, kinetisch) 

Prinzip 

Das Grundprinzip der Kreatininmessung beruht auf der Bindung von Pikrinsäure 

an Kreatinin bei einem alkalischen pH-Wert. Hierbei bildet sich ein gelber 

Komplex und es kommt zu einer Absorptionsänderung bei einer Wellenlänge von 

492 nm. Es handelt sich um einen kinetischen Farbtest. Die Farbintensität wird 

photometrisch gemessen und die Kreatininkonzentration verhält sich direkt 

proportional zur Farbintensitätsveränderung [75, 76].  

Inhaltsstoffe 

Natronlauge (400 mmol/l) 

Pikrinsäure (55 mmol/l) 

Standard (Creatinin 2,0 mg/dl) 

Ampuwa ® 

Vorbereitung 

Die Messlösung wird aus 1 Teil Natronlauge, ¼ Teil Pikrinsäure und ¾ Teil 

Ampuwa gemischt. Die Urinproben werden für die Messung im Verhältnis DF 20 

mit Ampuwa verdünnt. 

Durchführung 

Pro Küvette werden 200 µl der Messlösung und 10 µl Urinprobe, Standard oder 

Ampuwa als Leerwert zusammengegeben und gevortext. Nach 10 Sekunden (t0) 

und nach 8 Minuten (t8) wird die Extinktion der Probe bei einer Wellenlänge von 

λ = 492 nm im Photometer bei Raumtemperatur gemessen.  

Die Kreatininkonzentration berechnet sich nach folgender Formel: 

𝑐𝐾𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛 [
𝑚𝑔

𝑑𝑙
] =

∆𝐸𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 − ∆𝐸𝐿𝑒𝑒𝑟𝑤𝑒𝑟𝑡
∆𝐸𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 − ∆𝐸𝐿𝑒𝑒𝑟𝑤𝑒𝑟𝑡

× 𝐶𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 × 𝐷𝐹 

∆𝐸 = 𝐷𝑖𝑓𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑧 𝑧𝑤𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒𝑛 𝐸𝑥𝑡𝑖𝑛𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑏𝑒𝑖 𝑡8 𝑢𝑛𝑑 𝐸𝑥𝑡𝑖𝑛𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑏𝑒𝑖 𝑡0 

Der lineare Bereich lag unter c < 0,8 mg/dl. Die obere Nachweisgrenze liegt bei 

300 mg/dl, die untere Nachweisgrenze liegt bei 0,03 mg/dl. 
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Wenn der Wert über der oberen Nachweisgrenze lag, wurde die Probe 

entsprechend mit Ampuwa verdünnt. 

 Harnstoffkonzentration im Plasma (LT-SYS® Harnstoff, UV, 

kinetisch) 

Prinzip 

Durch den enzymatischen Abbau von Harnstoff durch das Enzym Urease kommt 

es zur Bildung von Ammoniak und Bikarbonat. Messbar hierbei ist der Abfall von 

NADH durch eine Absorptionsänderung bei 340 nm. Es entstehen NADH und 

Ketoglutarate durch die enzymatische Reaktion von Harnstoff zu Ammoniak und 

Bikarbonaten. Ammoniak wiederrum reagiert mit NADH und α-Ketoglutarat zu L-

Glutamat und NAD+. Katalysiert wird dieser Vorgang durch die 

Glutamatdehydrogenase (GLDH). Daher ist der Anteil an NADH in der Probe 

direkt proportional zur Harnstoffkonzentration [77][78].  

𝐻𝑎𝑟𝑛𝑠𝑡𝑜𝑓𝑓 + 2 𝐻2𝑂 
𝑈𝑟𝑒𝑎𝑠𝑒
→    2 𝑁𝐻4

+ + 2 𝐻𝐶𝑂3
− 

𝛼 − 𝐾𝑒𝑡𝑜𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑟𝑎𝑡 + 𝑁𝐻4
+ + 𝑁𝐴𝐷𝐻 

𝐺𝐿𝐷𝐻
→   𝐿 − 𝐺𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡 + 𝑁𝐴𝐷+ + 𝐻2𝑂 

Inhaltsstoffe 

Reaktionsenzym (liophylisierte Urease und GLDH)  

Puffer (TRIS-Puffer 100 mM, pH 7,8, Ketoglutarat 6 mM, NADH 0,2 mM, ADP 2 

mM, EDTA 4 mM, Stabilisatoren)  

Standard (c = 40 mg/dl)  

Vorbereitung 

Für die Messlösung werden die Reaktionsenzyme in 16 ml Puffer aufgelöst. 

Gekühlt ist die Lösung bei 2-8°C für einen Monat haltbar. 

Durchführung 

In eine Küvette werden 300 µl Messösung und 3 µl Probe, Standard oder 

Ampuwa pipettiert und gevortext. Die erste Absorption bei 340 nm ist nach exakt 

zehn Sekunden (t0) abzulesen. Die zweite Messung folgt nach genau acht 

Minuten (t8). Die Proben haben dabei Raumtemperatur. Bei einer 

Serummessung muss das Serum nicht verdünnt werden. 
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Berechnung der Harnstoffkonzentration: 

𝑐𝐻𝑎𝑟𝑛𝑠𝑡𝑜𝑓𝑓 [
𝑚𝑔

𝑑𝑙
] =

∆𝐸𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 − ∆𝐸𝐿𝑒𝑒𝑟𝑤𝑒𝑟𝑡
∆𝐸𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 − ∆𝐸𝐿𝑒𝑒𝑟𝑤𝑒𝑟𝑡

× 𝐶𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 × 𝐷𝐹 ×
10

9
 

∆𝐸 = 𝐷𝑖𝑓𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑧 𝑧𝑤𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒𝑛 𝐸𝑥𝑡𝑖𝑛𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑏𝑒𝑖 𝑡8 𝑢𝑛𝑑 𝐸𝑥𝑡𝑖𝑛𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑏𝑒𝑖 𝑡0 

Die untere Nachweisgrenze liegt bei 2 mg/dl, die obere Nachweisgrenze liegt bei 

300 mg/dl. Bei Werten über der oberen Nachweisgrenze wird die Plasmaprobe 

entsprechend mit Ampuwa verdünnt. Störfaktoren bei der Messung sind 

Ammoniumionen bei z.B. Ammoniumheparinat, Hämolyse und Lipämie, welche 

in falsch niedrigen Werten resultieren. Bei einer Hyperlipidämie im Plasma sollte 

die Probe vor der Messung mit Chloroform im Verhältnis 1:10 verdünnt werden. 

Danach erfolgt eine Zentrifugation und der gereinigte Überstand der Probe wird 

abpipettiert. Schließlich erfolgt die Bestimmung der Harnstoffkonzentration 

mittels der oben genannten Vorgehensweise aus der gereinigten Probe. 

 Blutgasanalyse  

 

Bei der Blutgasanalyse (BGA) wird 150 µl Blut mit einer Natrium-Heparin-

beschichteten Kapillare retrobulbär entnommen und mithilfe des 

Analyseautomaten IL GEM® Premier 3000 (Instrumentation Laboratory GmbH) 

gemessen. Folgende Werte wurden gemessen beziehungsweise errechnet: pH, 

pCO2 [mmHg], pO2 [mmHg], Na+ [mmol/l], K+ [mmol/l], Ca2+ [mmol/l], Hkt [%], 

Ca2+ (pH 7,4), HCO3
- [mmol/l], HCO3

- std [mmol/l], BE [mmol/l], SO2c [%], cHbc 

[g/dl].  
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 Messung der Plasmin- und Urokinaseaktivität im Urin mittels 

chromogenen Substraten 

 

Abbildung 10: Funktionsweise chromogene Substrate 

pNA = p-Nitroanilin, λ ist die Extinktion 

Ein chromogenes Substrat ist ein synthetisch erzeugtes Peptid aus einer 

Sequenz von drei bis vier Aminosäuren, die präferentiell an das aktive Zentrum 

des untersuchten Enzyms binden. An die Aminosäurekette ist das Chromophor 

pNA (p-Nitroanilin) über eine Amidbindung gekoppelt, das an der Kette farblos 

ist, bei Abspaltung jedoch gelb wird. 

Mengt man das Substrat in die Probe, reagiert das entsprechende Enzym (in 

diesem Fall Plasmin oder Urokinase) mit dem chromogenen Substrat und spaltet 

das p-Nitroanilin mittels Amidolyse von der Aminosäurekette ab. Der 

Farbumschlag ist im Photometer bei einer Wellenlänge von 405 nm messbar. Zur 

Bestimmung der Urokinaseaktivität wird das Substrat 1344 und der Inhibitor UK 

122 verwendet, für die Bestimmung der Plasminaktivität eignet sich das 

chromogene Substrat S-2251 und der Inhibitor Antiplasmin. 

 Messung der Urokinaseaktivität im Urin mittels 1344 

Inhaltstoffe 

Cryopep pNAPEP 1344 25 mg 

PBS (phosphote-buffered saline) 

UK 122 (uPA-Inhibitor, Santa Cruz) 25 mg/ml 

Ampuwa 
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Vorbereitung 

Zur Herstellung der 1344-Stammlösung werden 25 mg des Cryopep 1344-

Flakons in 17ml PBS (phosphate-buffered saline) aufgelöst. Dadurch ergibt sich 

eine Lösung mit 2,95 mmol/l 1344. Das Substrat wird bei -20 °C gelagert und ist 

über Wochen haltbar. Bakteriell bedingter Abbau resultiert in einer gelblichen 

Verfärbung der Lösung. Damit ist die Lösung nicht mehr zu verwenden [79]. 

Durchführung 

In eine Mikrotitterplatte werden 3 µl unverdünnter Mäuseurin, mit oder ohne 

Urokinase-Inhibitor (3 µl UK122) und 50 µl Substrat pipettiert. Bei Zugabe des 

Substrates startet die Reaktion. Für den Leerwert werden statt 3 µl Probe 3 µl 

Ampuwa hinzugegeben.  

Die Mikroküvetten werden für 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wird 

die Absorption im Photometer bei einer Wellenlänge von 405 nm gemessen. 

Die amidolytische Aktivität wird folgendermaßen berechnet: 

𝑎𝑚𝑖𝑑𝑜𝑙𝑦𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 [
𝑂𝐷 × 1000

60 𝑚𝑖𝑛
]

=
(𝐸𝑜ℎ𝑛𝑒 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟 − 𝐸𝐿𝑒𝑒𝑟𝑤𝑒𝑟𝑡) − (𝐸𝑚𝑖𝑡 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟 − 𝐸𝐿𝑒𝑒𝑟𝑤𝑒𝑟𝑡)

60 𝑚𝑖𝑛
× 1000 

 Messung der Plasminaktivität im Urin mittels S-2251 

Inhaltsstoffe 

Chromogenix S2251 25mg 

PBS (phosphate-buffered saline) 

Antiplasmin 1mg/ml (Merck) 

Ampuwa 

Vorbereitung 

Zur Herstellung der S-2251 Stammlösung werden 25 mg des S-2251-Flakons in 

15 ml PBS aufgelöst. Dadurch ergibt sich eine Lösung von 3,02 mmol/l S-2251. 

Das Substrat wird bei -20 °C gelagert und ist über Wochen haltbar.  
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Bei bakteriell bedingtem Abbau etwickelt sich eine gelbliche Verfärbung der 

Lösung. Damit ist die Lösung nicht mehr zu verwenden 

Durchführung 

Das Pipettierschema und die Messung erfolgt wie im obigen Abschnitt der 

Urokinaseaktivitätsmessung mit 1344 beschrieben. Als Inhibitor wird Antiplasmin 

1 mg/ml verwendet. 

In eine Mikrotitterplatte werden 3 µl unverdünnter Mäuseurin, 3 µl Ampuwa als 

Leerwert oder 3 µl Antiplasmin 1 mg/ml als Inhibitor und 50 µl Substrat pipettiert. 

Bei Zugabe des Substrates startet die Reaktion. Für den Leerwert werden statt 3 

µl Probe 3 µl Ampuwa hinzugegeben. Als Standard wird 3 µl Plasmin verwendet.  

Die Mikroküvetten werden für 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wird 

die Absorption im Photometer bei einer Wellenlänge von 405 nm 

gemessen[80][81]. 

Die amidolytische Aktivität wird folgendermaßen berechnet: 

𝑎𝑚𝑖𝑑𝑜𝑙𝑦𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 [
𝑂𝐷 × 1000

60 𝑚𝑖𝑛
]

=
(𝐸𝑜ℎ𝑛𝑒 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟 − 𝐸𝐿𝑒𝑒𝑟𝑤𝑒𝑟𝑡) − (𝐸𝑚𝑖𝑡 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟 − 𝐸𝐿𝑒𝑒𝑟𝑤𝑒𝑟𝑡)

60 𝑚𝑖𝑛
× 1000 

 

 

 Westernblot  

Prinzip 

Die Methode des Westernblots ist eine Technik, bei der Proteine einer Probe 

durch Gelelektrophorese der Größe nach aufgetrennt werden. Das aufgetrennte 

Proteingemisch wird anschließend in einem elektrischen Feld auf eine Membran 

geblottet und über spezifische Antikörper-Antigen-Interaktion sichtbar gemacht. 

So ist es möglich, eine qualitative und eine semiquantitative Analyse der 

entsprechenden Proteine durchzuführen [82]. 
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Vorbereitung 

Die Urinproben werden durch Zugabe von SDS und β-Mercaptoethanol reduziert 

und denaturiert und für 5 Minuten auf 95 °C erhitzt. 

Durchführung 

Die Elektrophorese erfolgt in einem 7,5 % SDS-Polyacrylamid Gel. Pro 

Ladetasche werden 20-30 µg Probenlysat geladen. Das Gel läuft bei einer 

Spannung zwischen 100 V und 150 V für 50 bis 90 Minuten. 

Anschließend werden die aufgetrennten Proteine mithilfe eines Tank-Blotters auf 

eine Nitrocellulose-Membran geblottet. Hierzu legt man eine Spannung von 100 

V für ein bis zwei Stunden bei 4 °C an. Die negativ geladenen Proteine bewegen 

sich aus dem Gel auf die Membran hin zur positiven Kathode. 

