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1 Einleitung 

1.1 Das nicht-allergische Angioödem 

1.1.1 Ätiologie und Pathopysiologie 

Die meisten Angioödeme mit Urtikaria (allergische Angioödeme) werden durch eine 

allergische oder paraallergische Reaktion verursacht (Kanani et al., 2011). Histamin 

ist der Hauptvermittler der Reaktion und der pathologische Zustand verschwindet 

meist nach einer Behandlung mit Histamin-H1-Antagonisten (Antihistaminika). Ein Pro-

zentsatz der Patienten1 mit Angioödemen ohne Urtikaria (nicht-allergisches An-

gioödem) spricht jedoch nicht auf die Behandlung mit Antihistaminika an und diese 

Patienten stellen für die Klinik eine große diagnostische und therapeutische Heraus-

forderung dar (Kaplan, 2005). 

Das typische kutane Angioödem bei einem nicht-allergischen Angioödem unterschei-

det sich von der Urtikaria dadurch, dass es in der Regel länger andauert (2 bis 4 Tage 

statt nur wenige Stunden) und nicht juckt, nicht schmerzt und nicht erythematös ist 

(Friedmann, 1999). Nicht-histaminerge Angioödeme können im Gesicht, an den Geni-

talien, den Extremitäten und am Rumpf lokalisiert sein und ohne Folgen abklingen. 

Wenn die Schleimhäute betroffen sind, werden die oberen Atemwege und der Magen-

Darm-Trakt stark beeinträchtigt, was zu einer lebensbedrohlichen Asphyxie und hefti-

gen Bauchschmerzen, Erbrechen und/oder Diarrhö führen kann (Kostis et al., 2018). 

Diese pathologische Entität tritt am häufigsten bei Patienten mit einem erblichen Man-

gel oder einer Funktionsstörung des Inhibitors der ersten Komponente der Komple-

mentkaskade (C1-INH) oder mit einer erworbenen Beeinträchtigung dieses Proteins 

auf, und wird in der Regel durch das Vorhandensein von Autoantikörpern gegen C1-

INH verursacht (Agostoni & Cicardi, 1992; Davis, 1988). Ein dritter klinischer Zustand 

mit rezidivierenden familiären und östrogeninduzierten Angioödemen wurde bei 

Frauen beschrieben und als östrogenabhängig angesehen (Binkley, 2000; Bork et al., 

2000; Warin et al., 1986). Bei einem vierten klinischen Zustand, dem idiopathischen 

                                            
1 Gender-Hinweis: In der vorliegenden Arbeit wird darauf verzichtet, bei Personenbezeichnungen so-

wohl die männliche als auch die weibliche Form zu nennen. Die männliche Form gilt in allen Fällen, 
in denen dies nicht explizit ausgeschlossen wird, für beide Geschlechter. 
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nicht-histaminergen Angioödem, sind die Symptome den bereits beschriebenen ähn-

lich, doch wurde bisher kein biochemischer Defekt entdeckt (Cicardi et al., 1999). 

Schließlich können ähnliche klinische Merkmale die Folge einer unerwünschten Arz-

neimittelwirkung sein. Ein arzneimittelinduziertes nicht-allergisches Angioödem (ohne 

Urtikaria) kann durch eine durch Immunglobulin E vermittelte allergische Reaktion ver-

ursacht werden, aber für die Mehrzahl der Reaktionen bleibt die Pathogenese unklar. 

Da kein immunologischer Mechanismus identifiziert wurde, sind Hauttests und Anti-

körperbestimmungen in der Regel unzuverlässig für die Diagnose (Bircher, 1999). Ta-

belle 1 gibt eine Übersicht über die Formen von nicht-allergischen Angioödemen dar. 

 

Subtyp Beschreibung 

Hereditäres Angioödem (HAE)  

­ Erhöhte Generation von Bradykinin aufgrund von Mutationen des C1-Ester-
ase-Inhibitor (C1-INH)-Gens SERPING1, die zu einem Verlust von C1-INH 
führen (HAE Typ 1, 85 % der Fälle), oder Dysfunktion von C1-INH (HAE Typ 
2) 

­ Erhöhte Generation von Bradykinin trotz normalem C1-INH verursacht durch 
Missense-Mutationen im Faktor 12-Gen [13], Plasminogen-Gen (K. Bork 
et al., 2018), Angiopoietin-1-Gen (Bafunno et al., 2018), Kininogen 1-Gen 
(K. Bork et al., 2019), Myoferlin-Gen (Ariano et al., 2020), HS3ST6-Gen (K. 
Bork et al., 2021) oder unbekannter Ursache (Zuraw, 2018) 

Erworbenes Angioödem 

­ Verringerte Abbau von Bradykinin, verursacht durch Medikamente wie ACE-
Hemmer, Sartane, Plasminogenaktivatoren oder den Neprilysin-Inhibitor Sa-
cubitril 

­ Erhöhte Generation von Bradykinin, verursacht durch einen Verlust von C1-
INH aufgrund von Autoantikörpern und/oder zugrundeliegenden (malignen) 
Bedingungen 

Angioödem unbekannter Ursache ­ Nicht auf Antihistaminika ansprechendes Angioödem unbekannter Ursache 

Tabelle 1: Subtypen des nicht-allergischen Angioödems  

aufgeführt nach (Cicardi et al., 2014) und (Hahn et al., 2023). 

 

Folgende Definition wurde für eine unerwünschten Arzneimittelwirkung vorgeschla-

gen:  

Eine spürbare schädliche oder unangenehme Reaktion, die sich aus einer Intervention im Zu-
sammenhang mit der Verwendung eines Arzneimittels ergibt, die eine Gefahr bei künftiger Ver-
abreichung voraussagt und eine Vorbeugung oder spezifische Behandlung oder eine Änderung 
des Dosierungsschemas oder die Rücknahme des Arzneimittels rechtfertigt.“ (Edwards & Aron-
son, 2000) 

Diese Definition verbesserte jene der Weltgesundheitsorganisation („International drug 

monitoring: the role of national centres: report of a WHO meeting“, 1972), die seit etwa 

30 Jahren verwendet wird, in einigen Fällen nicht präzise genug ist und zweideutig 

sein kann. Das Angioödem ohne Urtikaria fällt unter eine solche Definition. Ein An-

gioödem ist eine Schwellung der Schleimhaut und des submukösen Gewebes. Typi-

scherweise äußert es sich als Schwellung von Gesicht, Lippen und Zunge. Angioödeme 
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können schwerwiegend und lebensbedrohlich sein, wenn sie die Atemwege betreffen 

(Kaplan, 2005) Medikamente sind nach Nahrungsmitteln die zweithäufigste Ursache für 

Angioödeme, die in der Notaufnahme behandelt werden müssen (Kulthanan et al., 

2007). Medikamente können zwei verschiedene Arten von Angioödemen auslösen: al-

lergische und nicht-allergische Angioödeme (Nussberger et al., 1998). Studien haben 

gezeigt, dass viele Ärzte in der Notaufnahme die spezifische Art des Angioödems bei 

einem Patienten nicht erkennen und die Angioödem-Episode häufig nicht spezifisch be-

handeln können, da jede Art von Angioödem eine andere Behandlung erfordert (Lom-

bardi et al., 2005). Tansächlich unterscheiden sich medikamenteninduzierte allergische 

Angioödeme und medikamenteninduzierte nicht-allergische Angioödeme durch ihren 

Mediator, ihre klinische Präsentation und ihre Behandlung. 

Das arzneimittelinduzierte allergische Angioödem ist eine Überempfindlichkeit vom 

Typ I und wird durch Histamin vermittelt (Raj & Sidhu, 2006). Bei einer Überempfind-

lichkeit vom Typ I verbinden sich die Medikamente mit den an der Oberfläche der 

Mastzellen gebundenen Immunglobulin E (IgE)-Antikörpern, was zur Freisetzung von 

Histamin führt (Schnyder & Brockow, 2015). Klinisch äußert sich ein medikamentenin-

duziertes allergisches Angioödem durch eine rasch einsetzende Schwellung der 

Schleimhäute und des submukösen Gewebes. Außerdem zeigt der Patient einen typi-

schen urtikariellen Hautausschlag. Die Symptome sprechen schnell auf eine Behand-

lung mit Antihistaminika, Epinephrin und Kortikosteroiden an (Kaplan, 2005). 

Das medikamenteninduzierte nicht-allergische Angioödem wird durch Bradykinin ver-

mittelt (Bonner et al., 2017). Beim medikamenteninduzierten nicht-allergischen An-

gioödem fehlt der urtikarielle Hautausschlag. Darüber hinaus ist der Beginn im Ver-

gleich zum histaminvermittelten Angioödem progressiver. Die Symptome können 

innerhalb von drei bis fünf Tagen abklingen (Bonner et al., 2017). Beim medikamen-

teninduzierten nicht-allergischen Angioödem sind die Symptome resistent gegen eine 

Behandlung mit Antihistaminika und Kortikosteroiden und klingen erst nach Absetzen 

der Medikamente ab (Grigoriadou et al., 2009). 
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1.1.1.1 Simvastatin und Bradykinin-Typ-2-Rezeptoren 

Der folgende Fall entstammt der Studie von Nisly et al. (2013). Eine 75-jährige afroame-

rikanische Patientin mit Typ-2-Diabetes und Dyslipidämie wurde mit wiederkehrenden 

nächtlichen Episoden von Gesichts-, Lippen- und Zungenschwellungen ins Kranken-

haus eingeliefert. Die Patientin verneinte jeglichen Ausschlag während dieser Episoden 

und gab an, dass die Selbstmedikation mit Diphenhydramin ihre Symptome nicht gelin-

dert habe. Die Patientin war hämodynamisch stabil. Der normale C4-Spiegel der Pati-

entin, die C1-Esterase-Inhibitoren und der C1q-Bindungstest schlossen die Diagnose 

eines hereditären Angioödems aus. Ihre Medikation wurde überprüft, die Simvastatin-

Dosis wurde neun Monate vor der Aufnahme jede Nacht von 10 auf 20 mg erhöht. Wäh-

rend dieser Zeit wurde die Patientin fast jede Nacht von Angioödemen geweckt. Simva-

statin wurde als möglicher Auslöser dieser Angioödem-Episoden angesehen und abge-

setzt. Die Sauerstoffsättigung wurde kontinuierlich überwacht. Die Gesichts-, Lippen- 

und Zungenschwellungen des Patienten bildeten sich innerhalb der nächsten 36 Stun-

den ohne weitere Kortikosteroidbehandlung zurück. In den folgenden sechs Monaten 

meldete der Patient nur eine Episode eines Angioödems am Tag, aber keine neue Epi-

sode eines nächtlichen Angioödems (Nisly et al., 2013). In diesem Fallbericht ist 

Bradykinin höchstwahrscheinlich der Vermittler der Angioödem-Episode, denn es gab 

keinen urtikariellen Ausschlag, eine relativ lange Verzögerung des Angioödem-Auftre-

tens nach der Simvastatin-Verabreichung, eine fehlende Verbesserung der Schwellung 

nach Diphenhydramin-Gabe und das Verschwinden des Angioödems nach Absetzen 

von Simvastatin. 

Mindestens zwei Mechanismen wurden bei dem durch Statine ausgelösten nicht-aller-

gischen Angioödem identifiziert. Erstens erhöhen Statine die Expression von Bradyki-

nin-Typ-2-Rezeptoren (BKR-2) auf Endothelzellen. In einer Studie, in der menschliche 

Koronarendothelzellen kultiviert wurden, führte Lovastatin zu einer Hochregulierung 

der Bradykinin-Typ-2-Rezeptoren (Liesmaa et al., 2007). Zweitens können Statine 

auch die Wirkung von Bradykinin auf seine Rezeptoren verstärken. Beide Mechanis-

men können dazu führen, dass ein Patient durch die erhöhte Freisetzung von Prosta-

zyklin und Stickstoffmonoxid bei zirkulierenden Bradykininspiegeln ein Angioödem ent-

wickeln kann (Liesmaa et al., 2007; Shariat-Madar et al., 2006). Abbildung 1 stellt die 

Synthese- und Degradierungswege sowie der Wirkungsvermittlung von Bradykinin 

beim Menschen dar. 
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Abbildung 1: Darstellung der Synthese- und Degradierungswege sowie der Wirkungsvermittlung von Bradykinin 

Abbildung aus (Sachs et al., 2018).  