Dann wird die Membran zum Blocking unspezifischer Bindungsstellen in 5 % BSA 

für ein bis zwei Stunden inkubiert.  

Im nächsten Schritt wird die Membran mit dem primären, aus Kaninchen 

gewonnenen Antikörper gegen die schwere Kette des Plasminogens (ab154560 

abcam) bei 4 °C über Nacht inkubiert. Die Banden werden durch 

Chemilumineszenz mithilfe eines sekundären Antikörpers (NA934V, Amersham, 

GE healthcare) auf einem ChemiDoc Touch System (Biorad, Hercules, USA) 

entwickelt. 

Zum Schluss wird der Membran, nach Nutzung von HRP-konjugierten 

Sekundärantikörpern, ein Substrat, zum Beispiel Hydrogenperoxide und 

Luminor, hinzugefügt, um die gebundenen Antikörper sichtbar zu machen. Die 

so behandelte Membran kann nun eingescannt und ausgewertet werden.  

 

 Bestimmung der Amiloridkonzentration im Urin und Plasma 

mittels Fluoreszenz 

Prinzip 

Amilorid wird nach Extraktion aus dem Urin mittels Fluoreszenz gemessen. 

Hierzu wird Amilorid durch Mischung mit Natriumcarbonat in Richtung eines 
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alkalischen pHs verschoben und mithilfe von Ethylacetat aus dem Urin extrahiert. 

Nach Zentrifugation wird das Ethylacetat von der basischen Lösung entfernt und 

es wird Salzsäure hinzugegeben. Nach erneuter Zentrifugation löst sich das 

Amilorid in der sauren, protonierten Form in der wässrigen Phase. Die so 

entstandene Lösung hat ein Absorptionsmaximum bei 360 nm. Der 

Amiloridmetabolit produziert eine blaue Fluoreszenz, die bei 420 nm detektierbar 

ist. 

Inhaltsstoffe 

Gesättigte NaCO3-Lösung (217 g/ Liter Wasser) 

600 µl Ethylacetat (Ethylsäureester): Sigma 

0,1 N HCL 

Durchführung 

Im ersten Schritt werden 24 µl des Standards oder der Probe (Urin oder Plasma) 

mit 48 µl gesättigter NaCO3-Lösung versetzt. Anschließend wird 600 µl 

Ethylacetat zu jeder Probe hinzugegeben und für zehn Sekunden gevortext. 

Danach werden die Proben für zwei Minuten mit 3000 g zentrifugiert. Hierauf 

werden je 480 µl des Überstandes entnommen und in ein neues Gefäß mit 120 

µl 0,1 HCL gegeben. Diese Lösung wird für zehn Sekunden gevortext und für 

zwei Minuten mit 3000 g zentrifugiert. Zuletzt werden 100 µl der nun 

entstandenen unteren wässrigen Phase entnommen und in eine schwarze 

Mikrotiterplatte pipettiert. 

Amilorid in der so entstandenen Lösung wird bei 360 nm angeregt und die 

Emission wird bei 405 nm detektiert. [29] 

 

 Aldosteron ELISA 

 

Prinzip 

Die Messung der Aldosteronkonzentation wird mithilfe eines kompetitiven 

Enzymimmunoassay-Kits (ELISA) des Herstellers IBL International GmbH 

durchgeführt. Hierbei konkurrieren eine unbekannte Menge an Antigen mit einer 
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bekannten Menge an enzymmarkiertem Antigen um die Bindungsstelle des 

Antikörpers, der an die Wells der Mikrotiterplatte gebunden ist. Nach der 

Inkubation werden nicht gebundene enzymmarkierte Antigene durch Waschen 

entfernt. Die Intensität der Farbreaktion nach Reaktion mit dem Substrat ist 

umgekehrt proportional zur Antigen-Konzentration in den Proben. Die 

Konzentrationen der Proben können anhand einer Standardkurve bestimmt 

werden. 

 

Inhaltsstoffe 

Mikrotiterplatte mit Antikörpern gegen Aldosteron (polyklonal) 

20 ml Enzymkonjugat (Aldosteron-HRP Konjugat) 

Standard A-F 

Positivkontrolle 

Negativkontrolle 

25 ml TMB Substratlösung 

14 ml TMB Stopplösung 

30 ml Waschpufferkonzentrat (40x) 

 

Durchführung 

Die Standard- und die Positivkontrolle werden mit jeweils 1 ml destiliertem 

Wasser rekonstituiert. Die 30 ml Waschpufferkonzentrat werden mit 1170 ml 

destiliertem Wasser verdünnt.  

Im ersten Schritt werden jeweils 25 µl der Probe in ein Röhrchen pipettiert. 

Anschließend wird in jedes Röhrchen 25 µl Freisetzungsreagenz (Release 

Reagent) pipettiert und über Nacht (16-20h) bei 2 – 8 °C inkubiert. Anschließend 

wird jedem Röhrchen 25 µl Neutralisationsreagenz (Neutralization Reagent) und 

400 µl Verdünnungspuffer hinzugefügt. Das Plasma ist nun 1:19 verdünnt. 

Bei der Messung werden nun 50 µl des Standards, der Kontrolle und des 

behandelten Plasmas in die Wells der Mikrotiterplatte pipettiert. Anschließend 

wird die Platte für 30 Minuten bei Raumtemperatur (18 – 25°C) inkubiert. Im 

folgenden Schritt werden je 150 µl Enzymkonjugat in jedes Well hinzugefügt und 

die Platte wird erneut für 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Wells 
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werden nun mit jeweils 400 µl Waschpuffer gewaschen. Direkt im Anschluss 

werden je 200 µl TMB Substratlösung in jedes Well pipettiert. Nach einer weiteren 

Inkubationszeit von 30 Minuten, wird 100 µl der TMB Stopplösung hinzugefügt. 

Die optische Dichte wird nun im Photometer bei 450 nm innerhalb von 10 Minuten 

gemessen. Die Auswertung folgt mit Hilfe einer Standardkurve [83, 84].  

2.2.4 Statistische Auswertung 

 

Alle Werte sind, sofern nicht anders beschrieben, als arithmetischer Mittelwert ±  

Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. 

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter zu Hilfenahme der Graphik- und 

Statistiksoftware GraphPad Prism 6 (Graphpad Software Inc.) und Microsoft 

Office Excel 10.  Folgende Tests wurden zur Überprüfung der Normalverteilung 

herangezogen: Kolmogorov-Smirnoff-, D´Adogostino-Pearson- und Shapiro-

Wilk-Test. Sobald einer dieser Tests keine Normalverteilung anzeigte, wurden 

die Ergebnisse als nicht normalverteilt angesehen. Die Analyse auf Varianz 

erfolgte bei Normalverteilung mittels one-way-ANOVA und bzw. bei nicht 

normalverteilten Werten mittels Kruskal-Wallis-Test. Zur Signifikanzanalyse 

wurden bei Normalverteilung der Dunnett-Bonferroni-, der Tuckey-Posttest- oder 

der Student´s-t-Test bzw. bei keiner Normalverteilung der Dunn-Posttest 

verwendet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant 

gewertet.   
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3 Ergebnisse 

3.1 Teilversuch 1: Nephrotisches Syndrom im Mausmodell 

 

Nach Induktion mit Doxorubicin entwickelten die 129 S1/SvImJ Wildtyp-Mäusen 

innerhalb von 8 Tagen das Vollbild eines nephrotischen Syndroms mit 

Proteinurie, Hypalbuminämie, Gewichtszunahme, Anstieg des Harnstoffs sowie 

Anstieg der Urin-Urokinase- und Plasminaktivität. 

3.1.1 Proteinurie und Plasma-Albumin-Konzentration 

Abbildung 11: Experimentelles nephrotisches Syndrom – Proteinurie und Plasma Albumin 

Links: Zeitlicher Verlauf der Proteinurie in [mg/mg Krea], gestrichelte Linie: Nephrotische Schwelle von 120 
mg/mg Krea; Rechts: Zeitlicher Verlauf des Plasmaalbumins, gemessen an Tag 0 und Tag 10; # p < 0,05 
zu Tag 0, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Ab Tag 3 entwickelte sich eine Proteinurie mit einem Überschreiten der 

nephrotischen Schwelle von 120 mg/mg Kreatinin im Verlauf. An Tag 10 pendelte 

sich die Proteinurie bei einem Niveau von 157 ± 19 mg/mg Kreatinin ein.  

Parallel entwickelte sich im Plasma eine Hypalbuminämie. Das Plasma-Albumin 

fiel signifikant von 34 ± 4 mg/ml unter Kontrollbedingungen auf 6 ± 2 mg/ml an 

Tag 10 ab. 
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3.1.2 Gewicht 

Abbildung 12: Experimentelles nephrotisches Syndrom – Gewichtsverlauf 

Links: Gewichtsverlauf als Differenz zu Tag 0 in [%], gestrichelte Linie: Ausgangsgewicht; Rechts: Maximale 
Gewichtsdifferenz zwischen vorausgegangenem Minimum und Maximum in [%]; # p < 0,05 zu Tag 0, n = 
Anzahl der jeden Tag gewogenen Mäuse 

Das mittlere Ausgangsgewicht der Mäuse lag bei 23,39 ± 0,77 g. Nach 

Doxorubicininjektion sank das Gewicht bis Tag 3 auf einen Wert von 

durchschnittlich 22,67 ± 0,76 g. Das entspricht einem mittleren Gewichtsverlust 

von 3 ± 1 %. Ab Tag 4 kam es zu einem signifikanten Gewichtsanstieg, der ab 

Tag 6 das Ausgangsgewicht überstieg und an Tag 10 ein Maximum bei 25,49 ± 

1,09 g erreicht. Dieses Gewicht lag im Mittel 9 ± 3 % über dem Ausgangsgewicht.  

Die maximale Gewichtsdifferenz innerhalb der 10 Versuchstage betrug somit 

3,86 ± 0,55 g, bzw. 17 ± 2 %.  

 

Abbildung 13 : Experimentelles nephrotisches Syndrom – Aszites 

Obere Maus: Gesunde Maus; Untere Maus: Nephrotische Maus mit ausgeprägtem Aszites, besonders zu 

Sehen an den ausladenden Flanken 
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3.1.3 Natriurese  

Abbildung 14: Experimentelles nephrotisches Syndrom – Natriurese 

Links:  Zeitlicher Verlauf der Natriurese in [µmol/mg Krea]; Rechts: Minimale Natriumkonzentration 
gemessen zwischen Tag 5 und Tag 10 in [µmol/mg Krea]; # p < 0,05 zu Tag 0, n = Anzahl der an dem 
jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Die mittlere Natriurese zeigte sich die ersten Tage weitgehend stabil in einem 

Bereich von 330 ± 29 µmol/mg Kreatinin bis 357 ± 87 µmol/mg Kreatinin. Ab Tag 

6 kam es zu einem signifikanten Abfall auf 52 ± 22 µmol/mg Kreatinin an Tag 8. 

Dem folgte ein Anstieg auf 518 ± 147 µmol/mg Kreatinin an Tag 10. Die 

durchschnittliche minimale Urinnatriumkonzentration pro Maus gemittelt betrug 

19 ± 5 µmol/mg Kreatinin.  
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3.1.4 Plasma-Aldosteron- und -Harnstoff-Konzentration 

 

Abbildung 15 : Experimentelles nephrotisches Syndrom – Plasma Aldosteron und Plasma Harnstoff 

Links: Zeitlicher Verlauf der Aldosteronkonzentration in [pg/ml] im Plasma; # p < 0,05 zu Tag 0 
Rechts: Zeitlicher Verlauf der Harnstoffkonzentration im Plasma an Tag 0 und 10 [mg/dl]; # p < 0,05 zu Tag 

0, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Bei gesunden Tieren an Tag 0 lag die Aldosteronkonzentration im Plasma 

gemittelt bei 202 ± 32 pg/ml. Bis Tag 10 entwickelte sich ein 

Hyperaldosteronismus und der Plasma-Aldosteronspiegel stieg signifikant auf 

das Dreifache (566 ± 184 pg/ml) an. 

Die Harnstoffkonzentration der gesunden Mäuse an Tag 0 lag im Mittel bei 27 ± 

1 mg/dl. Nach Induktion des nephrotischen Syndroms stieg der Harnstoff 

signifikant auf 230 ± 60 mg/dl an Tag 10 an.  
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3.1.5 Urokinase- und Plasminaktivität im Urin 

 

Abbildung 16 : Experimentelles nephrotisches Syndrom – Urokinase - & Plasminaktivität im Urin 

Links: Zeitlicher Verlauf der Urokinaseaktivität in [OD/mg Krea] gemessen im Urin; Rechts: Zeitlicher Verlauf 
der Plasminaktivität in [OD/mg Krea] gemessen im Urin; OD @ 405 nm; # p < 0,05 zu Tag 0, n = Anzahl der 
an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Der Ausgangswert der Urokinaseaktivität an Tag 0 lag bei 20 ± 3 OD/mg 

Kreatinin. Mit Auftreten der Proteinurie stieg die Urokinaseaktivität ab Tag 6 

signifikant auf das Doppelte mit einem Maximum von 43 ± 6 OD/mg Kreatinin an 

Tag 6 an. 

Die Plasminaktivität stieg beginnend von einem Ausgangswert von 2 ± 1 OD/mg 

Kreatinin massiv an. Die maximale Aktivität von 271 ± 31 OD/mg Kreatinin wurde 

an Tag 8 gemessen. Damit stieg die Plasminaktivität um das fast 135-fache an. 
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3.1.6 Blutgasanalyse 

 

 gesund nephrotisch 

 wt wt 

venöser pH  7,28 ± 0,01 7,30 ± 0,02 

std HCO3
- [mM] 22 ± 0,40 24 ± 1,2 

Na+ [mM] 148 ± 1 138 ± 3 # 

K+ [mM] 4,70 ± 0,07 5,7 ± 0,21 # 

Ca++ [mM] 1,10 ± 0,01 1,00 ± 0,02 # 

Hct, % 47 ± 0 46 ± 3 

cHbc [g/dl] 15,6 ± 0,2 15,3 ± 0,8 
 

Table 7 : Experimentelles nephrotisches Syndrom – BGA 

Erste Spalte: Gemessene BGA Parameter; Zweite Spalte: Parameter im Blut gesunder Wt-Mäuse an Tag 0 
vor Doxorubicininjektion; Dritte Spalte: Parameter im Blut nephrotischer Wt-Mäuse an Tag 10; # p < 0,05 zu 
Tag 0 

Während sich die meisten Werte unverändert zeigten, trat im Verlauf des 

nephrotischen Syndroms ein Abfall des Natriums von 148 ± 1 mM auf 138 ± 3 

mM und ein Anstieg des Kaliums von 4,7 ± 0,1 mM auf 5,7 ± 0,2 mM auf. Auch 

das Bikarbonat erhöhte sich von 21 ± 0,40 mM auf 26 ± 1 mM. 



Ergebnisse 

50 
 

3.1.7 Lipidämie 

 

Klinisch fiel bei den nephrotischen Tieren eine massive Lipidämie im Plasma an 

Tag 10 auf, die mit bloßem Auge sichtbar war. Die obere Kapillare enthält das 

zentrifugierte Blut einer Maus mit nephrotischen Syndrom, die untere Kapillare 

enthält das Blut einer gesunden Maus.  

 

Abbildung 17 : Experimentelles nephrotisches Syndrom – Lipidämie 

Obere Kapillare: Blut einer nephrotischen Maus mit massiver Lipidämie im Plasma; untere Kapillare: Blut 
einer gesunden Maus mit klarem Plasma 

 

3.1.8 Zusammenfassung 

 

Nach Induktion mit Doxorubicin konnte innerhalb von 10 Tagen das Vollbild eines 

nephrotischen Syndroms beobachtet werden. Die Mäuse präsentierten eine 

massiv gesteigerte Proteinurie, die an Tag 8 die nephrotische Schwelle von 120 

mg/mg Kreatinin überschritt. Parallel dazu zeigte sich eine Hypalbuminämie an 

Tag 10. Außerdem trat eine deutliche Ödembildung verbunden mit einer 

vermehrten Natriumretention, mit einem Maximum an Tag 9 beziehungsweise 

Tag 10, auf. Zusätzlich stieg das Aldosteron im Plasma leicht an. Die uPA-

Aktivität konnte im Urin im Verlauf vermehrt detektiert werden und es kam es zu 

einer Steigerung der Plasminaktivität. Der Plasmaharnstoff stieg ebenfalls im 

Verlauf an. Im Plasma zeigte sich klinisch eine deutliche Lipidämie.  
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3.2 Teilversuch 2: Amiloridbehandlung  

3.2.1 Inhibition der Urokinaseaktivität in vitro  

Zur Hemmung der uPA-Aktivität wurden die Inhibitoren Amilorid, UK 122 und 

Aprotinin untersucht und ihre Inhibitionsstärke mit Hilfe des Substrats 1322 

bestimmt. Die uPA-Aktivität entstammte entweder einer Lösung mit 500 IE/ml 

humanem uPA (medac) oder Urin von gesunden Wildtyp-Mäusen. 

 

Abbildung 18 : In-vitro Inhibitionskurven 

Links oben: Urokinaseaktivität in Prozent gemessen im Urin, inhibiert durch Amilorid, UK 122 und Aprotinin 
[µg/ml] ; Rechts oben: Urokinaseaktivität in Prozent gemessen in uPA 500 IE/ml Stammlösung, inhibiert 
durch Amilorid, UK 122 und Aprotinin [µg/ml]; Links unten: Urokinaseaktivität in Prozent gemessen im Urin, 
inhibiert durch Amilorid, UK 122 und Aprotinin [mM] ; Rechts unten: Urokinaseaktivität in Prozent gemessen 
in uPA 500 IE/ml Stammlösung, inhibiert durch Amilorid, UK 122 und Aprotinin [mM]; Urokinaseaktivität in 
Prozent gestrichelte Linie bei 50%, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

In den linken Abbildungen ist die Hemmung der Urokinase-Aktivität im Urin durch 

Amilorid, UK 122 und Aprotinin in der Konzentration µg/ml und in mM gezeigt. 

Die resultierenden IC50-Werte lagen bei 1,4 µg/ml (Amilorid), 7,5 µg/ml (UK122) 

und 197,4 µg/ml (Aprotinin) bzw 0,006 mM/ml (Amilorid), 0,036 mM/ml (UK122) 
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und 0,066 mM/ml (Aprotinin). Allerdings inhibierte Aprotinin die Urokinase nicht 

vollständig. 

In den rechten Abbildungen wurde die Hemmung der Urokinaseaktivität aus einer 

Stammlösung mit 500 IE/ml in der Konzentration µg/ml und in mM/ml gemessen. 

Hierbei inhibierte UK 122 die Urokinase effektiver als Amilorid. Aprotinin hatte 

einen ähnlichen Inhibitionsverlauf wie in der ersten Abbildung. Die resultierenden 

IC50-Werte lagen bei bei 28,1 µg/ml (Amilorid), ca 222.489 µg/ml (UK122) und 

189,8 µg/ml (Aprotinin) bzw 0,108 mM/ml (Amilorid), ca. 551 mM/ml (UK122) und 

0,004 mM/ml (Aprotinin). Wieder inhibierte Aprotinin nicht vollständig. 

3.2.2 Urinamilorid-Konzentration in vivo 

 

Abbildung 19 : Amiloridbehandlung – Urinamilorid [2] 

Zeitlich Verlauf in Stunden – Amiloridkonzentration bei den Dosierungen 5 mg/kg KG und 10 mg/kg KG in 

[µM]; # p < 0,05 zum Zeitpunkt der Injektion (0 h), n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Unter der Amiloriddosierung von 5 mg/kg KG zeigte sich ein Anstieg der 

Amiloridkonzentration im Urin mit einem Maximum von 625 ± 127 µM 4 h nach 

Amiloridgabe. Unter der Dosierung von 10 mg/kg KG kam es zu einem Anstieg 

auf bis zu 1115 ± 241 µM 4 h nach Amiloridgabe. Unter beiden Dosierungen war 

24 h nach Gabe kein Amilorid im Urin mehr detektierbar. 

Die beiden Dosierungen lagen größtenteils über der IC50 zur Hemmung der uPA-

Aktivität und waren damit geeignet, in vivo eingesetzt zu werden, um die Effekte 

auf den Verlauf des nephrotischen Syndroms zu untersuchen. 



Ergebnisse 

53 
 

3.2.3 Proteinurie und Plasma-Albumin-Konzentration 

 

Abbildung 20: Amiloridbehandlung – Proteinurie und Plasma Albumin [2] 

Links: Zeitlicher Verlauf der Proteinurie für das jeweilige Behandlungsschema in [mg/mg Krea]; gestrichelte 
Linie: Nephrotische Schwelle bei 120 mg/mg Krea; Rechts: Zeitlicher Verlauf der Albuminämie an Tag 0 und 
Tag 10; # p < 0,05 zu Tag 0; * p < 0,05 zu Vehikel am selben Tag, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag 
gemessenen Probe  

Die Proteinurie zeigte bei allen Behandlungsgruppen einen vergleichbaren 

Verlauf. Im gesunden Zustand zeigten die Tiere eine Proteinurie von 2 ± 0 mg/mg 

Kreatinin bei den Kontrolltieren, von 4 ± 3 mg/mg Kreatinin bei der Gruppe mit 

Behandlung von 5 mg/kg KG Amilorid und von 3 ± 1 mg/mg Kreatinin in der 

Behandlungsgruppe mit 10 mg/kg KG Amilorid. Ab Tag 3 kam es zu einem 

Anstieg der Proteinurie in allen Gruppen. An Tag 8 überschritten die 

Vehikelgruppe und die Tiere mit der Amiloriddosis 5 mg/kg KG die Schwelle von 

120 mg/mg Kreatinin mit einer Proteinurie von 123 ± 23 mg/mg Kreatinin bei der 

Vehikelgruppe und einer Proteinurie von 143 ± 23 bei der Amiloriddosierung 5 

mg/kg KG. Die Gruppe mit der Amiloridbehandlung 10 mg/kg KG überstieg die 

Schwelle von 120 mg/mg Kreatinin an Tag 10 mit einem Wert von 125 ± 15 

mg/mg Kreatinin.  

Die Plasmaalbuminkonzentration fiel in allen Behandlungsgruppen signifikant 

von einem initialen Plasmaalbumin von 34 ± 4 pg/ml an Tag 0 auf 4 ± 1 pg/ml an 

Tag 10 bei der Kontrollgruppe und auf 4 ± 1 pg/ml unter der Behandlung von 10 

mg/kg KG Amilorid ab.  



Ergebnisse 

54 
 

3.2.4 Gewicht 

Abbildung 21: Amiloridbehandlung – Gewichtsverlauf [2] 

Links: Gewichtsverlauf als Differenz zu Tag 0 in [%], gestrichelte Linie: Ausgangsgewicht; Rechts: Maximale 
Gewichtsdifferenz zwischen vorrausgegangenem Minimum und Maximum in [%], gestrichelte Linie bei 0 %; 

# p < 0,05 zu Tag 0, * p < 0,05 zu Vehikel am selben Tag, n = Anzahl der jeden Tag gewogenen Mäuse 

Alle Mäuse zeigten am Anfang des Versuches ein ähnliches Ausgangsgewicht 

von 28,84 ± 0,82 g (Vehikelgruppe), 27,50 ± 1,01 g (5 mg/kg KG Amilorid) und 

27,44 ± 0,69 g (10 mg/kg KG Amilorid). Das Gewicht fiel bei allen Gruppen bis 

Tag 6 gleichermaßen ab. Bei der vehikelbehandelten Gruppe stieg das Gewicht 

ab Tag 6 bis zu einem Maximum an Tag 10 von 31,63 ± 0,81 g bzw. 10 ± 2 % an. 

Unter der Behandlung von 5 mg/kg KG Amilorid stieg das Gewicht auf 26,66 ± 

0,95 g bzw. – 3 ± 1 % an Tag 10 an. Die amiloridbehandelten Mäuse mit der 

Dosis 10 mg/kg KG verloren an Gewicht bis zu einem Endgewicht von 25,54 ± 

0,49 g bzw. – 7 ± 1 % an Tag 10. Allein die Vehikelgruppe zeigte im Verlauf einen 

signifikanten Gewichtsanstieg. Unter Amiloridbehandlung kam es zu einem 

signifikanten Gewichtsverlust.  

Die maximale Gewichtsdifferenz zwischen Tag 6 und Tag 10 betrug in der 

Kontrollgruppe 6,69 ± 0,96 g bzw. 22 ± 2 %. Unter Amiloridbehandlung zeigte 

sich eine maximale Gewichtsdifferenz von 2,69 ± 0,47 g bei 5 mg/kg KG bzw. 10 

± 2 % und 0,90 ± 0,43 g bzw. 3 ± 2 % bei 10 mg/kg KG. Beide 

Amiloridbehandlungen zeigten eine signifikant niedrigere maximale 

Gewichtsdifferenz.
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3.2.5 Natriurese                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Abbildung 22 : Amiloridbehandlung – Natriurese [2] 

Links oben:  Zeitlicher Verlauf der Natriurese bei der Amiloridbehandlung 5 mg/kg KG in [µmol/mg Krea]; 
Rechts oben: Zeitlicher Verlauf der Natriurese bei der Amiloridbehandlung 10 mg/kg KG in [µmol/mg Krea]; 
Links unten: Minimale Natriumkonzentration gemessen zwischen Tag 5 und Tag 10 bei der 
Amiloridbehandlung 5 mg/kg KG in [µmol/mg Krea]; Rechts unten: Minimale Natriumkonzentration 
gemessen zwischen Tag 5 und Tag 10 bei der Amiloridbehandlung 10 mg/kg KG in [µmol/mg Krea]; * p < 
0,05 zu Vehikel am selben Tag; # p < 0,05 zu Tag 0; § p < 0,05 zwischen 4h und 24h am selben Tag, n = 
Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Die Natriurese der Vehikelgruppe sank von einem Ausgangswert von 322 ± 43 

µmol/mg Kreatinin an Tag 0 bis zu einem Wert von 110 ± 87 µmol/mg Kreatinin 

an Tag 10 ab. Die Natriurese, gemessen 24 h nach Amiloridgabe (5 mg/kg KG), 

sank nach Beginn der Amiloridgabe an Tag 5 auf 96 ± 33 µmol/mg Kreatinin an 

Tag 6 bzw. auf 59 ± 25 µmol/mg Kreatinin an Tag 10 ab.  

Die Natriurese, gemessen 4 h nach Amiloridgabe (5 mg/kg KG), stieg hingegen 

hochsignifikant an. Von einem Ausgangswert von 731 ± 207 µmol/mg Kreatinin 
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an Tag 5 zeigte sich ein Anstieg der Natriumkonzentration auf 1525 ± 265 

µmol/mg Kreatinin an Tag 10. Die Natriumausscheidung im 4 h Urin und im 24 h 

Urin waren an Tag 7 - 10 signifikant unterschiedlich. 

Die Natriurese 24 h nach Amiloridbehandlung mit 10 mg/kg KG begann an Tag 

0 mit 271 ± 49 µmol/mg Kreatinin und sank auf 18 ± 4 µmol/mg Kreatinin an Tag 

10 ab.  

Auch bei der Amiloriddosierung von 10 mg/kg KG stieg die Natriurese, gemessen 

4 h nach Amiloridgabe, massiv an. Beginnend mit 271 ± 49 µmol/mg Kreatinin an 

Tag 0 stieg die Natriumkonzentration bis Tag 10 auf 865 ± 106 µmol/mg Kreatinin 

an. Die Werte zwischen dem 4 h Urin und dem 24 h Urin unterschieden sich 

signifikant an den Tagen 5, 6 und 8 – 10. 

In der Kontrollgruppe fiel die Natriumkonzentration im Urin auf einen minimalen 

Wert von durchschnittlich 29 ± 14 µmol/mg Kreatinin ab und auch jeweils 24 h 

nach Amiloridgabe in der Dosierung 5 mg/kg KG zeigte sich ein Minimum von im 

Mittel 10 ± 3 µmol/mg Kreatinin. Die durchschnittliche minimale 

Natriumkonzentration 4 h nach Amiloridbehandlung mit 5 mg/kg KG lag hingegen 

bei 425 ± 69 µmol/mg Kreatinin. 