ACE: Angiotensin-converting Enzyme; APP: Aminopeptidase P, LMWK: Low Molecular Weight Kininogen, HMWK: 
High Molecular Weight Kininogen, BKR-½ :Bradykininrezeptor ½; NKR-1: Neurokininrezeptor 1; NEP: neutrale En-
dopeptidase, DPP-IV: Dipeptidylpeptidase IV; C1-INH: C1-Esteraseinhibitor 

 

1.1.1.2 Sitagliptin, Angiotensin konvertierendes Enzym und Dipeptidylpep-

tidase IV 

In einem Fallbericht wurde festgestellt, dass Sitagliptin mit einem medikamentenindu-

zierten nicht-allergischen Angioödem assoziiert ist (Skalli et al., 2010). In diesem Fall-

bericht wurde eine 79-jährige Frau mit Typ-2-Diabetes, die zuvor Detemir-Insulin, Ator-

vastatin 20 mg und Irbesartan 150 mg eingenommen hatte, aufgrund ihres hohen 

glykierten Hämoglobins (HbA1c) von 8,1 % auf Sitagliptin umgestellt. 14 Tage nach 

Beginn der Behandlung mit Sitagliptin entwickelte die Patientin ein Angioödem mit 

Schwellung der Lippen, der Zunge und des Mundes. Sitagliptin wurde abgesetzt und 

innerhalb weniger Tage wurde eine Remission ohne unterstützende Medikamente be-

obachtet. Zehn Tage später wurde die Behandlung mit Sitagliptin wiederaufgenom-

men. Zwei Tage danach entwickelte der Patient erneut ein Angioödem. Sitagliptin 

wurde dauerhaft abgesetzt. Dieser Fall zeigt eindrücklich, wie durch das Absetzen des 

Medikaments eine klinische Bestätigung eines nicht-allergischen Angioödems erzielt 
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werden kann: Der urtikarielle Hautausschlag ist nicht vorhanden, die Symptome wer-

den nur durch die Verabreichung von Sitagliptin ausgelöst und treten verzögert auf. 

Das Absetzen des Arzneimittels führte zum Verschwinden aller Symptome (Skalli 

et al., 2010). 

Sitagliptin ist ein Dipeptidylpeptidase-IV (DPP-IV)-Inhibitor. DPP-IV inaktiviert inkretines 

glukoseabhängiges insulinotropes Polypeptid und glucagonähnliches Peptid (Sjöstrand 

et al., 2017). Infolgedessen verbessert DPP-IV die Blutzuckerkontrolle bei Diabetes mel-

litus Typ 2 (Shi et al., 2016). Neben den Inkretinen inaktiviert DPP-IV auch Substanz P, 

ein vasoaktives Peptid, das durch seine Wirkung auf den Neurokininrezeptor 1 (NK1) 

die Gefäßpermeabilität erhöht (Campos & Calixto, 2000). Substanz P ist an dem mit 

ACE-Hemmern (ACEI) assoziierten Angioödem beteiligt. Studien haben gezeigt, dass 

der Substanz-P-Spiegel bei ACEI-assoziierten Angioödemen erhöht ist (Byrd et al., 

2010). Außerdem verursachte die Infusion von Bradykinin oder Substanz P ein 

Trachealödem (Sulpizio et al., 2004). Sowohl Bradykinin als auch Substanz P werden 

durch ACE abgebaut. Bei ACE-Hemmung führt die Akkumulation von Substanz P nicht 

zu einem Angioödem, da sie durch DPP-IV inaktiviert wird. Daher kann die Gabe eines 

DPP-IV-Hemmers wie Sitagliptin bei einigen Patienten ein Angioödem verursachen 

(Brown et al., 2009; Byrd et al., 2008). Vildagliptin, ein weiterer DPP-IV-Hemmer, wurde 

nicht mit Angioödemen in Verbindung gebracht, wenn er allein eingenommen wurde. Es 

hat sich jedoch gezeigt, dass er bei Patienten, die gleichzeitig ACEI einnehmen, An-

gioödeme verursacht (Saisho et al., 2013). Dieser Befund bestätigt den Beitrag der Sub-

stanz P zur Pathogenese des Angioödems. 

Angioödeme sind eine gut dokumentierte unerwünschte Wirkung bei Patienten, die 

ACE-Hemmer einnehmen. Eine vollständige Übersicht über gemeldete Fälle von An-

gioödemen im Zusammenhang mit der Behandlung mit ACE-Hemmern, die von Januar 

1966 bis Juni 1997 veröffentlicht wurden, wurde 1998 von Vleeming et al. vorgelegt 

(Vleeming et al., 1998). Diese unerwünschte Wirkung tritt bei 0,1 bis 0,5 % der Patienten 

auf, die diese Medikamente einnehmen (Grossman et al., 2000), sie ist jedoch die häu-

figste Ursache für wiederkehrende arzneimittelinduzierte Angioödeme. Derzeit werden 

weltweit 35 bis 40 Millionen Patienten mit ACE-Hemmern behandelt, somit könnte diese 

Medikamentenklasse für mehrere hundert Todesfälle pro Jahr aufgrund von Larynxöde-

men verantwortlich sein (Messerli & Nussberger, 2000). 
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Die kutanen, abdominalen und laryngealen Manifestationen des Angioödems im Zu-

sammenhang mit der Einnahme von ACE-Hemmern ähneln jenen, die bei Patienten 

mit C1-INH-Mangel beobachtet werden, unterscheiden sich jedoch insofern, als das 

Angioödem häufiger im Kopf- und Halsbereich auftritt und der Darm nur selten, wenn 

auch möglicherweise, betroffen ist. Berichte, die auf einen partiellen C1-INH-Defekt in 

diesem Zusammenhang hindeuten, konnten nicht bestätigt werden (Agostoni et al., 

1999). Der pathogenetische Mechanismus scheint mit dem verminderten Abbau von 

Bradykinin (BK), einem starken gefäßerweiternden Peptid, zusammenzuhängen. ACE, 

auch bekannt als Kininase II, wirkt nicht nur auf Angiotensin I, sondern ist auch ein 

wichtiger Inaktivator von BK. Die pharmakologische Hemmung von ACE führt zu er-

höhten BK-Plasmaspiegeln (Pellacani et al., 1994). Während einer akuten An-

gioödem-Episode wurden hohe BK-Spiegel im Plasma nachgewiesen (Nussberger 

et al., 1998). Der BK-Abbau ist bei allen mit ACE-Hemmern behandelten Patienten 

blockiert, aber Angioödeme treten unregelmäßig und nur bei einem kleinen Prozent-

satz dieser Patienten auf. Daher ist es wahrscheinlich, dass auch andere Faktoren als 

ein gestörter BK-Abbau an der Entstehung eines Angioödems beteiligt sind. 

Studien, die darauf abzielten, Faktoren zu identifizieren, die Patienten für ein ACE-

Hemmer-induziertes Angioödem prädisponieren, konzentrierten sich auf die Entde-

ckung von Anomalien bei Enzymen, die am BK-Abbau beteiligt sind, insbesondere 

Carboxypeptidase N (CPN), die auch als Kininase I bekannt ist. In einer großen Ko-

horte von Patienten (Sigler et al., 1997) mit ACE-Hemmer-bedingten Angioödemen 

waren die mittleren Plasmaspiegel von CPN im Vergleich zu Patienten, die diese un-

erwünschte Wirkung nicht entwickelten, leicht erniedrigt (Sigler et al., 1997). Die große 

Überlappung der CPN-Spiegel zwischen den beiden Gruppen schränkt jedoch den 

Wert der CPN-Messung zur Vorhersage des Risikos eines ACE-Hemmer-bedingten 

Angioödems ein (Sigler et al., 1997). Darüber wurde gezeigt, dass während eines mit 

ACE-Hemmern assoziierten Angioödems die BK-Plasmaspiegel ansteigen (Agostoni 

et al., 1999). Im Gegensatz zum hereditären Angioödem war jedoch kein gespaltenes 

hochmolekulares Kininogen (HK), die Vorstufe von BK, im Plasma nachweisbar. Die-

ser Befund stützt die Hypothese, dass der pathogenetische Mechanismus des ACE-

Hemmer-bedingten Angioödems im katabolen Bereich des BK-Stoffwechsels liegt 

(Agostoni et al., 1999). Marcic und Erdös haben die Existenz einer Zwischenkompo-

nente vorgeschlagen, die an der Wirkung von ACE-Hemmern beteiligt ist und die Frei-

setzung vasoaktiver Mediatoren durch BK verstärkt (Marcic & Erdös, 2000). Nach Blais 
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et al. weist die Hälfte der Patienten mit ACE-Hemmer-bedingtem Angioödem einen 

Defekt eines Serumenzyms auf, das am Des-Arg-BK-Stoffwechsel beteiligt ist und zu 

dessen Akkumulation führt (Blais et al., 1999). 

Ein vierfach erhöhtes Risiko für ein ACE-Hemmer-induziertes Angioödem wurde bei 

afroamerikanischen Patienten (Brown et al., 1996) festgestellt, was auf Unterschiede 

im Kallikrein-Kinin-System mit erhöhter Empfindlichkeit gegenüber BK zurückzuführen 

ist. Obwohl die Dosisabhängigkeit von Angioödemen im Zusammenhang mit ACE-

Hemmern nicht erwiesen ist, werden niedrige Dosen von ACE-Hemmern bei nigeria-

nischen Patienten mit einer Häufigkeit und einem Schweregrad von Angioödemen in 

Verbindung gebracht, die geringer sind als aufgrund der gemeldeten erhöhten ethni-

schen Anfälligkeit dieser Patienten zu erwarten wäre (Ajayi et al., 2000). Andererseits 

haben Geschlecht und Alter keinen Einfluss auf die Häufigkeit oder den Schweregrad 

von ACE-Hemmer-assoziierten Angioödemen. 

Eine schwierige Aufgabe bei der Bewertung der Prävalenz von ACE-Hemmer-indu-

zierten Angioödemen ergibt sich aus der Tatsache, dass Angioödeme auch Jahre nach 

der ersten Einnahme eines ACE-Hemmers auftreten können. Die lange Zeitspanne 

zwischen dem Absetzen des ACE-Hemmers und dem Auftreten des Angioödems kann 

zwischen 1 Tag und 10 Jahren betragen (Agostoni et al., 1999). Es ist bemerkenswert, 

dass viele Ärzte den Zusammenhang zwischen der Behandlung mit ACE-Hemmern 

und Angioödemen nicht erkennen, obwohl diese unerwünschte Wirkung wohlbekannt 

ist und immer unter den unerwünschten Wirkungen des Medikaments aufgeführt wird. 

Eigentlich erwarten Ärzte, dass Angioödeme, die im Allgemeinen allergischer Natur 

sind, in engem zeitlichem Zusammenhang mit der Einnahme des verursachenden Arz-

neimittels auftreten. Angioödeme, die mit ACE-Hemmern in Verbindung gebracht wer-

den, können nicht nur Jahre nach Beginn der Behandlung auftreten, sondern auch 

während der Behandlung in unregelmäßigen Abständen wiederkehren. 

ACE-Hemmer vermitteln das Angioödem nicht durch eine allergische Reaktion. Sie 

scheinen vielmehr das Angioödem bei prädisponierten Personen zu fördern. Aus die-

sem Grund wird der Zusammenhang mit diesem Medikament oft übersehen und folg-

lich unterschätzt. In einer Übersichtsarbeit über die Bewertung medikamenteninduzier-

ter unerwünschter Reaktionen wird betont: „Es ist unwahrscheinlich, dass ein 

Medikament, das seit mehreren Jahren eingenommen wird, die Ursache der Reaktion 
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ist“ (Gruchalla, 2000). Dies gilt nicht für das ACE-Hemmer-bedingte Angioödem, des-

sen korrekte Diagnose eindeutig ein Problem darstellt. Gabb et al. stellten beispiels-

weise fest, dass in mehr als 50 % der Fälle von ACE-Hemmer-assoziierten Angioöde-

men die ACE-Hemmer-Therapie fortgesetzt wurde (Gabb et al., 1996). 

 

1.1.1.3 Angiotensin II-Typ1-Rezeptor-Antagonisten 

Während ACE-Hemmer den Blutdruck durch die Verringerung der zirkulierenden An-

giotensin-II-Spiegel senken, blockieren Angiotensin-II-Rezeptorantagonisten die Wir-

kung von Angiotensin II auf der Rezeptorebene und dürften die BK-Plasmaspiegel 

nicht erhöhen. Dennoch wurde auch bei Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten über 

seltene Fälle von Angioödemen berichtet. Es gibt zahlreiche Berichte über An-

gioödeme während der Behandlung mit einem Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten 

(Cha & Pearson, 1999; Frye & Pettigrew, 1998; Rivera, 1999; Rupprecht et al., 1999). 