Auch unter der Behandlung mit einer Amiloriddosierung von 10 mg/kg KG zeigte 

sich ein signifikanter Unterschied der minimalen Natriumkonzentration zwischen 

den Messungen 4 h und 24 h nach Amiloridgabe. Die minimale Natriurese betrug 

durchschnittlich 467 ± 109 µmol/mg Kreatinin 4 h nach Medikamentengabe bzw.  

6 ± 1 µmol/mg Kreatinin 24 h nach Amiloridgabe. 
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3.2.6 Plasma-Aldosteron und -Harnstoff-Konzentration 

 

Abbildung 23 : Amiloridbehandlung – Plasma Aldosteron und Plasma Harnstoff [2] 

Links: Aldosteronkonzentration im Plasma an Tag 10 [pg/ml]; * p < 0,05 zu Vehikel 
Rechts: Zeitlicher Verlauf der Harnstoffkonzentration im Plasma an Tag 0 und 10 [mg/dl]; # p < 0,05 zu Tag 

0, * p < 0,05 zu Vehikel am selben Tag, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe   

Die Aldosteronkonzentration der Vehikelgruppe im Plasma betrug an Tag 10 422 

± 29 pg/ml. Unter Amiloridbehandlung zeigten die Mäuse einen deutlich höheren 

Wert von 805 ± 38 pg/ml unter der Dosis 5 mg/kg KG und 1083 ± 83 pg/ml unter 

der Amiloriddosis 10 mg/kg KG. 

 

Der Anstieg des Harnstoffes im Plasma war bei der Kontrollgruppe und unter 

Amiloridtherapie (10 mg/kg KG) sehr ähnlich. Bei der Vehikelgruppe lag der 

Ausgangswert im Plasma bei 30 ± 4 mg/dl. Die Harnstoffkonzentration stieg auf 

362 ± 31 mg/dl an Tag 10 an. Unter der Amiloriddosis 10 mg/kg KG zeigte sich 

ebenso ein signifikanter Anstieg auf 381 ± 11 mg/dl an Tag 10.  
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3.2.7 Urokinase- und Plasminaktivität im Urin 

Abbildung 24: Amiloridbehandlung – Urokinase- und Plasminaktivität [2] 

Links: Zeitlicher Verlauf der Urokinaseaktivität in [OD/mg Krea] gemessen im Urin; Rechts: Zeitlicher Verlauf 
der Plasminaktivität in [OD/mg Krea] gemessen im Urin; OD @ 405 nm; # p < 0,05 zu Tag 0; * p < 0,05 zu 
Vehikel am selben Tag; § p < 0,05 zwischen 4h und 24h am selben Tag, n = Anzahl der an dem jeweiligen 
Tag gemessenen Probe  

In der Vehikelgruppe stieg die Urokinaseaktivität kontinuierlich an. Die Messung 

begann bei einem Wert von 20 ± 5 OD/mg Kreatinin an Tag 0 und verdoppelte 

sich bis Tag 10 auf 42 ± 10 OD/mg Kreatinin. Ebenso stieg die Urokinaseaktivität 

24 h nach Amiloridgabe von 10 mg/kg KG von 22 ± 5 OD/mg Kreatinin an Tag 0 

bis auf das Doppelte von 39 ± 8 OD/mg Kreatinin an Tag 10 an. Der Verlauf der 

Urokinaseaktivität 4 h nach Amiloridgabe hingegen zeigte einen Abfall. Von 

einem Anfangswert von 12 ± 1 OD/mg Kreatinin sank die Urokinaseaktivität auf 

einen Wert von 7 ± 6 OD/mg Kreatinin an Tag 10. 

Auch der Verlauf der Plasminaktivität der Kontrollgruppe zeigte einen Anstieg um 

das 30-fache von 7 ± 0 OD/mg Kreatinin an Tag 0 auf 234 ± 54 OD/mg Kreatinin 

an Tag 10. Der Verlauf der Plasminaktivität 24 h nach Amiloridgabe (10 mg/kg 

KG) ähnelte dem der Vehikelgruppe mit einem Ausgangswert von 3 ± 0 OD/mg 

Kreatinin und einem 50-fachen Anstieg auf 148 ± 40 OD/mg Kreatinin an Tag 10. 

Der Wert der Plasminaktivität, gemessen 4 h nach Amiloridgabe blieb niedrig. An 

Tag 6, 4 h nach der zweiten Amiloridgabe, war die Plasminaktivität bei 3 ± 3 

OD/mg Kreatinin. Bis Tag 10 stieg der Wert minimal auf 13 ± 8 OD/mg Kreatinin 

an.  
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3.2.8 Westernblot zur Untersuchung der Plasminogenkonversion  

 

Die Westernblots zeigen das Verhältnis des intakten Plasminogen-Zymogens 

(105 kDa) und der schweren Kette (75 kDa), die nach Spaltung an Position Arg 

561-Val562 [85] und Dissoziation der leichten Kette unter reduzierenden 

Bedingungen entsteht. Die Spaltung von Plasminogen im Urin ist ein Maß für die 

uPA-Aktivität. 

Abbildung 25 : Amiloridbehandlung – Plasmin Westernblot [2] 
Links oben: WB mit Urin 4 h nach Vehikelgabe und Amiloridgabe mit der Dosierung 5 mg/kg KG und 10 
mg/kg KG; Rechts oben: Auswertung OD des WB mit 4h Urin; Links unten: WB mit Urin 24 h nach 
Vehikelgabe und Amiloridgabe mit der Dosierung 5 mg/kg KG und 10 mg/kg kG; Rechts unten: Auswertung 
OD des WB mit 24 h Urin; * p < 0,05 zu Vehikel am selben Tag; Herstellung und Auswertung erfolgte durch 
Matthias Wörn 

Im Urin zeigte sich 4 h nach Verabreichung von Vehikel oder Amilorid 5 mg/kg 

KG bzw. 10 mg/kg KG mit zunehmender Amiloridkonzentration eine 

abnehmende Konversion von Plasminogen (105 kDa). Im Westernblot mit dem 

verwendeten anti-Plg Antikörper ließen sich hierbei zwei verschiedene Banden 

nachweisen. Zum einen gelang der Nachweis von Plasminogen bei 105 kDa, das 

in nephrotischem Urin Vehikel-behandelter Mäuse am geringsten und im Urin von 

Amilorid-behandelten Mäusen (10 mg/kg KG) am deutlichsten war. Umgekehrt 

verhielt es sich mit der zweiten Bande bei 75 kDa, die der schweren Kette des 

Schwere Kette 

Schwere Kette 
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Plasminogens entspricht und eine Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin 

belegt. Diese war bei den Vehikel-behandelten Mäusen am stärksten 

nachweisbar (29 ± 5 OD), wohingegen sich im Urin Amilorid-behandelter Mäuse 

nahezu keine Spaltung des Plasminogens nachweisen ließ (5 mg/kg KG: 10 ± 3 

OD, 10 mg/kg KG: 1 ± 5 OD). Die leichte Kette von Plasmin ließ sich aufgrund 

des verwendeten Antikörpers in diesem Blot nicht nachweisen. 

Im Westerblot mit Proben 24 h nach Amiloridgabe zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen. 

 



Ergebnisse 

61 
 

3.2.9 Blutgasanalyse 

 

 gesund nephrotisch nephrotisch 

 Vehikelbehandlung Vehikelbehandlung Amilorid  
10 mg/kg KG 

venöser pH  7,28 ± 0,01 7,30 ± 0,02 7,30 ± 0,02 

std HCO3
-, mM 22 ± 0,40 24 ± 1,2 23 ± 0,5 

Na+, mM 148 ± 1 138 ± 3 # 145 ± 1 * 

K+, mM 4,70 ± 0,07 5,7 ± 0,21 # 5,5 ± 0,31 # 

Ca++, mM 1,10 ± 0,01 1,00 ± 0,02 # 1,04 ± 0,03 

Hct, % 47 ± 0 46 ± 3 46 ± 1 

cHbc, g/dl 15,6 ± 0,2 15,3 ± 0,8 15,3 ± 0,4 
 

Table 8 : Amiloridbehandlung BGA [2] 

Erste Spalte: Gemessene BGA Parameter; Zweite Spalte: Parameter im Blut gesunder Mäuse an Tag 0 vor 
Doxorubicininjektion; dritte Spalte: Parameter im Blut nephrotischer Mäuse mit Vehikelbehandlung an Tag 
10; vierte Spalte: Parameter im Blut nephrotischer Mäuse mit Amiloridbehandlung 10 mg/kg KG an Tag 10; 

# p < 0,05 zur gesunden Maus mit Vehikelbehandung, * p < 0,05 zu Vehikel am selben Tag  

Der pH-Wert der venösen BGA stieg im Verlauf des nephrotischen Syndroms 

leicht an. Das gemessene Bikarbonat erhöhte sich von 21 ± 0,50 mM bei 

gesunden Mäusen im Verlauf des nephrotischen Syndroms auf 26 ± 1 mM bei 

der Vehikelgruppe und auf 23 ± 0,5 mM in der amiloridbehandelten Gruppe. Der 

Natriumgehalt sank in der Vehikelgruppe von 148 ± 1 mM auf 138 ± 3 mM im 

Verlaufe des nephrotischen Syndroms ab, während er sich in der Gruppe unter 

Amiloridtherapie gleichbleibend bei 145 ± 1 mM zeigte. Das Kalium stieg 

ebenfalls im Verlauf des nephrotischen Syndroms von 4,70 ± 0,08 mM bei 

gesunden Tieren auf 5,7 ± 0,2 mM bei der Vehikelgruppe bzw. auf 5,5 ± 0,3 mM 

unter Amiloridtherapie an. Das Calcium, der Hämatokritwert und der 

Hämoglobinwert zeigten sich bei allen drei Gruppen auf einem ähnlichen Niveau.  



Ergebnisse 

62 
 

3.2.10 Zusammenfassung 

 

4 h nach Amilorid-Injektion erreichte die Amiloridkonzentration im Urin einen 

Höhepunkt und war nach 24 h nicht mehr nachweisbar. Während des 

nephrotischen Syndroms konnte bei der Vehikelgruppe bzw. unter Behandlung 

von 5 mg/kg KG und 10 mg/kg KG Amilorid an Tag 8 bzw Tag 10 gleichermaßen 

ein Anstieg der Proteinurie über 120 mg/g Kreatinin gezeigt werden. Parallel kam 

es zu einem Absinken des Plasmaalbumins. Die Mäuse der Vehikelgruppe 

nahmen massiv an Gewicht zu. Die Amiloriddosen 5 mg/kg KG und 10 mg/kg KG 

konnten die Ödementstehung teilweise bzw. vollständig verhindern. Bei den 

Mäusen mit Vehikelbehandlung kam es zu einer vermehrten Natriumretention. 4 

h nach Amiloridgabe konnte die Natriumretention effektiv umgekehrt werden und 

es kam zu einer deutlichen Natriurese. Die Urin-Urokinaseaktivität zeigte bei der 

Vehikelbehandlung eine ansteigende Tendenz. 24 h nach der 

Amiloridbehandlung (10 mg/kg KG) war die Urokinaseaktivität nur leicht 

vermindert. 4 h nach Amiloridgabe (10 mg/kg KG) konnte die Urokinaseaktivität 

effektiv gehemmt werden. Dies zeigte sich auch bei der Messung der 

Plasminaktivität. Während sich unter Vehikelbehandlung und 24 h nach 

Amiloridgabe (10 mg/kg KG) eine ähnlich hohe Plasminaktivität zeigte, war die 

Plasminaktivität 4 h nach Amiloridgabe (10 mg/kg KG) fast vollständig inhibiert. 

Dies war auch im Westernblot zu sehen. Aldosteron stieg bei der Dosierung 10 

mg/kg KG bis Tag 10 auf das Zehnfach an, wohingegen es bei der Vehikelgruppe 

nur auf das Doppelte anstieg. Harnstoff stieg sowohl bei der Vehikelgruppe, als 

auch unter der Amiloriddosierung von 10 mg/kg KG gleichmaßen an.  
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3.3 Teilversuch 3: Auswirkung einer genetischen Deletion der 

Urokinase bei Mäusen  

Im Folgenden werden die Wildtyp-Mäuse als uPA+/+, die heterozygoten Mäuse 

mit uPA+/- und die Knockout-Mäuse mit uPA-/- bezeichnet. 

3.3.1 Proteinurie und Plasma-Albumin-Konzentration  

 

Abbildung 26 : uPA – Knockout – Proteinurie und Plasma Albumin [2] 

Links: Zeitlicher Verlauf der Proteinurie in [mg/mg Krea] gestrichelte Linie: Nephrotische Schwelle von 120 
mg/mg Krea; Rechts: Zeitlicher Verlauf des Plasma Albumins an Tag 0 und Tag 10; # p < 0,05 zu Tag 0; * 

p < 0,05 zu uPA+/+ am selben Tag, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Gemittelt war das Proteinurie-Niveau aller Versuchstiere gleich. Ausgehend von 

einem Wert von 6 ± 1 mg/mg Krea bei uPA+/+- Mäuse, 7 ± 1 mg/mg Kreatinin bei 

uPA+/- - Mäuse und 7 ± 1 mg/mg Kreatinin bei uPA-/-- Mäuse kam es zu einem 

gleichförmigen Anstieg der Proteinurie. Nach Überschreiten der nephrotischen 

Schwelle von 120 mg/mg Kreatinin an Tag 7 bzw. Tag 8 pendelten sich alle 

Genotypen auf ein ähnliches Proteinurieniveau ein. Die uPA+/+- Mäuse wiesen 

Werte von 157 ± 19 mg/mg Kreatinin, die uPA+/- - Mäuse von 183 ± 13 mg/mg 

Kreatinin und die uPA-/-- Mäuse von 178 ± 15 mg/mg Kreatinin auf. Sowohl bei 

uPA+/+- Mäusen, als auch bei uPA-/-- Mäusen zeigte sich gleichermaßen ein Abfall 

der Plasma-Albumin-Konzentration von 34 ± 4 pg/ml an Tag 0 auf 4 ± 1 pg/ml 

(uPA+/+- Mäuse) bzw. auf 6 ± 1 pg/ml (uPA-/-- Mäuse) an Tag 10. Die Werte an 

Tag 10 waren jeweils signifikant niedriger als die Ausgangswerte an Tag 0. 
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3.3.2 Gewicht 

Abbildung 27 : uPA-Knockout – Gewicht [2] 

Links: Gewichtsverlauf als Differenz zu Tag 0 in [%], gestrichelte Linie: Ausgangsgewicht; Rechts: Maximale 
Gewichtsdifferenz zwischen vorrausgegangenem Minimum und Maximum in [%]; # p < 0,05 zu Tag 0; * p < 
0,05 zu uPA+/+ am selben Tag, n = Anzahl der jeden Tag gewogenen Mäuse 

Das mittlere Ausgangsgewicht der uPA+/+- Mäuse lag bei 23,39 ± 0,77 g, das 

Gewicht der uPA+/- - Mäuse bei 24,74 ± 0,55 g und das Gewicht der uPA-/- - Mäuse 

lag bei 24,76 ± 0,97 g. Nach einem anfänglichen Gewichtsverlust nach 

Doxorubicininjektion, stieg das Gewicht der Tiere gleichmaßen bis zu einem 

Maximum an Tag 9 bzw. 10 an. Die uPA+/+- Mäuse zeigten an Tag 9 ein 

Gewichtsmaximum von 25,68 ± 1,06 g bzw. 10 ± 3 %. Die uPA+/- - Mäuse 

erreichten ein Tag 9 ein Gewicht von 28,17 ± 0,80 g bzw. 14 ± 2 % des 

Ausgangsgewichts. Das Gewichtsmaximum der uPA-/- - Mäuse zeigte sich an 

Tag 10 mit einem Gewicht von 27,94 ± 0,83 g und einer Gewichtsdifferenz zu 

Tag 0 von 13 ± 2 %. Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten 

Unterschiede im Gewichtsanstieg.  

Die maximale Gewichtszunahme war bei allen Genotypen vergleichbar. Sie lag 

für uPA+/+- Mäuse bei 3,86 ± 0,55 g bzw. 16 ± 2 %. Die uPA+/- - Mäuse und die 

uPA-/- - Mäuse zeigten eine mittlere Gewichtszunahme von 5,35 ± 0,68 g bzw. 22 

± 3 % (uPA+/-) und 4,94 ± 0,24 g bzw. 20 ± 1 % (uPA-/-). 
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3.3.3 Natriurese 

Abbildung 28 : uPA-Knockout – Natriurese [2] 

Links:  Zeitlicher Verlauf der Natriurese in [µmol/mg Krea]; Rechts: Minimale Natriumkonzentration 
gemessen zwischen Tag 5 und Tag 10 in [µmol/mg Krea]; # p < 0,05 zu Tag 0; * p < 0,05 zu uPA+/+ am 

selben Tag, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Bei allen Genotypen zeigte sich ein ähnlicher Verlauf der mittleren 

Natriumausscheidung. Die Natriurese der uPA+/+- Mäuse betrug 253 ± 31 

µmol/mg Kreatinin, die der uPA+/- - Mäuse 317 ± 31 µmol/mg Kreatinin und die 

der uPA-/- - Mäuse 262 ± 30 µmol/mg Kreatinin an Tag 0. Im Verlauf der ersten 

zwei Tage sank die Natriumexkretion leicht ab und stieg bis Tag 4 wieder auf das 

Ausgangsniveau. Ab Tag 4 kam es gleichermaßen zu einer vermehrten 

Natriumretention, so dass die Natriurese um Tag 7 bis 8 ihr Minimum fand. Die 

Natriumkonzentration im Urin betrug hierbei bei den uPA+/+- Mäusen an Tag 8 52 

± 22 µmol/mg Kreatinin. Die uPA+/- - Mäuse hatten an Tag 7 ihre minimale 

Natriumkonzentration mit 119 ± 80 µmol/mg Kreatinin und die uPA-/- - Mäuse 

zeigten ein Minimum ebenfalls an Tag 8 mit 33 ± 10 µmol/mg Kreatinin. Ab Tag 

7 bzw. 8 stieg die Natriumausscheidung und es zeigte sich ein Anstieg bei allen 

Gruppen bis Tag 10.  

Die mittleren, minimalen Natriumkonzentrationen betrugen bei den uPA+/+-

Mäusen 19 ± 5 µmol/mg Kreatinin, bei den uPA+/- - Mäusen 27 ± 9 µmol/mg 

Kreatinin und bei den uPA-/- - Mäusen 25 ± 8 µmol/mg Kreatinin. Es zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen. 
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3.3.4 Plasma-Aldosteron und -Harnstoff-Konzentration 

 

Abbildung 29 : uPA-Knockout – Plasma Aldosteron [2] 

Links: Aldosteronkonzentration im Plasma an Tag 10 [pg/ml]; # p < 0,05 zu Tag 0; * p < 0,05 zu uPA+/+ am 
selben Tag; Rechts: Zeitlicher Verlauf der Harnstoffkonzentration im Plasma an Tag 0 und 10 [mg/dl]; # p 
< 0,05 zu Tag 0, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Im Verlauf des nephrotischen Syndroms zeigten die uPA+/+- Mäuse einen 

signifikant höheren Anstieg des Aldosterons im Plasma auf 687 ± 118 pg/ml im 

Vergleich zu 547 ± 120 pg/ml bei den uPA+/--Mäusen und 388 ± 81pg/ml bei den 

uPA-/- - Mäusen an Tag 10. 

Die rechte Seite der Abbildung 29 zeigt den Verlauf der Harnstoffkonzentration 

im Plasma. Alle Genotypen starteten auf einem niedrigen Level. Die 

Harnstoffkonzentration betrug hierbei bei den uPA+/+- Mäusen 29 ± 2 mg/dl, bei 

den uPA+/- - Mäusen 25 ± 2 mg/dl und bei den uPA-/- - Mäusen 28 ± 2 mg/dl. Der 

Harnstoff im Plasma stieg bis Tag 10 auf 230 ± 60 mg/dl bei uPA+/+- Mäusen, auf 

248 ± 42 mg/dl bei den uPA+/- - Mäusen und auf 259 ± 82 mg/dl bei den uPA-/- - 

Mäusen an. Zwischen den unterschiedlichen Genotypen zeigte sich kein 

signifikanter Unterschied. 
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3.3.5 Urokinase- und Plasminaktivität im Urin 

 

Abbildung 30 : uPA-Knockout - Urokinase- und Plasminaktivität [2] 

Links: Zeitlicher Verlauf der Urokinaseaktivität in [OD/mg Krea] gemessen im Urin; Rechts: Zeitlicher Verlauf 
der Plasminaktivität in [OD/mg Krea] gemessen im Urin; OD @ 405 nm; # p < 0,05 zu Tag 0; * p < 0,05 zu 

uPA+/+ am selben Tag, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Die Urokinaseaktivität im Urin stieg bei uPA+/+- Mäusen von 22 ± 3 OD/mg 

Kreatinin an Tag 0 bis auf 34 ± 15 OD/mg Kreatinin an Tag 10 an. Bei den uPA+/- 

- Mäusen lag die Urokinaseaktivität an Tag 0 bei 5 ± 2 OD/mg Kreatinin und stieg 

bis Tag 10 auf 21 ± 9 OD/mg Kreatinin an. Bei den uPA-/- - Mäusen war eine 

minimale Aktivität von 1 ± 1 OD/mg Kreatinin an Tag 0 und 8 ± 5 OD/mg Kreatinin 

an Tag 10 detektierbar. Sowohl die Werte der uPA+/- - Mäuse an Tag 6 und 8, als 

auch die Werte der uPA-/- - Mäuse an Tag 6 und 10 waren signifikant niedriger 

als die Werte der jeweiligen uPA+/+- Mäuse. Bei den uPA+/+- Mäusen kam es zu 

einem starken Anstieg der Plasminaktivität im Urin von 0 OD/mg Kreatinin an Tag 

0 auf ein Maximum von 277 ± 37 OD/mg Kreatinin an Tag 8. Die uPA+/- - Mäuse 

zeigten eine deutlich niedrigere Plasminaktivität von 4 ± 4 OD/mg Kreatinin an 

Tag 0 und 127 ± 45 OD/mg Kreatinin an Tag 10. Die Plasminaktivität der uPA-/- - 

Mäuse war nur minimal detektierbar bei Werten von 1 ± 1 OD/mg Kreatinin an 

Tag 0 bzw. 35 ± 26 OD/mg Kreatinin an Tag 10. Die Werte der uPA+/- - Mäuse an 

Tag 6 und 8 und die Werte der uPA-/- - Mäuse an Tag 6 sind signifikant niedriger 

als die jeweiligen Werte der uPA+/+- Mäuse. 
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3.3.6 Westernblot zur Untersuchung der Plasminogenkonversion bei 

genetischer uPA-Defizienz 

 

Die Bande bei 105 kDa entspricht dem Plasminogen-Zymogen, die Bande bei 75 

kDa entspricht der schweren Kette.  

 

Abbildung 31 : uPA-Knockout - Plasmin Westernblot [2]   

Links: WB mit Urin der uPA+/+ -, uPA+/- - und uPA-/- - Mäuse; Rechts: Auswertung OD des WB; * p < 0,05 zu 

uPA+/+ am selben Tag; Herstellung und Auswertung erfolgte durch Matthias Wörn 

Im Kontrollurin gesunder Mäuse war Plasminogen nicht darstellbar. Bei den 

uPA+/+- Mäusen war eine stärkere Bande bei 105 kDa und eine schwächere 

Bande bei 75 kDa zu erkennen. Bei der Auswertung des Urins der uPA+/- - Mäuse 

zeigte sich eine starke Bande bei 105 kD und eine schwache Bande bei 75 kDa. 

Die uPA-/-- Mäuse setzten eine minimale Menge an Plasminogen um. 

Entsprechend zeigte sich eine sehr starke Bande bei 105 kDa. Die untere Bande 

bei 75 kDa war kaum vorhanden.  

Die rechte Seite der Abbildung 31 zeigt die berechnete optische Dichte des 

Westernblots und beschreibt die Verhältnisse der Banden bei 105 kDa und 75 

kDa. Die OD der Bande bei 75 kDa der uPA+/+- Gruppe lag bei 446 ± 128 die der 

uPA+/- - Mäusen bei 692 ± 201 und die Bande der uPA-/- - war mit 27 ± 23 kaum 

nachweisbar. 
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3.3.7 Blutgasanalyse 

 

 gesund nephrotisch nephrotisch 

 uPA+/+ uPA+/+ uPA-/- 

venöser pH  7,28 ± 0,01 7,30 ± 0,02 7,30 ± 0,02 

std HCO3
-, 

mM 
22 ± 0,40 24 ± 1,2 25 ± 1,2 

Na+, mM 148 ± 1 138 ± 3 # 143 ± 1 # 

K+, mM 4,70 ± 0,07 5,7 ± 0,21 # 6,3 ± 0,55 # 

Ca++, mM 1,10 ± 0,01 1,00 ± 0,02 # 1,15 ± 0,06 * 

Hct, % 47 ± 0 46 ± 3 40 ± 3 

cHbc, g/dl 15,6 ± 0,2 15,3 ± 0,8 13,2 ± 1,0 
 

Table 9 : uPA-ko – BGA [2]  

Erste Spalte: Gemessene BGA Parameter; Zweite Spalte: Parameter im Blut gesunder uPA+/+ - Mäuse an 
Tag 0 vor Doxorubicininjektion; Dritte Spalte: Parameter im Blut nephrotischer uPA+/+ - Mäuse an Tag 10; 
vierte Spalte: Parameter im Blut nephrotischer uPA-/- - Mäuse an Tag 10; # p < 0,05 zur gesunden uPA+/+ -

Maus, * p < 0,05 zu uPA+/+ am selben Tag 

Tabelle 9 zeigt die BGA-Analysen der verschiedenen Kohorten. In der zweiten 

Spalte werden die Werte gesunder Mäuse gezeigt, in der dritten Spalte sind die 

Werte nephrotischer uPA+/+- Mäuse und in der vierten Spalte sind die BGA-Werte 

nephrotischer uPA-/- - Mäuse gezeigt. Der venöse pH-Wert wurde im Verlauf des 

nephrotischen Syndroms leicht alkalisch. Das Bikarbonat stieg von 21 ± 0,40 mM 

leicht auf 26 ± 1 mM bei den nephrotischen uPA+/+- Mäusen und auf 25 ± 1 mM 

bei den nephrotischen uPA-/- - Mäusen an. Der Natriumgehalt sank in der uPA+/+-

Gruppe von 148 ± 1 mM auf 138 ± 3 mM ab, während er in der uPA-/- - Gruppe 

während des nephrotischen Syndroms auf einem ähnlichen Niveau bei 143 ± 1 

mM blieb. Das Kalium stieg ebenfalls im Verlauf des nephrotischen Syndroms 

von 4,70 ± 0,08 mM bei gesunden Tieren auf 5,7 ± 0,2 mM bei der nephrotischen 

uPA+/+- Gruppe bzw. auf 6,3 ± 0,6 mM bei den uPA-/- - Mäusen an. Das Calcium 

war durchgehend konstant mit Werten von 1,04 ± 0,01 mM und 1,00 ± 0,02 mM. 

Bei den uPA-/- - Mäusen war das Calcium mit 1,15 ± 0,06 mM leicht erhöht. Der 

Hämatokritwert senkte sich leicht auf 46 ± 4 % bei den uPA+/+- Mäusen ab. Die 

uPA-/- - Mäuse zeigten einen deutlichen Hämatokritabfall auf 40 ± 3 %. Der 

Hämoglobinwert blieb bei beiden Gruppen auf einem ähnlichen Niveau. Bei den 

uPA-/- - Mäusen sank dieser auf 13,2 ± 1,0 g/dl ab. 
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3.3.8 Langzeitüberleben 

 

Abbildung 32 : uPA-Knockout – Langzeitüberleben und Verlauf Harnstoff 

Links: Abbildung des Langzeitüberlebens über 100 Tage für uPA+/+ -, uPA+/- - und uPA-/- - Mäuse in [%] 
p=0,06 (ns); Rechts: Abbildung des Verlaufes von Harnstoff mit dem Endpunkt Plasma Harnstoff > 100 
[mg/dl] in [%] p = 0,93; $ p < 0,05 zu uPA+/+, ; n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen Probe  

Das Langzeitüberleben nephrotischer uPA+/+-, uPA+/- - und uPA-/- - Mäuse wurde 

über den Zeitraum von 100 Tagen beobachtet. Das mittlere Überleben der 

uPA+/+- Tiere lag bei 54 Tagen, das der uPA+/- - Mäuse bei 49 Tagen und und das 

der uPA-/- - Mäuse bei 42 Tagen. In Abhängigkeit vom Genotyp zeigte sich in 

keiner der Gruppen ein Überlebensvorteil. 