Bei einigen dieser Patienten gab es eine Vorgeschichte von ACE-Hemmern, die ein 

Angioödem auslösten; sie hatten eine solche Behandlung seit mehr als einem Jahr 

erhalten. Bei einem Großteil der Studien handelte es sich um Fallberichte einzelner 

Patienten (Cha & Pearson, 1999; Rivera, 1999; Rupprecht et al., 1999). Bei 13 Pati-

enten handelte es sich um Berichte über Angioödeme im Zusammenhang mit der Ein-

nahme von Losartan, diese waren zwischen 1995 und Mai 1997 bei der niederländi-

schen Stiftung für Pharmakovigilanz und der Abteilung für Arzneimittelsicherheit der 

niederländischen Aufsichtsbehörde für das Gesundheitswesen eingegangen (van 

Rijnsoever et al., 1998). Bei einem Patienten traten während der Einnahme von Los-

artan vier Monate lang immer wieder Angioödeme auf, die nach dem Absetzen des 

Arzneimittels verschwanden. Bei den übrigen Patienten wurde der Angiotensin-II-Re-

zeptor-Antagonist unmittelbar nach Auftreten des Angioödems abgesetzt. Ein derartig 

rasches Absetzen des Arzneimittels macht es schwierig, eine allergische/parallergi-

sche Reaktion auszuschließen, da eine solche Reaktion bei fast jedem Medikament 

möglich ist. Die vorliegenden Informationen deuten darauf hin, dass Angioödeme bei 

Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten seltener auftreten als bei ACE-Hemmern 

(Fuchs et al., 2001; Grossman et al., 2000; Schuster et al., 1999). Derzeit ist jedoch 

unklar, ob diese unerwünschte Wirkung bei den beiden Medikamentenklassen densel-

ben Mechanismus aufweist. Noch wichtiger ist, dass keine überzeugenden Daten vor-

liegen, die den Schluss zulassen, dass bei Patienten mit einem durch ACE-Hemmer 
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ausgelösten Angioödem in der Vorgeschichte diese Wirkung auch bei Angiotensin-II-

Rezeptor-Antagonisten auftreten wird. Theoretisch haben Angiotensin-II-Rezeptor-An-

tagonisten ein anderes Nebenwirkungsprofil als ACE-Hemmer, was durch das selte-

nere Auftreten von Husten als unerwünschte Nebenwirkung gut dokumentiert ist. Da 

Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten nach dem derzeitigen Kenntnisstand nicht in 

das Kallikrein-Kinin-System eingreifen, bleibt der pathogenetische Mechanismus des 

Angioödems, der auf Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten zurückzuführen ist, unge-

klärt. Wenn die zunehmende klinische Erfahrung mit Angiotensin-II-Rezeptor-Antago-

nisten zu dem Schluss führt, dass Angioödeme bei ihrer Anwendung die gleichen Kom-

plikationen verursachen wie bei ACE-Hemmern, müsste entweder die Wirkung von 

Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten auf den BK-Stoffwechsel (Liu et al., 1997; Sato 

et al., 2000) überdacht, oder die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass ein 

verminderter BK-Katabolismus nicht der Hauptmechanismus ist, der zu ACE-Hemmer-

bedingten Angioödemen führt. 

 

1.1.1.4 Risperidon und C1-Hemmer 

Bislang wurden nur wenige Fälle von Risperidon in Verbindung mit Angioödemen be-

richtet (Güneş et al., 2013; Mishra et al., 2007; Talaei et al., 2016; Umar & Abdullahi, 

2016). In einem Fallbericht wurde eine Angioödem-Episode beschrieben, die bei einer 

30-jährigen Frau auftrat, die wegen einer schizoaffektiven Störung behandelt wurde. 

Die Patientin entwickelte zwei Wochen nach Beginn der Behandlung mit Risperidon in 

einer Dosis von 6 mg ein Ödem im Gesicht und im periorbitalen Bereich ohne Urtikaria. 

Als die Dosis halbiert wurde, klangen die Symptome ab, aber der mentale Status ver-

schlechterte sich. Risperidon wurde dann auf 6 mg/Tag erhöht, was jedoch zu einem 

erneuten Auftreten des Gesichts- und Periorbitalödems führte. Risperidon wurde ab-

gesetzt und das Gesichts- und Periorbitalödem bildete sich innerhalb von zwei Wo-

chen vollständig zurück. Die Ergebnisse der immunologischen Labortests zeigten ei-

nen normalen C3-Spiegel und niedrige C4- und C1-Esterase-Inhibitor-Werte (Mishra 

et al., 2007). Ein ähnlicher Fall eines Angioödems wurde bei einer 38-jährigen Patien-

tin mit amphetamininduzierter psychischer Störung berichtet, die wegen Aggressivität, 

Reizbarkeit und suizidaler Gedanken aufgenommen wurde (Mishra et al., 2007). Ris-

peridon wurde mit 2 mg begonnen und dann auf 6 mg/Tag erhöht. Neun Tage nach 
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der Behandlung entwickelte die Patientin Schwellungen im Gesicht und im Periorbital-

bereich. Im Labor wurden normale Werte von C3-, C4- und C1-Esterase-Inhibitor fest-

gestellt. Risperidon wurde abgesetzt, Hydrocortison und Hydroxyzin wurden in niedri-

ger Dosierung verordnet. Die Schwellung bildete sich innerhalb von vier Tagen 

vollständig zurück. Das klinische Muster der Angioödem-Episoden spricht in diesen 

Fällen für eine nicht-allergische Form des Angioödems, da keine Urtikaria auftrat. Dar-

über hinaus ist das verzögerte Auftreten der Symptome nach der Verabreichung der 

Medikamente und die allmähliche Rückbildung weniger wahrscheinlich als Ausdruck 

einer Überempfindlichkeitsreaktion vom Typ I zu werten. 

Die Chronologie der Symptome in beiden Fällen ist eher mit einem Bradykinin-vermit-

telten Angioödem vereinbar. Schließlich spricht auch das vollständige Verschwinden 

der Symptome nach Absetzen von Risperidon für ein Bradykinin-vermitteltes An-

gioödem. Risperidon verursacht nicht-allergische Angioödeme durch zwei Mechanis-

men. Der erste Mechanismus ist die Unterdrückung von C1-INH (Mishra et al., 2007). 

Dies wird durch den niedrigen C1-INH-Spiegel, den normalen C3-Spiegel und den 

niedrigen C4-Spiegel in diesen beiden Fallberichten bestätigt. Normalerweise hemmt 

C1-INH das Komplementsystem und das Kallikrein-Kinin-System (KKS). Die C1-INH-

Suppression erhöht die spontane Aktivierung des klassischen Komplementweges und 

die Produktion von Anaphylatoxinen (C3a, C4a, C5a) (Schoenfeld et al., 2016). Ana-

phylatoxine führen zu Gefäßpermeabilität und Gefäßerweiterung (Nesargikar et al., 

2012). Durch die C1-INH-Hemmung wird auch das KKS nicht gehemmt und die Syn-

these von Bradykinin erhöht. Beide Wirkungen führen zu einem Angioödem. Der 

zweite Mechanismus ist die Aggregation von Bradykinin. In diesem Fall hat der Patient 

einen normalen C1-INH-, C3- und C4-Spiegel (Güneş et al., 2013). Bradykinin löst die 

Freisetzung von Stickstoffmonoxid und Prostazyklin durch Endothelzellen aus. Stick-

stoffmonoxid und Prostazyklin erhöhen die Gefäßpermeabilität und führen so zur Ent-

wicklung eines Angioödems (Shariat-Madar et al., 2006). 

 

1.1.1.5 Fibrinolytika 

Es gibt einige Fälle von schweren Angioödemen nach der Behandlung mit fibrinolyti-

schen Medikamenten (Streptokinase und rekombinanter Gewebeplasminogenaktiva-
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tor, Alteplase) bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt, akutem ischämischem Schlag-

anfall und tiefer Venenthrombose (Cooper et al., 1994; Hill et al., 2000; Pancioli et al., 

1997; Rudolf et al., 2000; Walls & Pollack, 2000). Die pharmakologischen Wirkungen 

fibrinolytischer Mittel erfordern eine massive Bildung von Plasmin, um Fibrin aufzulö-

sen. Plasmin erleichtert jedoch die Bildung von BK aus hochmolekularem Kininogen 

(HK) durch zwei Mechanismen: Es kann das sogenannte Kontaktsystem aktivieren, 

indem es den Faktor XII in seine aktive Form umwandelt und es kann die Anfälligkeit 

von HK für die Spaltung durch Kallikrein erhöhen (Agostoni et al. 1994; Caliezi et al., 

2000). Es ist möglich, dass prädisponierte Patienten über diesen Weg ein Angioödem 

entwickeln. Die Inzidenz von Angioödemen scheint bei der thrombolytischen Therapie 

des ischämischen Schlaganfalls höher zu sein als beim Myokardinfarkt. Nach Rudolf 

et al. deutet dies darauf hin, dass eine Störung der autonomen Bahnen zur Entwick-

lung eines Angioödems bei zerebraler Ischämie beitragen kann, aber die geringe An-

zahl von Berichten rechtfertigt keine Einschränkung des Einsatzes von Thrombolytika 

bei der Therapie des akuten ischämischen Schlaganfalls (Rudolf et al., 2000). 

 

1.1.1.6 Östrogen 

In drei Veröffentlichungen wurde eine familiäre Form des Angioödems beschrieben, 

die nur bei Frauen auftritt (Binkley & Davis, 2000; Bork et al., 2000; Warin et al., 1986). 

Bei einigen dieser Patientinnen standen die Angioödeme in engem Zusammenhang 

mit Östrogenen, die entweder exogen, d. h. in Form eines Kontrazeptivums oder einer 

Substitutionstherapie verabreicht wurden, oder endogen, d. h. während der Schwan-

gerschaft anstiegen. Die Erkrankung wird vererbt und ihre Beschränkung auf Frauen 

lässt auf einen X-chromosomal dominanten Vererbungsgang schließen. C1-INH wurde 

bei diesen Personen eingehend untersucht, ohne dass eine Anomalie nachgewiesen 

werden konnte. Daher ist der biochemische Defekt derzeit noch unbekannt. Neben 

dem familiären Angioödem bei Frauen können auch Sexualhormone als Auslöser für 

Angioödem-Episoden fungieren. Dies ist beim C1-INH-Mangel bekannt, bei dem 

Frauen, die mit oralen Kontrazeptiva behandelt werden, eine Zunahme der Häufigkeit 

und des Schweregrads der Anfälle erleben (Agostoni et al., 1992). Die negative Wir-

kung von Östrogenen bei dieser Erkrankung wird auch durch die jüngste Beobachtung 

einer Frau mit asymptomatischem erblichen C1-INH-Mangel unterstrichen, die im Alter 
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von 50 Jahren ihre erste Angioödem-Episode entwickelte, als sie mit einer Östrogen-

ersatztherapie begann (McGlinchey et al., 2000). Darüber hinaus wurden fünf Frauen 

beschrieben, die ein Antiandrogen erhielten und bei denen wiederkehrende An-

gioödeme auftraten, was möglicherweise auf eine Wirkung dieser Medikamente auf 

C1-INH zurückzuführen ist (Pichler et al., 1989; Ponard et al., 1997). 

Der Zusammenhang zwischen Sexualhormonen und Angioödemen wird auch durch 

die Tatsache unterstrichen, dass eine Androgenbehandlung bei Patienten mit heredi-

tärem Angioödem (HAE) wirksam Anfälle verhindert und bei hohen Dosierungen die 

C1-INH-Plasmaspiegel erhöht. In einem Bericht wurde nachgewiesen, dass Danazol, 

ein abgeschwächtes Androgen, das häufig bei Patienten mit HAE eingesetzt wird, die 

Transkription des Östrogenrezeptor-Gens in menschlichen Monozyten verringert 

(Fujimoto et al., 1995). 

 

1.1.1.7 Nichtsteroidale entzündungshemmende Medikamente (NSAID) 

Angioödeme können auch durch nichtsteroidale Antirheumatika (NSAIDs) ausgelöst 

werden. Das durch Aspirin (Acetylsalicylsäure) und andere NSAIDs ausgelöste An-

gioödem sind pseudoallergischer Natur und wahrscheinlich die bekannteste Form des 

arzneimittelinduzierten Angioödems (Bircher, 1999; Settipane, 1981). Im Unterschied 

zu allergischen Reaktionen werden sie jedoch nicht durch IgE ausgelöst, sondern ste-

hen im Zusammenhang mit dem Wirkmechanismus des auslösenden Arzneimittels.  

Bei diesen pseudoallergischen Angioödemen ist eine Kreuzreaktivität zwischen ver-

schiedenen Cyclooxygenase-hemmenden Medikamenten zu beobachten. Ein Schlüs-

selaspekt hierbei ist die vermehrte Bereitstellung des Substrats Arachidonsäure für die 

5-Lipoxygenase (5-LOX)-abhängige Biosynthese von CysLT, welche die Endothelper-

meabilität erhöhen und so die Bildung von Ödemen begünstigen. Dementsprechend 

wurden Leukotrienrezeptorantagonisten erfolgreich zur Vorbeugung von NSAID-be-

dingter Urtikaria eingesetzt (Asero, 2000) und die selektiven Inhibitoren der Cyc-

looxygenase 2 scheinen bei diesen Patienten eine sicherere Alternative darzustellen 

(Bavbek et al., 1999).  

Die Bedeutung von Prostaglandinen bei der Zunahme der Permeabilität durch Bradyki-

nin wurde in Versuchen mit C57BL/6 J-Mäusen untersucht, die mit COX-Inhibitoren 

vorbehandelt wurden. Diese Vorbehandlung führte zu einer signifikanten Reduktion 
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von Bradykinin-induzierter dermaler Extravasation (Gholamreza-Fahimi et al., 2020). 

Dies deutet darauf hin, dass sowohl COX1 als auch COX2 in der Entwicklung von 

Bradykinin-induzierter Extravasation in kleinen dermalen Blutgefäßen involviert sein 

könnten. Aus diesen Erkenntnissen lässt sich ableiten, dass die NSAID-bedingte Re-

duzierung der BK-induzierten Extravasation möglicherweise durch eine Unterdrückung 

der Prostaglandinsynthese erklärt werden kann. 