Auf der rechten Seite in Abbildung 32 ist der Anstieg des Plasmaharnstoffes im 

Verlauf gezeigt. Endpunkt war hier ein gemessener Harnstoff über 100 mg/dl. 

Dieser Endpunkt war im Mittel bei den uPA+/+- Mäusen nach 21 Tagen, bei uPA+/- 

- Mäusen ebenfalls nach 21 Tagen und bei uPA-/- - Mäusen nach 22 Tagen 

erreicht. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. 
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3.3.9 Zusammenfassung 

 

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Proteinurie bei allen Genotypen sehr 

ähnlich verlief und die Schwelle von > 120 mg/mg Kreatinin an Tag 7 bzw. Tag 8 

überschritten wurde. Parallel dazu kam es bis Tag 10 zu einer Hypalbuminämie. 

Die uPA+/+- Mäuse zeigten den bekannten Urokinaseaktivitätsverlauf. Die uPA+/- 

- Mäuse zeigten nur ein Drittel bis ein Viertel der Urokinaseaktivität der uPA+/+- 

Mäuse und bei den uPA-/-- Mäusen konnten lediglich Spuren einer Aktivität 

gemessen werden. Ein ähnliches Bild zeigte sich bei der Plasminaktivität. Die 

uPA+/+- Mäuse zeigten den bekannten Aktivitätsverlauf, wohingegen bei den 

uPA+/- - Mäusen nur die Hälfte der Plasminaktivität gemessen werden konnte. Bei 

den uPA-/-- Mäusen war eine minimale Aktivität detektierbar. Diese Ergebnisse 

konnten im Plasmin-Westernblot bestätigt werden. Es zeigte sich bei uPA+/- - 

Mäusen eine verminderte Konversion des Plasminogens in aktives Plasmin. Bei 

uPA-/-- Mäusen war keine Spaltung des Plasminogens zu sehen. Bei der 

Ödementstehung zeigten sich keine Unterschiede zwischen den uPA+/+-, den 

uPA+/- - und den uPA-/-- Mäusen. Auch bezüglich der Natriumretention zeigte sich 

bei den verschiedenen Genotypen kein Unterschied. Aldosteron zeigte im 

Plasma sowohl bei den uPA+/+-, als auch bei den uPA-/-- Mäusen einen ähnlichen 

Anstieg. Der ausgeschiedene Harnstoff nahm bei allen Genotypen gleichmaßen 

zu. In der BGA waren ein Kaliumanstieg und ein Hämatokritabfall bei den 

nephrotischen uPA-/-- Mäusen auffällig. Das Langzeitüberleben der drei 

Genotypen und der Harnstoffanstieg im Verlauf zeigten keine signifikanten 

Unterschiede.  
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3.4 Teilversuch 4: Amiloridbehandlung der uPA-/- - Mäuse 

3.4.1 Urinamilorid-Konzentration 

 

Abbildung 33: Amiloridbehandlung der uPA-/- - Maus – Urinamilorid [2] 

Zeitlich Verlauf in Stunden – Amiloridkonzentration der Dosierung 10 mg/kg KG bei uPA+/+-Mäuse und 
uPA-/--Mäusen in [µM]; # p < 0,05 zum Zeitpunkt der Injektion (0 h), n=Anzahl der an dem jeweiligen Tag 
gemessenen Probe  

Unter der Amiloriddosierung von 10 mg/kg KG zeigte sich sowohl bei uPA+/+-

Mäusen, als auch bei uPA-/-- Mäuse gleichermaßen ein Anstieg der 

Amiloridkonzentration im Urin mit einem Maximum von 1115 ± 241 µM bei uPA+/+-

Mäusen bzw. 1172 ± 313 µM bei uPA-/-- Mäusen 4 h nach Amiloridgabe. Bei 

beiden Genotypen war 24 h nach Gabe kein Amilorid im Urin mehr detektierbar. 
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3.4.2 Proteinurie  

Abbildung 34: Amiloridbehandlung der uPA-/- - Maus – Proteinurie [2] 

Zeitlicher Verlauf der Proteinurie in [mg/mg Krea] gestrichelte Linie: Proteinurieschwelle von 120 mg/mg 
Krea; # p < 0,05 zu Tag 0; * p < 0,05 zu uPA+/+ am selben Tag, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag 
gemessenen Probe  

Gemittelt war das Proteinurieniveau aller Versuchstiere gleich. Ausgehend von 

einem annähernd gleichen Proteinurielevel an Tag 0 stieg die Proteinurie bei 

allen Gruppen gleichermaßen an. 

Die uPA-/-- Mäuse ohne Amiloridbehandlung überschritten die Schwelle von 120 

mg/mg Kreatinin an Tag 7 mit 132 ± 18 mg/mg Kreatinin. Die uPA+/+-Gruppe ohne 

Amiloridbehandlung und die uPA-/-- Mäuse mit Amiloridtherapie (10 mg/kg KG) 

überschritten die Schwelle an Tag 8 mit einer Proteinurie von 137 ± 20 mg/mg 

Kreatinin beziehungweise 136 ± 22 mg/mg Kreatinin. Die Gruppe der uPA-/-- 

Mäuse ohne Amiloridbehandlung zeigte eine Überschreitung der 

Proteinurieschwelle an Tag 10 mit einer Proteinurie von 125 ± 15 mg/mg 

Kreatinin. 

Bis Tag 10 pendelten sich alle Gruppen auf ein ähnliches Proteinurieniveau ein. 

Die uPA+/+- Mäuse ohne Amilorid lagen dann bei einem Wert von 123 ± 6 mg/mg 

Kreatinin, die uPA+/+- Mäuse mit Amiloridbehandlung bei 125 ± 15 mg/mg 

Kreatinin, die uPA-/-- Mäuse ohne Amilorid bei 178 ± 15 mg/mg Kreatinin und die 

uPA-/-- Mäuse mit Amiloridbehandlung bei 142 ± 8 mg/mg Kreatinin. 
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3.4.3 Gewicht 

 

Abbildung 35: Amiloridbehandlung der uPA-/- - Maus – Gewicht [2] 

Links: Gewichtsverlauf als Differenz zu Tag 0 in [%], gestrichelte Linie: Ausgangsgewicht; Rechts: Maximale 
Gewichtsdifferenz zwischen vorrausgegangenem Minimum und Maximum in [%]; # p < 0,05 zu Tag 0, * p < 
0,05 zu uPA+/+ am selben Tag, n = Anzahl der jeden Tag gewogenen Mäuse  

Auf der linken Seite von Abbildung 35 ist die Gewichtsdifferenz zu Tag 0 gezeigt. 

Die Ausgangsgewichtsdifferenz aller Gruppen ist jeweils 0 %. Die uPA+/+- Mäuse 

hatten an Tag 9 ein Maximum von 25,68 ± 1,06 g bzw. 10 ± 3 %, während das 

Gewichtsmaximum der uPA-/- - Mäuse an Tag 10 27,94 ± 0,83 g bzw. 13 ± 2 % 

betrug. Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede 

bezüglich des Gewichtsanstieges. Die amiloridbehandelten Mäuse mit der Dosis 

10 mg/kg KG verloren an Gewicht und nahmen ab Tag 6 nicht mehr zu. An Tag 

10 hatten sie ein Gewicht von 25,54 ± 0,49 g bzw. – 7 ± 1 %. Die uPA-/- - Mäuse, 

die mit Amilorid in einer Dosierung von 10 mg/kg KG behandelt wurden, hatten 

ein Anfangsgewicht von 30,78 ± 1,33 g. Analog zu den uPA+/+- Mäusen verloren 

die uPA-/- - Mäusen bis Tag 6 ähnlich viel Gewicht. Ab Tag 6 verringerte sich ihr 

Gewicht erneut massiv bis zu einem Minimum von 25,40 ± 0,78 g bzw. -18 ± 3 % 

an Tag 10. Die Gewichtsverläufe der Tiere unter Amiloridtherapie waren an Tag 

7, 8, 9 und 10 bei den uPA+/+- Mäusen und an Tag 6, 7, 8, 9 und 10 bei den uPA-



Ergebnisse 

75 
 

/- - Mäusen signifikant niedriger als bei der Vergleichsgruppe der uPA+/+- Mäuse 

ohne Amiloridtherapie. 

Auf der rechten Seite ist die maximale Gewichtsdifferenz in Prozent gezeigt. 

Diese betrug bei den uPA+/+- Mäusen ohne Amiloridbehandlung 16 ± 2 %. Eine 

ähnliche Gewichtsdifferenz zeigte sich bei den uPA-/-- Mäusen ohne 

Amiloribehandlung mit 20 ± 1 %. Die uPA+/+- Mäuse mit Amiloridbehandlung 

waren signifikant niedriger als die Vergleichsgruppe der uPA+/+- Mäuse ohne 

Behandlung mit 3 ± 2 %, ebenso wie die uPA-/- - Mäuse unter Amiloridbehandlung 

mit -1 ± 8 %. 

3.4.4 Plasma-Aldosteron-Konzentration 

 

Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der Aldosteronkonzentration im 

Plasma. Das Plasma-Aldosteron der Vehikelgruppe stieg von einem 

Ausgangswert von 202 ± 32 pg/ml an Tag 0 auf 566 ± 184 pg/ml an Tag 10 

signifikant an. Die Mäuse, die mit 10 mg/kg KG Amilorid behandelt wurden, 

zeigten einen deutlichen Anstieg der Aldosteronkonzentration auf 2213 ± 612 

pg/ml an Tag 10. Auch bei den uPA-/- - Mäusen ohne Amiloridbehandlung kam es 

zu einem leichten Anstieg auf 388 ± 81 pg/ml an Tag 10. Die uPA-/- - Mäuse mit 

Amiloridbehandlung zeigten einen signifikanten Anstieg der 

Plasmaaldosteronkonzentration auf 1015 ± 42 pg/ml an Tag 10. Dieser Anstieg 

war ebenfalls signifikant. 

Abbildung 36: Amiloridbehandlung der uPA-/- - Maus – Plasma Aldosteron [2] 

Zeitlicher Verlauf der Aldosteronkonzentration im Plasma an Tag 0 und Tag 10 [pg/ml] ]; # p < 0,05 zu Tag 
0; * p < 0,05 zu uPA+/+ ohne Amilorid am selben Tag, n = Anzahl der an dem jeweiligen Tag gemessenen 
Probe  
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3.4.5 Zusammenfassung 

 

Alle Mäuse zeigten den für das nephrotische Syndrom im Mausmodell typischen 

Proteinurieverlauf. Die uPA+/+- Mäuse und die uPA-/-- Mäuse ohne 

Amiloridbehandlung zeigten eine für das nephrotische Syndrom typische 

Gewichtszunahme. Im Gegensatz dazu stagnierte der Gewichtsverlauf unter 

Amiloridbehandlung (10 mg/kg KG) gleichermaßen bei beiden Genotypen.  Die 

uPA-/-- Mäuse verloren unter Amiloridtherapie sogar an Gewicht. Das 

Plasmaaldosteron stieg ebenfalls bei beiden Genotypen unter Amiloridtherapie 

signifikant an, im Gegensatz zu Mäusen beider Genotypen ohne 

Amiloridbehandlung. 
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4 Diskussion  

4.1 Mausmodell  

 

Für die Untersuchung des nephrotischen Syndroms wurde das Doxorubicin-

Mausmodell verwendet. Es basiert auf der Podozytentoxizität durch Doxorubicin 

und ist auf bestimmte Mauslinien beschränkt [69]. Der von uns verwendete 

Mausstamm 129 S1/SvImJ ist sensibel auf Doxorubin. Mit einer Doxorubicindosis 

von 7,25 µg/g KG bei männlichen Mäusen, bzw. 6,8 µg/g KG bei weiblichen 

Mäusen konnte eine derartige Nierenschädigung erreicht werden, dass die 

Mäuse klinisch die Symptome eines nephrotischen Syndroms zeigten [69].  

Studienmodelle an Tieren, insbesondere an Maus und Ratte sind sehr gut 

geeignet, um das nephrotische Syndrom zu untersuchen. Sie bieten neben der 

raschen Reproduktion der Versuchstiere, sowie die Möglichkeit, das Genom zu 

verändern, auch den Vorteil der schnellen Induktion des nephrotischen 

Syndroms [86]. 

Doxorubicin, welches in diesem Versuchsaufbau verwendet wurde, gehört zur 

Wirkstoffgruppe der Anthrazykline [86]. Es wird bei Dosen zwischen 5 und 20 

µg/g KG zu ungefähr 34 % über die Galle und zu 6-8 % über den Urin 

ausgeschieden [87]. Hierbei kommt es zu einer Akkumulation des Doxorubicin in 

der Niere, die so zu der Nephrotoxizität bei empfänglichen Nagern führen kann 

[88].  Dabei wird beim Mausstamm 129 S1/SvImJ ein Podozytenschaden 

verursacht, der beim Menschen nicht auftritt. Im Doxorubicin-Maus-Modell zeigt 

sich als erstes Symptom eine Proteinurie mit Albuminurie. Die Nierenschädigung 

durch Doxorubicin wird als sehr ähnlich zur Schädigung bei einer FSGS beim 

Menschen beschrieben [89-91]. Im Bezug auf die Induktion des nephrotischen 

Syndroms zeigt sich eine starke Dosis-Wirkungsbeziehung des Doxorubicins 

[92]. Eine einmalige Injektion reicht bereits aus, um das nephrotische Syndrom 

zu initiieren [69]. 