 

1.1.1.8 Andere Arten des arzneimittelinduzierten nicht-allergischen An-

gioödems 

Vereinzelte Berichte beschreiben Angioödeme ohne Urtikaria bei einer Reihe von an-

deren Arzneimitteln. Außer bei ACE-Hemmern, Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten 

und Fibrinolytika wurde bei anderen Arzneimitteln, die bei kardiovaskulären Erkran-

kungen eingesetzt werden, nur selten über Angioödeme berichtet. Bei einem Patienten 

wurde nach intravenöser Verabreichung von Metoprolol über eine schwere An-

gioödemreaktion berichtet (Krikorian et al., 1994). Dieser Patient hatte bereits früher 

Angioödeme nach einer Behandlung mit ACE-Hemmern und die Komplementkompo-

nenten wurden nicht untersucht. In einer Studie wird das Auftreten von Angioödemen 

bei 2 Patienten nach der Anwendung von 2 verschiedenen Kalziumkanalantagonisten 

beschrieben (Sauve et al., 1999). Weiterhin wurde auch über einen Fall eines durch 

Amiodaron verursachten Angioödems berichtet (Burches et al., 2000). Psychophar-

maka wie Risperidon und Paroxetin können ebenfalls Angioödeme auslösen (Cooney 

& Nagy, 1995; Kimyai-Asadi et al., 1999; Mithani & Hurwitz, 1996). Es scheint, dass 

diese Medikamente Angioödeme bei Patienten auslösen können, die bereits prädispo-

niert sind, diese unerwünschte Wirkung zu entwickeln. 

 

1.1.1.9 Hereditäres Angioödem (HAE) 

Eine Funktionsstörung oder ein Mangel an C1-Inhibitor oder eine Funktionsstörung 

von FXII kann ebenfalls zu einem Angioödem führen. HAE wird mit Mutationen im C1-

Inhibitor-Gen in Verbindung gebracht. Bei HAE-Typ 1 führt die Mutation zu einer ge-

ringeren Menge an C1-Inhibitor, während bei HAE-Typ 2 die Menge an C1-Inhibitor 
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normal sein kann, das Protein aber nicht richtig funktioniert. Beide Typen sind autoso-

mal dominant. Bei Patienten mit normaler C1-Inhibitor-Funktion wurden spezifische 

Missense-Mutationen in verschiedenen Genen identifiziert, die zu verschiedenen Sub-

typen von HAE führen können (Bork et al., 2020; Germenis et al., 2021). Diese umfas-

sen: 

 Mutationen im Faktor 12-Gen (FXII) (Dewald & Bork, 2006) 

 Mutationen im Plasminogen-Gen (PLG) (K. Bork et al., 2018) 

 Mutationen im Angiopoietin-1-Gen (ANGPT1) (Bafunno et al., 2018) 

 Mutationen im Kininogen 1-Gen (KNG1) (Bork et al., 2019) 

 Mutationen im Myoferlin-Gen (MYOF) (Ariano et al., 2020) 

 Mutationen im HS3ST6-Gen (Bork et al., 2021) 

In einigen Fällen bleibt die Ursache jedoch unbekannt (Zuraw, 2018). Eine erworbene 

C1-Inhibitor-Dysfunktion oder -Mangel ist auf das Vorhandensein von zirkulierenden 

Autoantikörpern zurückzuführen (Kaplan & Ghebrehiwet, 2010). 

HAE ist durch die Aktivierung des Plasma-KKS aufgrund einer C1-Inhibitor-Dysfunk-

tion gekennzeichnet, was zur Freisetzung von Bradykinin führt (Germenis et al., 2021). 

Bradykinin bindet dann an B2R, was die Gefäßpermeabilität erhöht und dadurch eine 

lokale Extravasation von Plasma und ein Gewebeödem verursacht (De Maat et al., 

2018). Das Ödem kann lokal oder generalisiert sein und kann lebensbedrohlich sein, 

wenn die Atemwege betroffen sind. Patienten mit einer C1-Inhibitor-Dysfunktion wei-

sen hohe zirkulierende Bradykininwerte auf (Nussberger et al., 1998). Neben dem 

Plasma-KKS ist bei diesen Patienten auch der klassische Weg des Komplementsys-

tems aktiviert, die in der Regel niedrige C4-Spiegel und hohe Konzentrationen von 

löslichem C5b-9 aufweisen (Nielsen et al., 1996). Die Komplementaktivierung ist je-

doch nicht der primäre Mediator der Ödeme. Der fibrinolytische Weg ist ebenfalls akti-

viert und es werden erhöhte Spiegel von Plasmin-α2-Antiplasmin-Komplexen beo-

bachtet (Nielsen et al., 1996). Insgesamt führt eine C1-Inhibitor-Dysfunktion zu einer 

übermäßigen KKS-Aktivierung und einem Bradykinin-vermittelten Ödem sowie zu ei-

ner Komplementaktivierung mit Freisetzung der Anaphylatoxine C3a und C5a (Kaplan 

& Ghebrehiwet, 2010). 

Es gibt jedoch auch hereditäre Angioödeme mit normaler C1-Funktion. Der Hinter-

grund dieser Entität ist recht vielfältig, da Mutationen in mehreren Genen (F12, PLG, 

ANGPT1, KNG1, MYOF und HS3ST6) zu den verschiedenen Subtypen führen können 
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(Farkas et al., 2021; Veronez et al., 2021). Daher sollte ein Komplementtest durchge-

führt werden, um einen C1-INH-Mangel selbst auszuschließen. Nichtsdestotrotz gibt 

keine spezifische biochemische Methode für die genaue Diagnose von hereditären 

Angioödemen mit normaler C1-Funktion. Darüber hinaus ist die Ätiologie dieser Entität 

in einem Großteil der Fälle unbekannt (Veronez et al., 2021). 

 

1.1.1.10 Idiopathisches erworbenes Angioödem 

Bei den idiopathischen erworbenen Angioödemen werden das idiopathische nicht-his-

taminerge erworbene Angioödem (IAE-NH) und das idiopathische histaminerge erwor-

bene Angioödem (IAE-H) unterschieden. Die genauen Hintergründe und die moleku-

lare Pathogenese des IAE-NH sind unbekannt. Ähnlich wie bei ACEI-AE basiert die 

Diagnose von IAE-NH auf dem Ausschluss anderer Erkrankungen sowie auf der Fest-

stellung, dass die ödematösen Symptome nicht auf die Standardtherapie mit Antihis-

taminika ansprechen und die Familienanamnese negativ ist (Sabaté-Brescó et al., 

2021). 

Das IAE-H ist ein mastzell- und histaminabhängiges Angioödem, bei dem die Patien-

ten auf eine kurzzeitige Steroidbehandlung ansprechen. Es kann von dem mit einer 

chronischen spontanen Urtikaria assoziierten Angioödem durch das relative Fehlen 

von IgG-Antikörpern gegen den IgE-Rezeptor oder IgG-Anti-IgE unterschieden werden 

(Sabaté-Brescó et al., 2021). 

 

1.1.2 Epidemiologie des nicht-allergischen Angioödems 

Das hereditäre Angioödem wird als seltene Krankheit angesehen. Schätzungen zu-

folge liegt ihre Prävalenz zwischen einer von 100.000 bis zu einer von 10.000 Perso-

nen (Cicardi et al., 2014; Longhurst & Cicardi, 2012). Andere Formen des hereditären 

Angioödems treten noch seltener auf. Das ACEI-induziertes Angioödem (ACEI-AE) ist 

aufgrund der häufigen Anwendung von ACEI, die am weitesten verbreitete Form des 

nicht-allergischen Angioödems. Studien zeigen variierende Inzidenzraten für ACEI-

AE, die teilweise durch ethnische Unterschiede in der Patientenpopulation erklärt wer-

den können. Bei weißen Patienten liegt die Inzidenz bei etwa 0,1–0,7 % (Agostoni & 
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Cicardi, 2001; Bas et al., 2006; Kostis et al., 2005), während sie bei Afroamerikanern 

etwa 4,6-mal höher ist (Brown et al., 1996). Diese Gruppe zeigt auch eine erhöhte 

Empfindlichkeit gegenüber Bradykinin (Gainer et al., 1996). Eine Metaanalyse ergab, 

dass das relative Risiko für ACEI-AE bei afroamerikanischen Patienten dreimal höher 

ist als bei weißen Patienten (McDowell et al., 2006). Die Häufigkeit von durch Enalapril 

ausgelösten Angioödemen liegt bei etwa 0,7 %, während Angioödeme durch Captop-

ril/Ramipril etwas seltener sind (0,3–0,5 %) (Kostis et al., 2005; Pfeffer et al., 2003; 

Heart Outcomes Prevention Evaluation Study Investigators et al. 2000, ONTarget In-

vestigators et al., 2008). Angioödeme, die durch die Sartane Telmisartan oder Vals-

artan ausgelöst werden, sind insgesamt noch seltener (0,1–0,25 %) (Kostis et al., 

2005; Pfeffer et al., 2003; Heart Outcomes Prevention Evaluation Study Investigators 

et al., 2000, ONTARGET Investigators et al. 2008). Eine umfassende Analyse von 40 

Studien mit über 110.000 Patienten zeigte, dass die Inzidenz von Angioödemen bei 

ACE-Hemmern bei etwa 0,3 % und bei Sartanen bei 0,11 % liegt (Makani et al., 2012).  

Auf der Grundlage einer epidemiologischen Studie lag die Prävalenz eines C1-Inhi-

bitor-abhängigen erworbenen Angioödems bei 1,5 pro 1 Million Einwohner (Aygören-

Pürsün et al., 2018; Psarros et al., 2014). Auf 100 Patienten mit ACEI-AE kommen 

zehn Patienten mit hereditärem Angioödem und auf 100 Patienten mit ACEI-AE ein 

Patient mit C1-Inhibitor-abhängigem erworbenem Angioödem (Aygören-Pürsün et al., 

2018). Bei Personen mit hereditärem Angioödem kommt es durchschnittlich zu einem 

Angioödemanfall pro Monat (Psarros et al., 2014). Folglich dürfte die Zahl der durch 

hereditäres Angioödem und ACEI-verursachten Angioödem-Anfälle ähnlich hoch sein, 

da ACEI in der Regel nach der Diagnose abgesetzt werden, was die Möglichkeit eines 

erneuten Auftretens verringert. In einem Land mit 100 Millionen Einwohnern würden 

demnach jährlich etwa 31.500 Bradykinin-vermittelte Angioödem-Attacken registriert 

(Aygören-Pürsün et al., 2018). 

Bestimmte orale Antidiabetika können das Risiko für nicht-allergische Angioödeme 

durch ACE-Hemmer erhöhen (Brown et al., 2009; Byrd et al., 2007). Andere Neben-

wirkungen, wie Husten oder symptomatische Hypotonie, sind jedoch weitaus häufiger 

und führen eher zu Unverträglichkeiten (ONTARGET Investigators et al., 2008). Eine 

retrospektive Studie untersuchte, ob Patienten, die bereits ein ACE-Hemmer-induzier-

tes Angioödem erlebt haben, ein erhöhtes Risiko für Angioödeme bei der Einnahme 

von Sartanen haben. Die Studie ergab, dass dies nicht der Fall ist (Rasmussen et al., 

2019). Dennoch wurden Fälle von wiederkehrenden und schweren Angioödemen nach 
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dem Wechsel von ACE-Hemmern zu Sartanen berichtet (Hellebrand et al., 2005; War-

ner et al., 2000). Eine klinische Studie deutet darauf hin, dass Sartane den Abbau von 

Bradykinin durch ACE hemmen können, was wiederum nicht-allergische Angioödeme 

auslösen kann (Campbell et al., 2005). 

Darüber hinaus ist die Kombination des Neprilysin-Hemmers Sacubitril mit Valsartan 

als Behandlungsoption für Herzinsuffizienz mit reduzierter Auswurffraktion verfügbar. 

Die Hemmung von Neprilysin reduziert den Abbau von Bradykinin und kann dadurch 

nicht-allergische Angioödeme verursachen (Bas et al., 2015). In einer großangelegten 

Studie zur Wirksamkeit und Sicherheit des Medikaments Omapatrilat bei hypertensi-

ven Patienten wurde eine deutlich höhere Inzidenz von Angioödemen im Vergleich zu 

Enalapril festgestellt (2,2 % vs. 0,7 %) (Kostis et al., 2004). In einer Studie, die Enal-

april und Sacubitril/Valsartan bei Herzinsuffizienzpatienten verglich, lag die Inzidenz 

von Angioödemen bei Enalapril bei 0,2 % und bei Sacubitril/Valsartan bei 0,5 % 

(McMurray et al., 2014). 

Es gibt weitere Medikamente, die potenziell Bradykinin-vermittelte Angioödeme auslö-

sen können, allerdings sind diese weniger bekannt. Die Inzidenzraten variieren in der 

aktuellen Literatur. Beispiele hierfür sind Gewebeplasminogenaktivatoren, Renininhi-

bitoren, Dipeptidylpeptidase-4-Inhibitoren und mTOR-Inhibitoren wie Sirolimus und 

Everolimus (Byrd et al., 2008; Duerr et al., 2010; Hurford et al., 2015; Khalid et al., 

2018; Lapostolle et al., 2022; White et al., 2010). 

 

1.1.3 Diagnostik 

Die Diagnostik von Angioödemen, insbesondere die Unterscheidung zwischen medika-

menteninduziertem Bradykinin-vermitteltem Angioödem, hereditärem Angioödem und 

histaminergischem Angioödem stellt oft eine Herausforderung dar. In akuten Situationen 

sind die Anamnese, das klinische Erscheinungsbild und die Reaktion auf die Behand-

lung von zentraler Bedeutung. Laborwerte können im Verlauf der Erkrankung hilfreich 

sein, sind aber meist nicht für die unmittelbare Diagnosestellung ausschlaggebend. 
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1.1.3.1 Medikamenteninduziertes Bradykinin-vermitteltes Angioödem 

Wenn Patienten, die regelmäßig potentiell mit Angioödemen assoziierte Medikamente 

einnehmen, ein Angioödem ohne Juckreiz und ohne Quaddelbildung im Kopf- und 

Halsbereich entwickeln, ist ein medikamenteninduziertes, bradykinin-vermitteltes An-

gioödem wahrscheinlich. Solche Schwellungen sprechen oft nicht ausreichend auf 

eine Therapie mit Kortikosteroiden oder Antihistaminika an (Bas et al., 2015). Es gibt 

keine spezifischen Laborparameter zur Diagnose, aber die Überprüfung der Komple-

mentwerte wie C1q und C4 sowie der Konzentration und Aktivität des C1-INH und die 

Familienanamnese können hilfreich sein, um HAE oder erworbenes Angioödem mit 

reduzierten C1-INH-Werten auszuschließen (Balla et al., 2021). Eine C4-Bestimmung 

ist auf jeden Fall angezeigt, wenn bei dem Patienten ein Angioödem in der Familien-

anamnese vorliegt oder eine zugrundeliegende lymphoproliferative Erkrankung (wie 

eine monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz oder ein Lymphom) oder eine 

andere bösartige Erkrankung vorliegt (Kyrmizakis et al., 2004; Vasekar & Craig, 2012). 

Darüber hinaus besteht bei Patienten mit seltenen Angioödemen ein höheres Risiko, 

unter einer ACE-Hemmer-Therapie ein Angioödem zu entwickeln, so dass ACE-Hem-

mer eine zugrunde liegende Erkrankung „enttarnen“ können (Terreehorst et al., 2019). 

Ein niedriger C4-Wert sollte Anlass für eine umfassendere Laboruntersuchung sein, 

die auch die Funktion der C1-Inhibitoren und die Proteinwerte, den C4-Wert und den 

C1q-Wert umfasst (Vasekar & Craig, 2012). Eine neu entwickelte LC-MS/MS-Methode 

zur Messung von Plasmapeptiden im Kallikrein-Kinin-System könnte ebenfalls nützlich 

sein, obwohl sie noch nicht im alltäglichen klinischen Einsatz etabliert ist (Gangnus & 

Burckhardt, 2021; Marceau et al., 2022). 

In den bisherigen Studien ist es nicht gelungen, spezifische Labor-Biomarker für ACE-

Hemmer-induzierte Angioödeme zu identifizieren, obwohl in einer Studie, in der Pati-

enten sowohl mit Bradykinin-vermitteltem Angioödem als auch mit Histamin/Mastzel-

len-vermitteltem Angioödem untersucht wurden, bei beiden Arten von Angioödemen 

im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhöhte Spiegel von Fibroblasten-Aktivie-

rungsprotein alpha (FAP-alpha) und Gewebeplasminogenaktivator (tPA) festgestellt 

wurden (Bindke et al., 2022). Nur beim Bradykinin-vermittelten Angioödem waren die 

Serumwerte von E-Selektin und Angiopoetin-2 im Vergleich zu den Kontrollen erhöht. 

Weitere Studien sind erforderlich, um die klinische Relevanz dieser Ergebnisse zu be-

stimmen (Bindke et al., 2022). 
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Die Diagnose eines medikamenteninduziertes Angioödems wird klinisch gestellt, wenn 

bei einem Patienten, der verdächtige Medikamente einnimmt, ein Angioödem ohne 

Juckreiz oder Urtikaria an einer charakteristischen anatomischen Stelle auftritt. In die-

sem Fall sollte das Medikament abgesetzt und bis zum Beweis des Gegenteils davon 

ausgegangen werden, dass das Medikament die Ursache ist (Erickson & Coop, 2016). 

Die Diagnose wird bestätigt, wenn das Medikament abgesetzt wird und keine weiteren 

Angioödem-Episoden auftreten. Die Auswirkungen des Absetzens können jedoch erst 

nach mehreren Monaten deutlich werden, da bei einigen Patienten eine geringe An-

zahl von wiederkehrenden Episoden auftritt, insbesondere in den ersten Monaten nach 

dem Absetzen (Terreehorst et al., 2019). Solche Patienten mit bestätigter Diagnose 

sollten keine ACE-Hemmer mehr einnehmen. Bei Patienten, bei denen nach sechs 

Monaten weiterhin Angioödeme auftreten, sollte eine Überweisung an einen Spezia-

listen in Betracht gezogen werden (Terreehorst et al., 2019). Wenn bei einem Patien-

ten, der einen ACE-Hemmer einnimmt und akute Bauchschmerzen hat, der Verdacht 

auf ein viszerales Angioödem besteht, sollte eine nichtinvasive Bildgebung, wie z. B. 

Ultraschall oder Computertomographie (CT), durchgeführt werden, um ein Darmödem 

und/oder Aszites zu bestätigen (Korniyenko et al., 2011). CT oder abdomineller Ultra-

schall sind in vielen Fällen diagnostisch angezeigt. Magnetresonanztomographie 

(MRT) und invasive Endoskopie sollten den Fällen vorbehalten bleiben, in denen Ult-

raschall und CT nicht diagnostisch aussagekräftig waren und dennoch ein hoher klini-

scher Verdacht besteht (Schmidt & McGrath, 2002). Abbildung 2 zeigt eine Übersicht 

über generelle Algorithmen bei der Diagnostik von Angioödemen. Es ist wichtig zu be-

achten, dass es bislang keine verlässlichen Laborparameter gibt und die Diagnose 

eine Ausschlussdiagnose darstellt. 
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Abbildung 2: Diagnostische Algorithmen für das Angioödem  

Abbildung modifiziert aus (Bas et al., 2007). 

Ein medikamenteninduziertes nicht-allergisches Angioödem (Bradykinin-vermitteltes 

Angioödem) weist einige charakteristische Merkmale in der klinischen Präsentation 

auf. Es ist wichtig, ein nicht-allergisches von einem allergischen Angioödem zu unter-

scheiden, um den Patienten entsprechend behandeln zu können. Charakteristisch ist 

die Geschwindigkeit des Auftretens. Ein Histamin-vermitteltes Angioödem beginnt we-

niger als eine Stunde nach der Exposition, ein Bradykinin-vermitteltes Angioödem 

kann sich erst nach mehreren Stunden bis Tagen entwickeln. Bei einem Bradykinin-

vermittelten Angioödem tritt nie Urtikaria auf. Abdominalmanifestationen sind bei me-

dikamenteninduzierten nicht-allergischen Angioödemen häufiger als bei medikamen-

teninduzierten allergischen Angioödemen (Rubinstein et al., 2014). 

Eine Beteiligung der Atemwege ist bei Bradykinin-vermittelten Angioödemen selten. Die 

wichtigste Maßnahme bei Verdacht auf ein arzneimittelinduziertes nicht-allergisches An-



22 

gioödem ist das Absetzen des verursachenden Arzneimittels (Bonner et al., 2017; Gri-

goriadou & Longhurst, 2009). Bei einem durch Histamin ausgelösten Angioödem klingen 

die Symptome innerhalb von 24 Stunden ab. Beim Bradykinin-vermittelten Angioödem 

dauern die Symptome länger an und können bis zu fünf Tage andauern (Craig et al., 

2014). Es hat sich gezeigt, dass Antihistaminika, Epinephrin und Kortikosteroide die 

Dauer der Symptome nicht verkürzen (Bernstein et al., 2017). Wenn die Atemwege be-

troffen sind, wird eine unterstützende Behandlung durchgeführt. 

Obwohl die Laborergebnisse häufig nicht früh genug vorliegen, um die Behandlung zu 

steuern, ist es wichtig, den C4-Spiegel und den Tryptase-Spiegel zu messen, um an-

dere Ursachen auszuschließen und eine angemessene Nachsorge sicherzustellen. 

Der C4-Spiegel ist beim hereditären Angioödem immer erniedrigt. Die Diagnose eines 

hereditären Angioödems ist wahrscheinlicher, wenn es keine offensichtliche Ätiologie 

gibt. Bei allergischen Angioödemen ist die Tryptase erhöht (Bernstein et al., 2017; 

Craig et al., 2014). Ein Patient, bei dem weder die Zunge noch der Kehlkopf betroffen 

oder die Atemwege anderweitig beeinträchtigt sind, kann nach 12 bis 24 Stunden Be-

obachtung entlassen werden. Ein Patient, bei dem ein lebensbedrohliches Angioödem 

aufgetreten ist, sollte das Medikament auf unbestimmte Zeit absetzen. Die Blutwerte 

können ambulant mit dem Hausarzt ausgewertet werden. Wenn der Verdacht auf ein 

hereditäres Angioödem besteht, sollte der Patient zur weiteren Abklärung und prophy-

laktischen Behandlung an einen Immunologen überwiesen werden (Ishoo et al., 1999; 

Moellman et al., 2014). 

 

1.1.3.2 Hereditäres Angioödem 

Patienten mit diagnostiziertem HAE verfügen häufig über einen Notfallausweis. Bei 

noch nicht diagnostizierten Patienten berichten diese oft über eine familiäre Vorge-

schichte von Angioödemen. Das HAE zeigt keine Behandlungsreaktion auf Kortikoste-

roide oder Antihistaminika. Die Messung der C1-INH-Werte und des Komplementfak-

tors C4 kann die Diagnose stützen, wobei die Ergebnisse möglicherweise erst nach 

einigen Tagen vorliegen (Maurer et al., 2022). Seltene Formen des HAE mit normalem 

C1-INH können nur durch genetische Tests oder anhand des klinischen Bildes und der 

Patientengeschichte diagnostiziert werden (Bork et al., 2023). 
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1.1.3.3 Akute Urtikaria 

Urtikaria wird durch die Entwicklung von Quaddeln (Nesselsucht), Angioödem oder 

beidem charakterisiert. Die Differenzierung zwischen isoliertem Angioödem bei akuter 

spontaner Urtikaria und Bradykinin-vermitteltem Ödem ist nicht immer einfach. Rou-

tine-Diagnosetests sind nur bei chronischer Urtikaria (> 6 Wochen) notwendig (Zuber-

bier et al., 2022). 

 

1.1.3.4 Allergisches Angioödem 

Angioödem ist eines der häufigsten Symptome akuter allergischer Sofortreaktionen und 

Anaphylaxie. Wichtig ist die Anamnese bezüglich auslösender Faktoren, Verstärkungs-

faktoren und bekannter Allergien. Begleitende Nesselsucht und Juckreiz sind häufig. Die 

Verwendung klinischer Kriterien zur Identifizierung einer Anaphylaxie wird empfohlen, 

mit einer Blutentnahme zur späteren Messung von Tryptase (Muraro et al., 2022). 

 

1.1.4 Therapie 

1.1.4.1 Absetzen von ACE-Hemmern 

Während für hereditäre Angioödeme bereits verschiedene pharmakotherapeutische 

Optionen gut etabliert sind, gibt es bisher kein zugelassenes Medikament speziell für 

die Behandlung von akuten Angioödemen, die durch ACE-Hemmer induziert werden. 

Die primäre Behandlung eines ACE-Hemmer-induzierten Angioödems besteht in der 

akuten Sicherung der Atemwege, wenn Mund oder Rachen betroffen sind (bis die An-

gioödem-Episode abgeklungen ist), und im Absetzen des Arzneimittels. Wenn der 

Mund oder der Rachen betroffen ist, sollten die Atemwege sofort untersucht und wie-

derholt überwacht werden, bis die Schwellung eindeutig abklingt. Eine sofortige Intu-

bation und mechanische Beatmung können erforderlich sein. Angioödeme, die durch 

ACE-Hemmer verursacht werden, klingen normalerweise innerhalb von 24 bis 72 

Stunden ab. Wenn ACE-Hemmer weiter eingenommen werden, besteht eine erhöhte 

und unvorhersehbare Rate von Angioödemen, die erneut auftreten und die Anfälle 
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können schwerer oder lebensbedrohlich werden (Beltrami, 2011, 2006). Eine retro-

spektive Studie an 82 Patienten zeigte, dass die Fortsetzung einer ACE-Hemmer-The-

rapie trotz eines durch ACE-Hemmer induzierten Angioödems mit einer etwa zehnfach 

höheren Rückfallrate verbunden ist (Brown et al., 1997). Patienten, die ein Angioödem 

haben, das auf einen ACE-Hemmer zurückzuführen ist, sollten nicht wieder mit dieser 

Medikamentengruppe behandelt werden (Erickson & Coop, 2016). Wenn die Ursache 

des Angioödems eines Patienten unklar ist, sollten ACE-Hemmer dennoch abgesetzt 

werden. Wenn der Patient über mehrere Monate hinweg immer wieder Angioödeme 

erleidet, ist die Ursache des Angioödems wahrscheinlich nicht der ACE-Hemmer und 

es sollte nach anderen Ursachen gesucht werden (Kostis et al., 2018). 

Eine retrospektive Beobachtungsstudie mit 267.612 Patienten, die ACE-Hemmer ein-

nahmen, ergab, dass bis zur Hälfte der Patienten nach dem ersten durch ACE-Hem-

mer induzierten Angioödem die Einnahme nicht einstellten (Mahmoudpour et al., 

2015). Bei diesen Patienten war die Wahrscheinlichkeit eines wiederkehrenden An-

gioödems mehr als 100-mal höher (21,9–25,2 %) als die eines Erstereignisses 

(0,16 %). Es sollte daher ein „prophylaktischer“ Effekt des Absetzens des ACE-Hem-

mers im Sinne eines ausbleibenden wiederkehrenden Angioödems erwartet werden. 