Die gewebetoxische Wirkung des Doxorubicins ist als Nachteil zu werten, sie 

kann zu paravaskulären Gewebsnekrosen führen [70]. Der alternative 
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Applikationsweg in eine Schwanzvene zeigt ähnliche histopathologische 

Gewebsveränderungen, führt aber seltener zum erwünschten Effekt der 

Induktion des nephrotischen Syndroms (66% vs. 100%) [70].  

Leichte Dosisveränderungen von Doxorubicin verursachen bereits ein 

chronisches, beziehungsweise akutes Nierenversagen [7]. Dies geschieht bei 

Dosisänderungen von 0,5 µg/g KG und ist mit der totalen Bioverfügbarkeit durch 

i.v. Injektion zu erklären [89].   

Es zeigt sich eine erhöhte Toxizität des Doxorubicins in hochproliferativen 

Geweben, wie dem Knochenmark, dem Magendarmtrakt und in Gonadengewebe 

[86]. Weiterhin zeigte sich 24 h nach Injektion eine starke Gewichtsabnahme, die 

für mehrere Tage anhält. Mögliche Ursachen für den Gewichtsverlust sind orale 

Mukosaläsionen, beziehungsweise eine generelle Inappetenz. Diese wurden 

durch regelmäßige Gewichtskontrollen der Tiere und des verbleibenden Futters 

quantifiziert [86]. 

Nach Abwägen aller Vor- und Nachteile erschien das Doxorubicin-Modell als ein 

geeignetes Modell für die Untersuchung der Urokinase im experimentellen 

nephrotischen Syndrom der Maus. Für die verwendete Mauslinie 129 S1/SvImJ 

existiert bezüglich des nephrotischen Syndroms eine breite Datenlage und ist das 

einzige Mausmodell, bei der eine Natriumretention beschrieben ist [2, 42, 69, 71]. 

Die Methodik der Spritztechnik ist erprobt und wird seit Jahren im Labor unserer 

Forschungsgruppe praktiziert [70, 71]. 

Um die Rolle der Urokinase im experimentellen nephrotischen Syndrom zu 

untersuchen, eignete sich neben dem pharmakologischen Ansatz auch ein 

Knockout-Modell. Durch einen milden Phänotyp der homozygoten Knockout-

Maus gab es keine Einschränkungen hinsichtlich der Aussagekraft der 

Experimente [57]. 

4.2 Experimentelles nephrotisches Syndrom im Mausmodell 

 

Das nephrotische Syndrom wurde am Doxorubicin-Mausmodell untersucht. 

Hierbei zeigte sich ein analoger Symptomkomplex zwischen Maus und Mensch. 
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Laborchemisch war eine massiv gesteigerte Proteinurie, die an Tag 7 die 

Schwelle von 120 mg/mg Kreatinin überschritt, nachweisbar, sowie eine, sich 

parallel dazu entwickelnde, Hypalbuminämie. Zusätzlich zeigte sich bei der 

Überschreitung der Proteinurieschwelle von 120 mg/mg Kreatinin eine deutliche 

Ödembildung mit einer Gewichtszunahme von durchschnittlich 16%. Diese war 

verbunden mit einer vermehrten Natriumretention, bishin zu einer minimalen 

Natriumkonzentration im Urin von nur 19 µmol/mg Kreatinin. Als Folge zeigte sich 

eine gesteigerte Aldosteronausschüttung um fast das Dreifache. Aufgrund der 

Nierenschädigung kam es zu einem Plasmaharnstoffanstieg um das Doppelte im 

Verlauf. Im Plasma zeigte sich klinisch eine Lipidämie. Im Urin konnte im Verlauf 

eine vermehrte uPA-Aktivität mit konsekutiver Steigerung der Plasminaktivität 

detektiert werden. 

Die gemessenen Parameter ähneln in ihrer Gesamtheit sehr dem nephrotischen 

Syndrom des Menschen und sind so eine passende Grundlage zur Erforschung 

des nephrotischen Syndroms [69]. Auch beim Patienten zeigt sich eine deutliche 

Proteinurie von > 3,5 g [4]. Analog zu den Tierexperimenten muss auch beim 

Patienten eine Proteinurieschwelle überschritten werden, um die fulminante 

Aussprägung eines nephrotischen Syndroms zu erreichen [93]. Durch den 

deutlichen erhöhten Verlust großmolekularer Proteine, vor allem Albumin, kommt 

es sowohl beim Menschen, als auch bei der Maus zu einer Hypalbuminämie [93]. 

Die Lipidämie, die sich bei der Blutentnahme der Mäuse optisch, wie zu sehen in 

Abbildung 17, darstellte zeigt sich beim Patienten laborchemisch als 

Hypercholesterinämie und Hypertriglyceridämie [4].  Ödeme beim Patienten 

präsentieren sich unterschiedlich stark, je nach Ätiologie des auslösenden 

Krankheitsbildes [93].  

4.3 Theorie der Ödementstehung im experimentellen nephrotischen 

Syndrom der Maus 

 

Wir konnten zeigen, dass es bei nephrotischen Mäusen zu einem 

Aldosteronanstieg, sowie zu einer vermehrten Natriumresorption während des 

nephrotischen Syndroms kam. Dies kann eine Folge der Hypovolämie, bedingt 

durch einen verringerten intravasalen onkotischen Druck, sein. Als Folge käme 
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es zu einer vermehrten Ausschüttung von Vasopressin und Aldosteron, die 

konsekutiv in einer vermehrten Natrium- und Wasserretention in der Niere 

resultiert. Dies würde zur Ödementstehung führen [41] und entspräche der 

Underfill-Theorie als Erklärungsversuch der Ödementstehung. 

Ein weiterer Mechanismus zur Ödementstehung ist die Overfilltheorie. Hierbei 

kommt es durch eine ENaC-Aktivierung, bedingt durch frei filtrierte aktive 

Serinproteasen wie Plasmin, zu einer verstärkten Natriumretention. Dem 

osmotischen Gradienten folgt Wasser, das sich durch den entstandenen Overfill 

in den Gefäßen in das Interstitium verlagert [41]. Gleichzeitig besteht eine 

verstärkte Natriumretention, die den osmolaren Druck in Richtung Intravasalraum 

verschiebt. Ein Gewichtsanstieg von bis zu 20 % zeigt die massive Ödembildung.  

Die klinischen Befunde und die Zusammenschau anderer Studien sprechen 

gegen den alleinigen Erklärungsversuch durch die Underfill-Theorie. Unabhängig 

von der Albumingabe beim nephrotischen Syndrom und dem dadurch 

resultierenden Ausgleich des Blutvolumens und die Normalisierung des RAAS, 

findet weiterhin eine vermehrte Natriumresorption mit daraus folgender 

Ödembildung statt [17, 63, 94]. Dahingegen kann eine alleinige Diuretikagabe 

erfolgreich bei der Therapie der Ödeme sein [95]. Die Unterdrückung des RAAS 

mit einem Aldosteronrezeptorantagonisten wie Spironolacton führt bei den 

meisten Patienten nicht zu einem Anstieg der Natriumausscheidung [41, 63, 94].  

Ratten mit Nebennierenentfernung und experimentell verursachtem 

nephrotischen Syndrom entwickelten eine Natriumretention trotz des Mangels an 

Aldosteron [96]. 

Weiterhin zeigten Ichikawa et al., dass es bei einer einseitigen PAN-induzierten 

Albuminurie bei Ratten an der betroffenen Niere zu einer Proteinurie kam. Es war 

nur in der erkrankten Niere eine Natriumretention nachzuweisen [97]. Dies spricht 

ebenfalls gegen die Underfill-Theorie. 

Gleichzeitig weisen einige Befunde auf die Overfill-Theorie hin. Rattenmodelle 

zeigten beim experimentellen nephrotischen Syndrom eine erhöhte Expression 

des ENaCs an der apikalen Seite der Tubuluszellen [96, 98, 99]. Andersen et al. 

untersuchten in einer klinischen Studie den Urin von 20 Kindern mit 
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idiopathischem nephrotischen Syndrom. Es zeigte sich hierbei ein deutlicher 

Anstieg an aktivem Plasmin [100]. Auch die alleinige Behandlung nephrotischer 

Mäuse mit Aprotinin, einem Serinproteaseinhibitor, führt zu einer Ödemreduktion 

[42].  

Beide Theorien sind nicht hinreichend aussagekräftig, um eine vollumfängliche 

Erklärung des nephrotischen Syndroms zu bieten. Auch im Mausmodell kann hier 

keine klare Aussage getroffen werden.  

Beide Theorien könnten sich in ihrer Beschreibung des Pathomechanismus 

ergänzen, wobei die Ausprägung einzelner Symptome des nephrotischen 

Syndroms klinisch stark von Patient zu Patient variieren kann. Das eine Extrem 

sind Vasokonstriktion und hypovolämische Nephrosis mit hohen Renin- und 

Aldosteronwerten, das andere Extrem sind klinische Zeichen einer massiven 

Hypervolämie mit niedrigen Renin- und Aldosteronwerten, die sich nach 

Behandlung der Hypervolämie normalisieren [101].  

4.4 Natriumtransport beim nephrotischen Syndrom 

 

Im Verlauf des nephrotischen Syndroms zeigte sich bei allen Mäusen eine 

Abnahme der Natriumausscheidung. Bedingt durch die hohe 

Natriumrückresorption war im Mausmodell um Tag 8 nahezu kein Natrium im Urin 

nachweisbar. Die verstärkte Natriumretention korrelierte mit der Ödembildung 

der Mäuse. Im Verlauf des nephrotischen Syndroms stieg sowohl die 

Plasminkonzentration im Urin, als auch die Aldosteronkonzentration im Serum 

an. Dies deutet auf eine erhöhte ENaC-Aktivierung, entweder bedingt durch eine 

Plasminaktivierung oder den Einfluss des RAAS oder beides, hin [34, 102]. 

Die alleinige Behandlung mit Amilorid, einem direkten ENaC-Hemmer, in einer 

Dosierung von 10 mg/kg KG verhindert die Aszitesbildung und steigert die 

Natriumausscheidung deutllich. Die Natrium- und somit die Volumenregulation 

zeigt sich also abhängig von der ENaC-Aktivität. 

Auch in Studien zeigt sich während des nephrotischen Syndroms sowohl eine 

Erhöhung der ENaC-Aktivität, als auch eine vermehrte Aktivität der basolateralen 

Na+/K+-ATPase [34, 103].  
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Es wurde im PAN-Rattenmodell eine erhöhte Na+-/K+-ATPase Aktivität 

gemessen, die mit der verringerten Natriumausscheidung korreliert [104]. Feraille 

et al. vermuteten, dass eine Dysregulation eines Subtyps der Na+-/K+-ATPase 

die Primärursache der Natriumretention im experimentellen nephrotischen 

Syndrom der Ratte sei [105]. Die erhöhte Na+-/K+-ATPase-Aktivität ist 

unabhängig von hormoneller Beeinflussung durch beispielsweise Aldosteron 

[104]. Deschenes et al. bestätigten diese Ergebnisse und zeigten, dass die 

erhöhte Natriumretention durch die erhöhte Na+-/K+-ATPase unabhängig von 

Proteinurie, Vasopressin und Calcineurinaktivität ist [106]. Allerdings kam es bei 

den verschiedenen Rattenmodellen nur zu Aszites, wenn die Proteinurie mit einer 

merklichen Minderung der Natriumausscheidung assoziiert war [106].  

4.5 ENaC-Aktivierung und Rolle des RAAS 

 

Der ENaC (epithelialer Natriumkanal) befindet sich hauptsächlich im 

Tubulussystem der Niere. Seine Regulation spielt, wie oben bereits beschrieben, 

eine wichtige Rolle bei der Ödementstehung des nephrotischen Syndroms [11]. 

Beim nephrotischen Syndrom der Maus zeigte sich im Verlauf eine massive 

Natriumretention. Diese ist vermutlich bedingt durch eine starke ENaC 

Aktivierung, die durch verschiedene Pathomechanismen verursacht sein kann. 

Der ENaC kann über das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) aktiviert 

werden. Eine wesentliche Aufgabe des RAAS ist die Natriumregulation durch 

einen vermehrten Einbau bereits vorhandener ENaCs aus Endosomen in die 

apikale Zellmembran über eine vermehrte Aldosteronausschüttung [11]. Dadurch 

kommt es zu einer verstärkten Natriumrückresorption [102]. Die Beteiligung beim 

nephrotischen Syndrom wird allerdings kontrovers diskutiert [41].  

Beim experimentellen nephrotischen Syndrom der Maus zeigte sich sowohl bei 

den uPA+/+-, als auch bei den uPA-/-- Mäusen ein signifikanter Aldosteronanstieg. 

Dahingegen provozierte die Amiloridbehandlung einen deutlichen 

Aldosteronanstieg. Dies ist als Reaktion auf die ENaC-Blockade durch Amilorid 

zu werten und weniger als Reaktion auf einen „underfill“.  
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Die Varianz von Plasmarenin und Aldosteronwerten schwankte bei einer Gruppe 

von 70 nephrotischen Patienten mit Niedrigsalzdiät sehr. Trotzdem korrelierten 

der Plasmaaldosteronwert und die Natriumausscheidung negativ miteinander 

[42, 107]. Weiterhin zeigen nephrotische Patienten nicht kontinuierlich erhöhte 

Renin- und Aldosteronlevel [108].  Es wurde außerdem im PAN-Rattenmodell 

gezeigt, dass weder durch eine Adrenalektomie [96, 109], noch durch eine 

pharmakologische Blockade von ACE- [110] oder Angiotensinrezeptoren [51, 97] 

die Natriumretention inhibiert werden konnte. Auch die Blockade von 

Aldosteronrezeptoren durch Canrenoat ändert die Natriumausscheidung oder die 

Aszitesentstehung im PAN-Rattenmodell nicht [111].  

Zusammenfassend zeigt sich in diesen Studien, dass zwar das Aldosteron, als 

Ausdruck für das aktivierte Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, oft erhöht ist 

und auch Argin-Vasopressin ansteigen kann, trotzdem muss der 

Pathomechanismus der Natriumretention während des nephrotischen Syndroms 

unabhängig von der Aldosteronausschüttung sein [54]. 