Retrospektive Analysen zeigten jedoch überraschenderweise, dass dies nicht immer 

der Fall ist. So erlebten etwa 9 % der Patienten, die nach dem initialen Angioödem 

ACE-Hemmer absetzten, ein Rezidiv (Mahmoudpour et al., 2015). In einer Gruppe von 

54 italienischen Patienten, die wegen eines durch ACE-Hemmer induzierten An-

gioödems auf Sartane, Kalziumantagonisten oder andere Medikamente umgestellt 

wurden, traten bei acht Patienten (15 %) weiterhin Angioödeme auf (Cicardi et al., 

2004). Nur bei zwei Patienten waren Rezidive wahrscheinlich auf ein Sartan zurück-

zuführen. In einer weiteren retrospektiven Studie derselben Forschungsgruppe lag die 

Rezidivrate bei etwa 50 % bei 111 Patienten nach Absetzen des ACE-Hemmers, un-

abhängig davon, ob die Patienten mit Sartanen, Kalziumantagonisten, Betablockern 

oder anderen Medikamenten behandelt wurden (Beltrami et al., 2011). Etwa zwei Drit-

tel dieser Patienten erlitten wiederkehrende Angioödeme mit einer Häufigkeit von ei-

nem bis fünf Anfällen pro Jahr. Die Autoren vermuten, dass Patienten, die ein durch 

ACE-Hemmer induziertes Angioödem erleiden, bereits eine Disposition für die Ent-

wicklung von Angioödemen haben, die durch die Therapie mit ACE-Hemmern manifest 

wird. Diese Ansicht wird durch einen Fallbericht unterstützt, in dem das erste Auftreten 

eines durch ACE-Hemmer induzierten Angioödems vier Wochen nach dem Absetzen 
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von Lisinopril aufgrund eines anhaltenden trockenen Hustens berichtet wurde, obwohl 

die Behandlung zuvor monatelang ohne Zwischenfälle verlief (Kainat et al., 2021). 

 

1.1.4.2 Pharmakologische Therapie 

Es gibt mehrere wirksame Therapien zur Unterbrechung von Angioödem-Attacken 

beim hereditären Angioödem, der am besten untersuchten Form des Bradykinin-ver-

mittelten Angioödems. Zur Behandlung von Ödemattacken im Zusammenhang mit 

hereditärem Angioödem empfiehlt die Leitlinie der World Allergy Organization und der 

European Academy of Allergy and Clinical Immunology (WAO/EAACI) verschiedene 

spezifische Therapieoptionen (Maurer et al., 2022). Zu diesen gehören C1-Esterase-

Inhibitoren, die entweder aus Plasma gewonnen oder rekombinant hergestellt werden, 

der Bradykinin-B2-Rezeptor-Antagonist Icatibant und der Plasma-Kallikrein-Inhibitor 

Ecallantid. Ecallantid ist allerdings derzeit nur in den USA und einigen Ländern Latein-

amerikas zugelassen (Weber & Messerli, 2008). Tabelle 2 gibt einen Überblick über 

die Wirkstoffe für die Behandlung des hereditären Angioödems. 
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Wirkstoff Handelspräparat Wirkmechanismus Anwendung Bemerkung 

C1-Esterase-Inhi-
bitor 

(aus Plasma) 

Berinert®, Cin-
ryze® 

Proteinsubstitution 
Akute Ödematta-
cke, Kurz- und 

Langzeitprophylaxe 

Auch in der 
Schwangerschaft 
und Stillzeit geeig-

net 

Conestat alfa (re-
kombinant) 

Ruconest® Proteinsubstitution Akute Ödemattacke  

Icatibant Firazyr® 
Bradykinin-B2-Rezep-

tor-Antagonist 
Akute Ödemattacke  

Ecallantid Kalbitor® 
Plasma-Kallikrein-Inhi-

bitor 
Akute Ödemattacke 

In Deutschland 
nicht zugelassen 

Lanadelumab Takhzyro® 
Plasma-Kallikrein-Anti-

körper 
Langzeitprophylaxe  

Berotralstat Orladeyo® 
Plasma-Kallikrein-Inhi-

bitor 
Langzeitprophylaxe 

Zur oralen Ein-
nahme 

Tranexamsäure Cyklokapron® 
Antifibrinolytikum, Hem-
mung der Plasminogen-

aktivierung 

Langzeitprophy-
laxe, Mittel der 2. 

Wahl 

Zur oralen Ein-
nahme 

Tabelle 2: Überblick über die Wirkstoffe für die Behandlung des hereditären Angioödems. 

 

Theoretisch sollten diese Therapien auch bei ACE-Hemmer-induzierten Angioödemen 

hilfreich sein, aber die vorhandenen Studien sind widersprüchlich (Baş et al., 2015; 

Mohorn et al., 2021; Sinert et al., 2017; Straka et al., 2017). Hierfür kann es einige 

Gründe geben. Beispielsweise gibt es keinen diagnostischen Schnelltest, um festzu-

stellen, ob das Angioödem eines Patienten bradykininvermittelt oder mastzell-/hista-

minvermittelt ist. Die Diagnose eines ACE-Hemmer-induzierten Angioödems ist bei ei-

nem Patienten mit Angioödem, der einen ACE-Hemmer einnimmt, präsumptiv, so dass 

es in jeder dieser Studien wahrscheinlich Patienten gibt, die fälschlicherweise als ACE-

Hemmer-induziertes Angioödem eingestuft werden. Obwohl davon ausgegangen wird, 

dass sowohl HAE als auch ACE-Hemmer-induzierte Angioödeme durch Bradykinin 

vermittelt werden, unterscheiden sich die Angioödem-Attacken wahrscheinlich in an-

derer Hinsicht (Erickson & Coop, 2016; Kostis et al., 2018). Patienten mit HAE erleiden 

immer wieder Angioödem-Attacken und lernen, Prodromalsymptome zu erkennen und 

sich selbst zu behandeln oder im Frühstadium einer Attacke den Notdienst aufzusu-

chen. Studien, in denen die Wirksamkeit von HAE-Therapien nachgewiesen wurde, 

setzten voraus, dass sich die Patienten innerhalb der ersten Stunden nach Auftreten 

der Symptome vorstellen. Im Gegensatz dazu haben die meisten Patienten mit einem 

ACE-Hemmer-induzierten Angioödem noch nie ein Angioödem erlebt und kommen 
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daher deutlich später zur Behandlung (Erickson & Coop, 2016; Kostis et al., 2018; We-

ber & Messerli, 2008). 

 

Antifibrinolytika 

Die Rolle von Antifibrinolytika, wie beispielsweise Tranexamsäure, in der Behandlung 

von Angioödemen (HAE) ist insbesondere im Zusammenhang mit hereditärem An-

gioödem in einigen Ländern nach wie vor von Bedeutung. Die aktuellen internationalen 

Leitlinien raten jedoch im Allgemeinen von ihrem Einsatz zur Bedarfs- oder prophylak-

tischen Behandlung von HAE-Anfällen ab (Zuberbier et al., 2022). Dies begründet sich 

in der unzureichenden oder nicht überzeugenden Datenlage hinsichtlich ihrer Wirk-

samkeit, obwohl das Sicherheitsprofil als gut eingestuft wird. Es muss jedoch aner-

kannt werden, dass in einigen Ländern keine anderen Behandlungsoptionen verfügbar 

sind. In einer retrospektiven Übersichtsarbeit wurden 33 Patienten untersucht, die mit 

einem schweren Angioödem in die Notaufnahme eingeliefert wurden, während sie ei-

nen ACE-Hemmer einnahmen und die entweder mit intravenöser oder oraler Tranexa-

msäure als Erstbehandlung behandelt wurden (Beauchêne, 2018). Die Dosen reichten 

von 0,5 bis 4 g, wobei die meisten Patienten 1 g erhielten. Bei 13 von 33 Patienten 

wurde innerhalb einer Stunde eine Besserung beobachtet und bei 27 Patienten reichte 

Tranexamsäure aus, um das Angioödem in den Griff zu bekommen, während bei 6 

Patienten eine teilweise Besserung eintrat und sie anschließend entweder Icatibant 

(n = 5 Patienten) oder ein C1-Inhibitor-Konzentrat (n = 1 Patient) erhielten. In keinem 

Fall musste intubiert werden (Stoldt et al., 2022; Wu et al., 2022). 

 

Ecallantide 

Ecallantide, auch bekannt als DX-88, ist ein rekombinantes Protein aus 60 Aminosäu-

ren, das spezifisch Plasmakallikrein hemmt, was darauf hindeutet, dass es ähnliche 

physiologische Effekte wie C1-INH hat. Allerdings gibt es Unterschiede in den biologi-

schen Auswirkungen gegenüber C1-INH. Zum Beispiel hat Ecallantide eine deutlich 

schwächere hemmende Wirkung auf C1r und C1s, Plasmin, Faktor XIIa und Faktor 

XIa, obwohl es ein starker Plasmakallikrein-Inhibitor ist (Riha et al., 2017). Die Effekti-

vität von Ecallantide in der Behandlung von akuten HAE-Attacken wurde nachgewie-

sen (Cicardi et al., 2010). Ecallantide ist für die akute Behandlung von HAE-Anfällen 

zugelassen. Ecallantid hemmt die Umwandlung von hochmolekularem Kininogen in 
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Bradykinin durch Hemmung von Plasmakallikrein (Cicardi et al., 2010). Das ACE-

Hemmer-induzierte Angioödem wird jedoch durch die Persistenz von Bradykinin auf-

grund mangelnder Verstoffwechselung und nicht durch eine Überproduktion verur-

sacht, so dass es nicht ganz intuitiv ist, dass Ecallantid wirksam sein könnte (Bas et al., 

2007). Die Belege für den Nutzen von Ecallantid bei der Behandlung des ACE-Hem-

mer-induzierten Angioödems sind zum Teil widersprüchlich (Bernstein et al., 2015; 

Lewis et al., 2015). In einer randomisierten Studie wurde kein Unterschied in der Zeit-

spanne festgestellt, die Patienten benötigten, um nach einer Behandlung mit Ecallantid 

(in Dosen von 10 mg, 30 mg oder 60 mg) oder Placebo sicher entlassen zu werden 

(Lewis et al., 2015). Die Studie umfasste 76 Erwachsene, die unter der Einnahme ei-

nes ACE-Hemmers ein Angioödem entwickelten und sich innerhalb von 12 Stunden 

nach Auftreten der Symptome in der Notaufnahme vorstellten. In einer weiteren rand-

omisierten Studie mit 50 Erwachsenen wurden die Probanden Ecallantid (30 mg) oder 

Placebo (zusätzlich zur konventionellen Therapie mit Glukokortikoiden und Antihista-

minika) zugeteilt, wobei die Probanden innerhalb von 12 Stunden nach Auftreten der 

Symptome vorstellig wurden und sich die Symptome verschlimmerten oder innerhalb 

von zwei Stunden nach der ersten Beobachtung keine Besserung eintrat (Bernstein 

et al., 2015). Der primäre Endpunkt war die Möglichkeit, innerhalb von vier Stunden 

nach der Behandlung entlassen zu werden. Die Entlassungskriterien wurden bei 31 

bzw. 21 Prozent der mit Ecallantid bzw. Placebo behandelten Patienten erfüllt. Es 

scheint also einen gewissen Nutzen der Therapie zu geben. 

In einer multizentrischen, randomisierten und vergleichsweise großen Phase-II-Studie 

wurde der Nutzen von Ecallantide in drei verschiedenen Dosierungen bei 79 Patienten 

mit leichten bis mäßigen ACE-Hemmer-induzierten Angioödemen untersucht (Lewis 

et al., 2015). Diese Studie zeigte jedoch keinen Unterschied zur „Standardtherapie“, die 

für die Studienärzte optional war. Die überwiegende Mehrheit der Patienten erhielt un-

abhängig von der Zuordnung Glukokortikoide (85 %) und/oder H1-Antihistaminika 

(85 %). Ähnliche Ergebnisse wurden in einer zweiten randomisierten, kontrollierten 

Phase-II-Studie mit einem vergleichbaren Studienprotokoll erzielt (Bernstein et al., 

2015). 
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C1-INH 

Gereinigtes C1-Inhibitorkonzentrat schien in Fallberichten (Gelée et al., 2008; Lipski 

et al., 2015; Nielsen & Gramstad, 2006; Rasmussen et al., 2013; Steinbach et al., 

2001) bei ACE-Inhibitor-induzierten Angioödemen hilfreich zu sein. In einer kleinen, 

randomisierten Studie erhielten jedoch 25 Patienten die Standardbehandlung mit dem 

Zusatz eines C1-Hemmers oder eines Placebos und die Ergebnisse zeigten keine Ver-

kürzung der Zeit bis zur ersten Besserung oder der Zeit bis zum vollständigen Ver-

schwinden der Symptome bei Verwendung des C1-Hemmers. Die Studie wies meh-

rere methodische Probleme auf, so dass die Autoren zu dem Schluss kamen, dass 

weitere Untersuchungen erforderlich seien (Strassen et al., 2023). Eine der Funktionen 

des C1-Inhibitors ist die Hemmung von Kallikrein. Ähnlich wie bei Icatibant ist diese 

Therapie wahrscheinlich am nützlichsten, wenn sie innerhalb weniger Stunden nach 

Auftreten der Symptome verabreicht wird. 

In der Literatur wurden insgesamt mindestens 27 Fallberichte und Fallserien veröffent-

licht, die auf einen vorteilhaften Effekt von C1-INH bei der Behandlung von durch ACE-

Hemmer induzierten Angioödemen hindeuten (Riha et al., 2017). Zudem wurde eine ran-

domisierte kontrollierte Studie durchgeführt, um die Wirksamkeit von humanem C1-INH-

Konzentrat bei der Behandlung von akuten durch ACE-Hemmer induzierten Angioöde-

men zu bewerten. In dieser Studie wurden 30 Patienten (16 mit C1-INH, 14 mit Placebo) 

randomisiert und behandelt. Die Ergebnisse zeigten, dass C1-INH im Vergleich zu einem 

Placebo unterlegen war, wenn es um die Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Symp-

tome ging, und das bei einer Basisanwendung von Steroiden und Antihistaminika (Stras-

sen et al., 2023). Da die meisten akuten Angioödeme oft wie „allergische“ Angioödeme 

mit Kortikosteroiden und Antihistaminika behandelt werden, bleibt unklar, ob diese Be-

handlung zumindest einen geringen Effekt auf akute Bradykinin-vermittelte Angioödeme 

als Nebenwirkung von Medikamenten wie ACE-Hemmern hat. 

 

Fresh-Frozen-Plasma 

FFP enthält das Enzym ACE und es wird angenommen, dass die Verabreichung von 

FFP hohe Bradykininspiegel abbaut und das Angioödem anschließend reduziert wird 

(Chaaya et al., 2017). Die übliche Dosis beträgt zwei Einheiten für Erwachsene. In den 

beschriebenen Berichten klangen die Schwellungen in der Regel innerhalb von zwei 

bis vier Stunden nach der Verabreichung ab. In Fallberichten wurde beschrieben, dass 
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die Verabreichung von FFP zu einer raschen Besserung des ACE-Hemmer-induzier-

ten Angioödems ohne erneutes Auftreten der Symptome führte (Hassen, 2013; Karim 

& Masood, 2002; Warrier et al., 2004). Die ACE-Konzentrationen in einzelnen Plasma-

einheiten können jedoch erheblich schwanken (Chen et al., 2019). 

 

Icatibant 

Icatibant ist ein synthetischer Bradykinin-B2-Rezeptor-Antagonist, der für die akute 

Behandlung von HAE-Attacken zugelassen ist. Zur Behandlung des durch ACE-Hem-

mer induzierten Angioödems mit Icatibant wurden zehn Fallberichte und fünf Fallserien 

veröffentlicht, die auf klinisch nützliche Effekte hindeuten (Riha et al., 2017). Eine pros-

pektive Fallserie mit acht Patienten zeigte, dass eine einmalige subkutane Verabrei-

chung von 30 mg Icatibant die Zeit bis zum vollständigen Verschwinden der Symptome 

von durchschnittlich 33 Stunden auf 4,4 Stunden reduzierte (Bas et al., 2010). Eine 

retrospektive Fallserie zum Einsatz von Icatibant bei nicht-HAE-bedingtem Angioödem 

beschrieb 14 Patienten mit ACE-Hemmer-induziertem Angioödem, bei denen die Be-

handlung mit Icatibant zu einer medianen Auflösungszeit von 9 Stunden führte; aller-

dings gab es in dieser Studie keine Vergleichsgruppe (Le et al., 2021). 

Drei randomisierte Studien haben die Wirksamkeit und Sicherheit von Icatibant 

ebenfalls bewertet und veröffentlicht (Bas et al., 2015; Sinert et al., 2017; Straka 

et al., 2017). In der AMACE-Studie, einer randomisierten doppelblinden Phase-II-

Studie, wurden 27 Patienten mit ACE-Hemmer-induziertem Angioödem einge-

schlossen, von denen 13 Patienten subkutan 30 mg Icatibant und 14 Patienten in 

der Kontrollgruppe intravenös 500 mg Prednisolon und 2 mg Clemastin erhielten 

(Bas et al., 2015). In dieser Studie waren alle Patienten hellhäutig und zwei Drittel 

waren männlich. Die Ödeme wurden visuell (endoskopisch) beurteilt. Alle Patienten 

wurden innerhalb von etwa 6 Stunden nach Symptombeginn behandelt. Der primäre 

Endpunkt der Studie war die Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Symptome. 

Die Behandlung mit Icatibant verkürzte signifikant diesen Endpunkt von 27,1 Stun-

den auf 8,0 Stunden. 

Jedoch wurden die günstigen klinischen Ergebnisse der AMACE-Studie in nachfolgen-

den klinischen Studien nicht bestätigt. In einer zweiten randomisierten, doppelblinden 

Studie wurden 31 Patienten mit ACE-Hemmer-induziertem Angioödem eingeschlos-

sen, von denen 13 Patienten 30 mg Icatibant subkutan und 18 Patienten ein Placebo 
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erhielten (Straka et al., 2017). Die Ödeme wurden nur anhand von Symptomen beur-

teilt und es wurde keine Endoskopie durchgeführt. Zusätzlich konnten die Patienten 

auch mit Glukokortikoiden und H1-Antihistaminika behandelt werden, wie von ihren 

Ärzten bestimmt. Im Gegensatz zur AMACE-Studie zeigte diese Studie keinen signifi-

kanten Unterschied zwischen Placebo und Icatibant. 

In einer dritten randomisierten Studie mit Icatibant wurden 121 Patienten mit ACE-

Hemmer-induziertem Angioödem eingeschlossen, von denen 60 Patienten 30 mg 

Icatibant subkutan und 58 Patienten ein Placebo erhielten (Sinert et al., 2017). Auch 

in dieser Studie wurde kein signifikanter Unterschied zwischen dem Placebo und 

Icatibant festgestellt. 

Zusammenfassend könnte die therapeutische Wirksamkeit von Icatibant im ACE-Hem-

mer-induzierten Angioödem in der AMACE-Studie als eher zufälliges Ergebnis betrach-

tet werden. Wäre Icatibant andererseits unwirksam, würde dies bedeuten, dass das 

ACE-Hemmer-induziertes Angioödem möglicherweise nicht durch die Überaktivierung 

von B2 verursacht wird. Jedoch ist Icatibant für die Behandlung von hereditärem An-

gioödem zugelassen, das durch Bradykinin verursacht wird (Cicardi et al., 2010). Dar-

über hinaus widersprechen diese Ansichten den nachfolgenden Ergebnissen der Studie 

von Straka et al. bei Patienten mit ACE-Hemmer-induziertem Angioödem (Hubers et al., 

2018; Straka et al., 2017). Die Autoren berichteten, dass bei Patienten mit Angioödem 

die Plasmaspiegel von Bradykinin und das Verhältnis der Plasmaspiegel von Bradykinin 

zum ACE-Abbauprodukt Bradykinin1–5 erhöht waren, während die Plasmakonzentra-

tion von Bradykinin1-5 selbst mehr oder weniger konstant blieb. Diese Ergebnisse be-

stätigen nicht nur frühere Berichte, die nahelegen, dass die Plasmaspiegel von Bradyki-

nin bei ACE-Hemmer-induziertem Angioödem erhöht sind (Nussberger et al., 2002), sie 

deuten auch darauf hin, dass der Abbau von Bradykinin reduziert ist, was auf den ver-

bleibenden Effekt von ACE-Hemmern zum Zeitpunkt der Blutentnahme zurückgeführt 

werden kann. Schließlich konnte keine erhöhte Synthese von Bradykinin aus HMWK 

gefunden werden. Dementsprechend kann das Fehlen der klinischen Wirksamkeit von 

Icatibant zur Behandlung von ACE-Hemmer-induziertem Angioödem in den oben be-

schriebenen zwei randomisierten kontrollierten Studien (Sinert et al., 2017; Straka et al., 

2017) wahrscheinlich nicht einem möglicherweise falschen pathophysiologischen An-

satz zugeschrieben werden. Wahrscheinlichere Gründe wären zwei andere wichtige Un-

terschiede zwischen diesen beiden Studien und AMACE, nämlich (1) das deutlich län-

gere Zeitintervall zwischen dem Beginn der Symptome und der Behandlung mit dem 



32 

Studienmedikament und (2) die Behandlung mit Icatibant zusätzlich zu Glukokortikoiden 

und H1-Antihistaminika (Hahn et al., 2023). 

Die klinische Erfahrung in der Behandlung von akutem HAE hat gezeigt, dass eine 

bessere und schnellere Reaktion erzielt wird, wenn die Pharmakotherapie früh nach 

dem Beginn der Symptome eingeleitet wird (Longhurst & Cicardi, 2012) und dies 

könnte auch bei ACE-Hemmer-induziertem Angioödem der Fall sein. Einer der zu-

grunde liegenden Gründe könnte die zeitabhängige Bildung eines interstitiellen, was-

serfängenden Fibrinnetzes sein. Glukokortikoide und Antihistaminika wurden nie auf 

ihre Wirksamkeit bei nicht-allergischem Angioödem getestet und gelten im Allgemei-

nen als unwirksam (Agostoni et al., 1999). Andererseits führt die Aktivierung von B2 

zur Bildung von Prostaglandinen durch Cyclooxygenasen, die Prostaglandin H2 erzeu-

gen, den Vorläufer von Prostaglandinsynthasen (Busse & Fleming, 2003). Dement-

sprechend schwächt die unspezifische Hemmung von Cyclooxygenasen durch Ibu-

profen die durch intradermale Injektion von Bradykinin-induzierte Plasmaextravasation 

ab (Gholamreza-Fahimi et al., 2020) und eine weitere Studie legt die Beteiligung der 

Phospholipase A2α und der Cyclooxygenase-1-abhängigen Bildung von Prostacyclin 

nahe (Krybus et al., 2022). Glukokortikoide können Phospholipase A2 über die Induk-

tion von Annexin A1 blockieren und damit die Freisetzung von Arachidonsäure, dem 

Ausgangsprodukt der Prostaglandinsynthese, hemmen (Yang et al., 2013). Es wurde 

auch beschrieben, dass Glukokortikoide die Expression von ACE induzieren (Fishel 

et al., 1995) und dieser Effekt könnte auch bei ACE-Hemmer-induziertem Angioödem 

nützlich sein. Ebenso zeigt eine Fallstudie zum laryngealen Knorpelangioödem, das 

mit der Verwendung von Lisinopril assoziiert war, eine vollständige Regression nach 

intravenöser Therapie mit Diphenhydramin und Methylprednisolon (Shiber, 2005). 

Schließlich deuten einige klinische Daten darauf hin, dass ACE-Hemmer-induziertes 

Angioödem mit entzündlichen Reaktionen verbunden ist. In einer Studie waren die 

Plasmakonzentrationen von C-reaktivem Protein in der akuten Phase von 25 Fällen im 

Vergleich zu 18 Fällen mit Angioödem unbekannter Herkunft um das 7,3-Fache erhöht 

(43,2 mg/l gegenüber 5,9 mg/l) (Bas et al., 2005). Ebenso berichtete eine 14 Jahre 

später veröffentlichte retrospektive Studie über abnorm erhöhte CRP-Spiegel bei 50 

von 73 Patienten in der akuten Phase, wobei 18 Patienten Werte von > 15–60 mg/l 

und acht Patienten Werte von > 60 mg/l aufwiesen (Pfaue et al., 2019). 
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Es ist durchaus denkbar, dass die gleichzeitige Verabreichung von Glukokortikoiden 

in den beiden oben beschriebenen randomisierten Studien die Wirksamkeit von I-

catibant gemindert hat. Ähnlich zeigten weder Ecallantid noch C1-INH eine klinisch 

signifikante Wirkung bei Patienten mit durch ACE-Hemmer induziertem Angioödem, 

die zuvor mit Glukokortikoiden behandelt wurden. Zusammenfassend lässt sich sagen, 

dass die unterschiedlichen Ergebnisse der drei randomisierten klinischen Studien mit 

Icatibant bei ACE-Hemmer-induziertem Angioödem bedauerlich erscheinen mögen, 

sie könnten jedoch den Weg für eine fundiertere Etablierung der Notfallbehandlung 

von nicht-allergischem Angioödem mit hochdosierten Glukokortikoiden wie 500 mg 

Prednisolon als „Standardbehandlung“ ebnen (Hahn et al., 2023). 

 

1.2 Das Kallikrein-Kinin-System (KKS) 

Das KKS ist eine Kaskade von proteolytischen Enzymen, die vasoaktive Peptide freiset-

zen. Plasma-Kallikrein spaltet humanes hochmolekulares Kininogen und setzt Bradyki-

nin frei. Bradykinin stimuliert Beta-2-adrenerge-Rezeptoren, die zur Freisetzung von 

Stickstoffmonoxid und Prostazyklin führen (Marceau & Regoli, 2004; Meotti et al., 2012). 

Die Freisetzung von Stickstoffmonoxid und Prostazyklin führt zu einer lokalen Vasodila-

tation und einer erhöhten Gefäßpermeabilität, die zur Entwicklung eines Angioödems 

führt (Shariat-Madar et al., 2006). Das KKS antagonisiert in seiner vaskulären Wirkung 

das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) (Schmaier, 2002). KKS und RAAS 

sind durch das Angiotensin Converting Enzym (ACE) gekoppelt. Das ACE baut Bradyki-

nin im KKS ab und synthetisiert Angiotensin II aus Angiotensin I im RAAS (Douglas 

et al., 2014). 