Die ENaC-Aktivierung durch Proteolyse wäre als Mechanismus diesbezüglich 

anzuführen und spielt sich an zwei Stellen der Untereinheiten des ENaCs ab. Die 

proteolytische Spaltung an drei möglichen Schnittstellen der α-Untereinheit durch 

Furin läuft bereits intrazellulär ab, bevor der Kanal die Plasmamembran erreicht 

hat [43]. Dort wird eine Proteinkette, bestehend aus 43 Aminosäuren, 

abgespalten [43]. Der zweite Schritt in der Aktivierungskaskade des ENaCs ist 

die Spaltung in der γ-Untereinheit. Diese Schnittstelle kann durch verschiedene 

Proteasen, unter anderem Prostasin [20, 21], Transmembran-Protease Serin 4 

[21], Matriptase [21], Cathepsin B [22], Elastase [23], Kallikrein [24] und Plasmin 

[25] erzeugt werden und führt so zu einer endoluminalen ENaC-Aktivierung [112]. 

Durch zweimaliges Schneiden kommt es zu einer hohen Offenwahrscheinlichkeit 

der davor fast vollständig inaktiven Kanäle [43, 103].  

Es ist weiterhin bekannt, dass die Urokinase den ENaC in vitro durch Schneiden 

an der γ-Untereinheit direkt aktivieren kann [59, 103]. Auch aktiviert die Urokinase 

Plasminogen, welches in der aktiven Form ebenfalls die Offenwahrscheinlichkeit 

des ENaCs erhöht [19, 25, 47].  



Diskussion 

84 
 

In Oozyten, die die ENaC-Untereinheiten exprimieren, konnte der 

Natriumtransport durch kombinierte Gabe von Plasminogen und Urokinase 

erhöht werden [25]. Weiterhin sorgt Aprotinin als Serinproteaseinhibitor für eine 

effektive Inhibition der Ödementstehung beim experimentellen nephrotischen 

Syndrom der Maus [42]. Auch Amilorid als direkter ENaC-Blocker zeigt bei 

nephrotischen Mäusen eine ähnliche Ödemverhinderung wie Aprotinin [42]. Dies 

spricht für die proteolytische ENaC-Aktivierung als Hauptursache der 

Ödementstehung. Es erklärt die Ergebnisse der Studie von Ichikawa et al., die 

zeigten, dass es auch nach einer unilateralen Puromycininjektion zu einer 

vermehrten Natriumrückresorption kommt [97].  

Die Zusammenschau der Studien gibt den deutlichen Hinweis auf intrarenale 

Faktoren, wie beispielsweise aberrant filtrierte Serinproteasen, die die vermehrte 

Natriumresorption ursächlich auslösen.  

Diese beiden Pathomechanismen sind, auch in Zusammenschau mit den oben 

diskutierten Ergebnissen dieser Dissertation als wichtigste Ursache für die 

Ödementstehung beim experimentellen nephrotischen Syndrom der Maus zu 

sehen. 

4.6 Plasminaktivierung durch Urokinase  

 

Im Urin der nephrotischen Maus zeigte sich eine deutliche Proteinurie mit einem 

hohen Plasminanteil. Es wurde vermutet, dass Urokinase der Hauptaktivator für 

Plasmin während des nephrotischen Syndroms ist [52].  

Im nephrotischen Syndrom wird aufgrund der defekten Glomeruli neben anderen 

Proteinen vermehrt Plasminogen nach intratubulär filtriert. Dort wird Plasminogen 

enzymatisch zur Serinprotease Plasmin aktiviert [52]. Mögliche 

Aktivierungsweisen sind beispielsweise durch die tubulusständige Urokinase 

oder durch Plasma-Kallikrein beschrieben worden [2, 46].  

Im Verlauf des nephrotischen Syndroms konnte im Urin der Wildtypmaus eine 

vermehrte uPA-Aktivität detektiert werden. Damit verbunden kam es auch zu 

einer Steigerung der Plasminaktivität. 
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Unter der Amiloriddosierung von 10 mg/kg KG konnte die Urokinaseaktivität 

effektiv gehemmt werden. Es zeigte sich auch bei der Plasminaktivität eine 

signifikant niedrigere Aktivität im Vergleich zu Mäusen unter Vehikeltherapie. 

Dies bestätigte sich im Westernblot. In der Messung des Urins war eine deutliche 

Bande bei 105 kDa, dies entspricht Plasminogen, und eine sehr schwache (bei 

Amilorid 5 mg/kg KG) bzw. keine (bei Amilorid 10 mg/kg KG) Bande bei 75 kDa, 

entsprechend dem aktiven Plasmin, zu sehen. 

Die Plasminaktivierung durch Urokinase konnte definitiv an genetischen uPA-

Knockout-Modellen bewiesen werden. Hier zeigten sich bei  uPA+/+- Mäuse den 

bekannten Urokinaseaktivitätsverlauf, währenddessen die uPA+/- - Mäuse nur ein 

Drittel bis ein Viertel der Urokinaseaktivität und die uPA-/-- Mäuse lediglich Spuren 

einer Aktivität zeigten. Ein ähnliches Bild zeigte sich bei der Plasminaktivität. Die 

uPA+/+- Mäuse zeigten den bekannten Aktivitätsverlauf, wohingegen bei den 

uPA+/- - Mäusen nur die Hälfte der Plasminaktivität gemessen werden konnte. Bei 

den uPA-/-- Mäusen war lediglich eine minimale Aktivität messbar. Diese 

Ergebnisse konnten im Plasmin-Westernblot bestätigt werden.  

Urokinase ist folglich der Hauptaktivator von Plasminogen im Tubulussysstem 

nach aberranter Filtration von Plasminogen. 

Auch in der Literatur wurde Urokinase als einer der Hauptaktivatoren von Plasmin 

im Urin oft diskutiert [25, 47]. Dies wurde an Tiermodellen durch eine 

Amiloridhemmung der Urokinase untersucht [2, 52]. Bekannt ist, dass Amilorid 

die Urokinase in vitro mit einer Ki von 7 µM hemmt [35]. Staehr et al. zeigten die 

Hemmung der Urokinase durch Amilorid in vivo am PAN-Modell der Ratte. Unter 

einer Amiloriddosis von 2 mg/kg KG pro Tag kam es zu einer verminderten 

Aktivität der Urokinase. Im Westernblot war unter Amiloridbehandlung kein 

aktives Plasmin nachweisbar. Die Ödementstehung konnte in dieser Dosierung 

stark reduziert werden [52].  

Dies bestätigt die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation. 
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4.7 Wirkweise Amilorid 

 

Amilorid ist ein kaliumsparendes Diuretikum mit einem dualen Hemmprofil. Die 

Wirkung des Amilorids beruht auf einer Urokinasehemmung und einer ENaC-

Blockade [35]. Durch beide Mechanismen sorgt dieses Medikament im 

Tiermodell und beim Menschen für eine Hemmung der Ödementstehung beim 

nephrotischen Syndrom [2, 113].  

Um die Amiloridwirkweise auf Ödembildung am Mausmodell zu untersuchen, 

wurden die Tiere mit Vehikel und Amilorid in den Dosierungen 5 mg/kg KG und 

10 mg/kg KG behandelt. 

Es zeigte sich, dass Amilorid die Urokinase effektiv hemmt. Die Verhinderung der 

Ödementstehung durch Amilorid basiert allerdings nur auf der ENaC-Blockade 

und nicht auf einer Urokinaseinhibition.  

Die effiziente Wirkung von Amilorid auf die Ödembildung wurde bereits mehrfach 

am Rattenmodell gezeigt [52, 111]. Hierbei wurde stets davon ausgegangen, 

dass die Verhinderung der Ödeme sowohl durch eine Urokinase-, als auch durch 

die ENaC-Hemmung bedingt wird. Dies konnte anhand der Ergebnisse, die die 

Experimente mit uPA-/-- Mäusen lieferten, widerlegt werden.  

4.8 Therapie des nephrotischen Syndroms mit Amilorid 

 

Es konnte bestätigt werden, dass Amilorid eine wichtige Rolle bei der Behandlung 

der nephrotischen Ödeme spielt. Die Therapie des nephrotischen Syndroms 

besteht bis dato aus der Gabe eines Schleifendiuretikums. Diese wird bei 

Therapieversagen um ein Thiazid erweitert. In Ausnahmefällen wird Albumin 

substitutiert. Amilorid zeigt hingegen bereits in geringen Dosierungen eine 

effektive ENaC-Blockade und wäre somit eine kausale Therapieoption der 

Ödeme [113].  

Hinrichs et al. beschreiben die klinische Wirksamkeit von Amilorid bei 

therapieresistenen Ödemen. In diesem Case report wird der Fall eines 38-

jährigen Patienten mit nephrotischem Syndrom auf Grund einer diabetischen 

Nephropathie bei langjährigem Diabetes mellitus Typ 1 geschildert. Trotz einer 

Therapie mit Thiaziden, β-Blockern, Ca2+-Kanal-Antagonisten, ACE-Hemmern 
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und Aldosteronantagonisten konnte keine suffiziente Blutdrucksenkung und 

Ödemrückbildung erzielt werden. Erst mit der Gabe von Amilorid in einer 

Dosierung von 5 mg/Tag konnte der Blutdruck auf Normwerte gesenkt werden 

und der Patient verlor 7 kg Körpergewicht [113].  

Unruh et al. verglichen die Wirkung und die Resultate von Hydrochlorthiazid und 

Amilorid bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und nicht-nephrotischer 

Proteinurie. Der Gewichtsverlust war bei beiden Patientengruppen ähnlich. 

Amilorid verursachte einen höheren Kaliumanstieg (Kaliumdifferenz von 0,88 ± 

0,30 mmol/L), verglichen mit Hydrochlorthiazid. Zwei der Patienten entwickelten 

unter Amiloridbehandlung eine akute Niereninsuffizienz und eine Hyperkaliämie 

[114]. Eine amiloridinduzierte Hyperkaliämie muss als wichtige und häufige 

Nebenwirkung beachtet werden [113-115]. 

Amilorid ist also, trotz zu beachtender Nebenwirkungen, ein potentes Diuretikum, 

das auch bei therapieresistenen Ödemen eingesetzt werden kann.  
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4.9 Ausblick 

 

Die Frage nach dem detaillierten Mechanismus der Ödementstehung des 

nephrotischen Syndroms ist klinisch hochrelevant.  

Wie zuvor gezeigt, ist eine Erkenntnis dieser Dissertation, dass die tubuläre 

Urokinase der Hauptaktivator von aberrant filtriertem Plasminogen im Urin ist. 

Trotz des stark verminderten aktiven Urin-Plasmins kam es dennoch zu einer 

ENaC-Aktivierung und zu Ödemen. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass der 

Einfluss der Urokinase für die Ödementstehung von untergeordneter Rolle ist. 

Daher hat die weitere Forschung im Bereich der proteolytischen ENaC-

Aktivierung hohe klinische Relevanz.  

Die gute Wirksamkeit der Ödembehandlung mit Amilorid war an Mäusen evident 

[2]. Weitere klinische Studien müssen zeigen, ob bei Therapieversagern in der 

Ödembehandlung bei einem nephrotischen Syndrom die Gabe von Amilorid 

empfohlen werden kann. Eine randomisierte interventionelle Studie mit Amilorid 

ist an unserer Klinik angelaufen (AMILOR). 

Die neuen Erkenntnisse über die Bedeutung der Proteinurie beziehungsweise 

Proteasurie beim nephrotischen Syndrom könnten zu einem Umdenken des 

diuretischen Therapieregimes hin zu einem vermehrten Einsatz von Amilorid 

führen.  
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5 Zusammenfassung 

 

Das nephrotische Syndrom ist ein Symptomkomplex aus Proteinurie, 

Hyperlipidämie und Ödemen. 

Während des nephrotischen Syndroms gelangt Plasminogen durch aberrante 

Filtration in den Tubulus und wird durch die tubulusständige Urokinase zu 

aktivem Plasmin konvertiert. Dies könnte zu einer proteolytischen Aktivierung des 

epithelialen Natriumkanals ENaC und zu einer vermehrten Natriumretention 

führen.  

In dieser Dissertation wurde die Rolle der Urokinase bei der Entstehung von 

Ödemen beim experimentellen nephrotischen Syndrom der Maus untersucht und 

geprüft, ob die Hemmung der Urokinase möglicherweise protektiv auf die 

Ödemenstehung im Rahmen des nephrotischen Syndroms wirkt.  

Das nephrotische Syndrom wurde anhand des Doxorubicinmodells an Mäusen 

untersucht. Hierbei wurde die Urokinase pharmakologisch durch Amilorid in den 

Dosierungen 5 mg/kg KG und 10 mg/kg KG inhibiert und es wurden uPA+/-- 

Mäuse und uPA-/-- Mäuse bezüglich der Ödementstehung untersucht.  

Es zeigte sich, dass die Amiloridtherapie über Hemmung der Urokinaseaktivität 

im Urin die Plasminogenaktivierung verhindert und die Mäuse über eine ENaC-

Blockade vor einer Natriumretention und Ödembildung schützt. Bei uPA-/-- 

Mäusen kam es bei fehlender Urokinaseaktivität im Urin ebenfalls zu einer fast 

vollständig verminderten Plasminogenaktivierung. Dennoch zeigte sich bei uPA-

/-- Mäusen eine starke Natriumretention und eine Ödementstehung, vergleichbar 

mit nephrotischen Wildtyp-Mäusen. Bei uPA-/-- Mäusen, die mit Amilorid 

behandelt wurden, konnte die Natriumretention und somit die Ödembildung 

effektiv verhindert werden.  

Die Ergebnisse zeigen, dass die tubulusständige Urokinase hauptverantwortlich 

für die Konversion von aberrant filtriertem Plasminogen zu Plasmin im Urin ist. 

Dies ist jedoch für die Ödementstehung nicht essentiell. Die antiödematöse 

Wirkung von Amilorid beruht auf der ENaC-Blockade. 
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6 Anhang 

 

 

 

Abbildung 33: Scoring system zur Beurteilung des Allgemeinzustandes der Maus während des 
Experiementes 
Bei > 8 Punkten sofortige Euthanasie 
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