Eine weitere Kaskade von proteolytischen Enzymen ist das Komplementsystem. So-

bald es aktiviert ist, produziert das Komplementsystem Anaphylatoxine (C3a, C4a und 

C5a) und den Membranangriffskomplex. Anaphylatoxine und Bradykinin haben einen 

ähnlichen Wirkmechanismus. Sie erhöhen die lokale Gefäßdurchlässigkeit und bewir-

ken eine Gefäßerweiterung. Der Membranangriffskomplex führt auch zur Zelllyse (Holt 

et al., 2017; Khan et al., 2013; Nesargikar et al., 2012).  

Das KKS ist auch über den C1-Inhibitor (C1-INH) an das Komplementsystem gekop-

pelt. C1-INH ist eine Serinprotease, die das KKS über die Inaktivierung von Faktor XIIa 

und Kallikrein hemmt und das Komplementsystem über die Inaktivierung von C1r und 
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C1s des klassischen Weges hemmt (Bossi et al., 2011; Kolte et al., 2011; Schoenfeld 

et al., 2016). Das Zusammenspiel von KKS, RAAS und Komplementsystem bei der 

Entstehung von Angioödemen ist in Abbildung 3 dargestellt. 

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Mechanismen der Angioödembildung aufgrund der pharmakologischen 

Hemmung des Angiotensin Converting Enzyms (ACE).  

Auf der linken Seite ist das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und die blutdrucksenkende Wirkung der 
ACE-Hemmung dargestellt. ACE ist das Hauptenzym, das die gefäßaktiven Substanzen Bradykinin und Substanz P 
abbaut. Auf der rechten Seite der Abbildung ist dargestellt, wie andere Enzyme (gestrichelte Linien) den Prozess des 
Abbaus von Bradykinin und Substanz P während der ACE-Hemmung übernehmen. Die Hemmung oder Fehlfunktion 
eines dieser Enzyme führt zu einer lokalen Anhäufung von Bradykinin und Substanz P und damit zu einer erhöhten 
Kapillardurchlässigkeit und der Neigung zur Bildung eines Angioödems, wie in der mittleren Abbildung dargestellt. Ein 
Gewebetrauma kann die Freisetzung von Bradykinin und Substanz P verursachen, was wiederum das Risiko eines 
Angioödems erhöhen kann (Bas et al., 2007; Rasmussen & Bygum, 2013).  

Abbildung modifiziert aus (Rasmussen et al., 2014). 

1.3 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) 

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

kulären Regulatoren und ein wichtiges Ziel für therapeutische Medikamente. Von der 

Entdeckung des Renins vor 120 Jahren (Tigerstedt & Bergman, 1898) bis vor 30 Jah-

ren wurde nur ein Peptid als aktiv in diesem System angesehen: Angiotensin II (ANG 

II). Es wurde gezeigt, dass es durch den sukzessiven Abbau von Angiotensinogen 
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durch die Enzyme Renin und Angiotensin-konvertierendes Enzym (ACE) mit ANG I als 

Zwischenprodukt gebildet wird und mit einem Rezeptor interagiert, der heute als ANG-

II-Typ-1-Rezeptor (AT1R) bezeichnet wird. Physiologisch gesehen führt die Aktivie-

rung des AT1R durch ANG II zu einer Vasokonstriktion, Wasseraufnahme und Na+-

Retention. Pathophysiologisch wird die Aktivierung des ACE/ANG II/AT1R-Signalwegs 

mit oxidativem Stress, Hypertrophie, Fibrose und Entzündungen in Verbindung ge-

bracht. Diese Sichtweise des RAAS begann sich zu ändern, als Santos et al. 1988 -

die Bildung von ANG-(1-7) aus ANG I über einen ACE-unabhängigen Weg entdeckten 

und Schiavone et al. die vasopressinfreisetzende Aktivität dieses Heptapeptids in neu-

ralen Gewebeexplantaten zeigten (Santos et al., 1988; Schiavone et al., 1988). Ein 

Jahr später wurden die ersten In-vivo-Wirkungen von ANG-(1-7) beschrieben (Cam-

pagnole-Santos et al., 1989). Etwa zur gleichen Zeit wurde ein zweiter Rezeptor für 

ANG II (der ANG-II-Typ-2-Rezeptor [AT2R]) entdeckt (Chiu et al., 1989; Whitebread 

et al., 1989). In den folgenden 30 Jahren wurden die physiologischen Funktionen die-

ser beiden alternativen Wege des RAAS eingehend untersucht und es konnte gezeigt 

werden, dass ANG-(1-7) über seinen Rezeptor Mas sowie ANG II über AT2R dem 

klassischen RAAS entgegenwirken und zu Vasodilatation, Entzündungshemmung, 

Antifibrose und Antiapoptose führen, was sich bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen positiv 

auswirkt (Chappell, 2016; Santos et al., 2003; Saravi et al., 2021). Eine zentrale Rolle 

bei der Regulierung der relativen Aktivitäten der RAAS-Achsen in einem Gewebe spie-

len die lokalen Spiegel des Enzyms ACE2, das ANG II in ANG-(1-7) umwandelt (Dono-

ghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000). Es war eine logische Konsequenz aus diesen 

Erkenntnissen, dass Verbindungen zur Aktivierung der protektiven Achse des RAAS 

entwickelt wurden, die derzeit klinisch untersucht werden (Bader et al., 2012). In Ab-

bildung 4 sind die Komponenten des RAAS und deren Wirkung sowie die Interaktion 

mit dem Abbau von Bradykinin dargestellt. 
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Abbildung 4: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)  

Angiotensinogen ist eine Vorstufe von Angiotensin, das in der Leber produziert wird. Renin, ein Enzym, das von den 
juxtaglomerulären Zellen der Niere produziert wird, katalysiert den ersten Schritt im Aktivierungsweg von Angiotensi-
nogen zu Angiotensin I. ACE (Angiotensin I-Converting Enzyme), das hauptsächlich von der Lunge und der Niere 
produziert wird, spielt eine zentrale Rolle, indem es Angiotensin I zu Angiotensin II hydrolysiert. Dieses Produkt inter-
agiert mit den Angiotensin-II-Rezeptoren und führt zu einer starken Gefäßverengung, zur Freisetzung von Aldosteron 
durch die Nebennierenrinde, zur Ausschüttung von ADH (antidiuretisches Hormon) durch die Hypophyse, zur Natrium- 
und Flüssigkeitsretention in den Nieren, zur Übersteuerung des Sympathikus und zu Durst. Es gibt zwei verschiedene 
Subtypen von Zelloberflächenrezeptoren, die Angiotensinrezeptoren Typ 1 und 2 (AT1 und AT2). Angiotensin II kann 
von ACE2 zu Ang1-7 umgewandelt werden und Ang1-7 ist der Agonist am Mas-Rezeptor (Abadir, 2011).  

Abbildung modifiziert aus (Danser & Roks, 2012)). 

 

1.4 Die endotheliale Permeabilität 

1.4.1 Physiologie 

Das vaskuläre Endothel, welches die innerste Auskleidung aller Blutgefäße bildet, hat 

die lebenswichtige Aufgabe, das darunter liegende Gewebe mit Nährstoffen zu versor-

gen und den onkotischen Druck des Gewebes aufrechtzuerhalten (Dudek & Garcia, 

2001). Die Aufrechterhaltung der größenselektiven Siebeigenschaft des Endothels ist 

für mehrere physiologische Funktionen von entscheidender Bedeutung, darunter die 
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normale Gewebe-Flüssigkeits-Homöostase, die Angiogenese, der Gefäßtonus und die 

Wirtsabwehr (Mehta & Malik, 2006). Das Endothel ist für Moleküle mit einem Durch-

messer von 0,1 nm (Natriumionen) bis 11,5 nm (Immunglobulin G [IgG]) durchlässig 

(Mehta & Malik, 2006; Vogel et al., 2012). Interessanterweise korrelierte die Siebei-

genschaft des Endothels linear mit Molekülradien von 0,1 nm bis 3,6 nm, wurde aber 

oberhalb von 3,6 nm unabhängig vom Molekülradius (Mehta & Malik, 2006). Auf der 

Grundlage dieser Erkenntnisse wurden zwei endotheliale Transportmechanismen de-

finiert (Vogel et al., 2012). Der Transport von Makromolekülen, die größer als 3 nm 

sind, wie Albumin, IgG und andere Makromoleküle, erfolgt über den transzellulären 

Weg, der auch als Transzytose oder vesikulärer Transport bezeichnet wird (Komarova 

& Malik, 2010; Vogel et al., 2012). Moleküle, die kleiner als 3 nm sind, wie z. B. Glu-

kose, Wasser und Ionen, können über den parazellulären Weg durch die interendothe-

lialen Verbindungsstellen (IEJs) transportiert werden (Mehta & Malik, 2006; Predescu 

et al., 2001). Sowohl der transzelluläre als auch der parazelluläre Weg arbeiten zu-

sammen, um den Gewebsdruck aufrechtzuerhalten und dadurch die endotheliale Bar-

riere zu bewahren (Vogel et al., 2012). 

Caveolae, ein kolbenförmiges Vesikel, das aus mehreren Caveolinen-1 zusammen mit 

anderen Proteinen wie Dynamin und Intersectin besteht, bildet den transzellulären 

Weg (Mehta & Malik, 2006). Der parazelluläre Weg wird durch eine komplexe Interak-

tion verschiedener Junktionsproteine und Aktomyosin-Motoren reguliert (Komarova & 

Malik, 2010; Machleidt et al., 2000). In einem ungestörten Endothel öffnen sich die 

IEJs dynamisch, um den Durchgang kleiner Moleküle und Entzündungszellen für die 

Gewebehomöostase und die Immunüberwachung zu ermöglichen (Komarova & Malik, 

2010; Mehta & Malik, 2006). Entzündungsfördernde Agonisten wie Thrombin, vasku-

lärer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF) und plättchenaktivierender Faktor (Bates 

& Harper, 2002) desorganisieren die IEJs, indem sie an ihre Rezeptoren binden, was 

zu einer Zunahme der endothelialen Permeabilität führt. 

Endothelzellen entstehen aus embryonalen Vorläuferzellen, den so genannten Häman-

gioblasten (Aird, 2012). Die Permeabilität von Endothelzellen unter basalen Bedingun-

gen und als Reaktion auf ödemagene Substanzen variiert jedoch in verschiedenen Ge-

fäßbetten erheblich (Mehta & Malik, 2006). Die Gefäßbetten der Koronar-, Lungen-, 

Milz- und Skelettmuskulatur bestehen aus kontinuierlichen, nicht fenestrierten Endothel-

zellen, die eine restriktive Barriere bilden (Aird, 2007). Organe wie Leber, Niere und 
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Lymphgefäße werden aus diskontinuierlichen und hochpermeablen Endothelmonolay-

ern gebildet (Mehta & Malik, 2006). Außerdem werden segmentale Unterschiede zwi-

schen der Permeabilität der endothelialen Barriere auf der Ebene von Zellkulturen und 

intakten Gefäßen desselben Gefäßbettes beobachtet (Aird, 2007). Die Messung des 

Koeffizienten der vaskulären Permeabilität über das Endothel in isolierten, perfundierten 

Lungenpräparaten unter basalen Bedingungen bei Versuchstieren zeigte eine Abstu-

fung der Permeabilität über das mikrovaskuläre Bett, wobei der mikrovaskuläre Bereich 

etwa 42 %, der arterielle Bereich etwa 19 % und der venöse Bereich etwa 37 % aus-

machte (Parker et al., 2006), was darauf hindeutet, dass das arterielle System restrikti-

ver war als die venöse oder kapillare Auskleidung. In den pulmonalen Mikrogefäßen 

bildeten die Endothelzellen eine Monoschicht, die etwa viermal weniger durchlässig für 

Albumin war als die konfluente Monoschicht der Zellen aus dem venösen oder arteriellen 

Bereich (Mehta & Malik, 2006). Außerdem war der transendotheliale elektrische Wider-

stand, der ein Maß für die interendotheliale Adhäsion in Echtzeit ist, bei Zellen, die aus 

größeren Arterien isoliert wurden, geringer als bei mikrovaskulären Endothelzellen 

(Mehta & Malik, 2006). 

Studien haben gezeigt, dass die Beschaffenheit von IEJs, extrazellulärer Matrix (ECM) 

und Zytoskelettproteinen zur segmentalen Variabilität des Endothels beitragen kann 

(Aird, 2007, 2012; Stevens et al., 2008). Das arterielle Segment weist etwa 18-mal 

mehr Occludin, eine Komponente der Tight Junctions (TJs), auf als sein venöses Ge-

genstück, wodurch die arterielle Endothelbarriere dichter ist als die venöse Barriere 

(Mehta & Malik, 2006). Außerdem wird Occludin in Endothelzellen des Gehirns stärker 

exprimiert als in jedem anderen Organ (Bolton et al., 1998; Mehta & Malik, 2006). Mik-

rovaskuläre Endothelzellen exprimieren Kollagen 4α1, Kollagen 4α2 und Laminin in 

ihrer ECM, während Kollagen 5α1 und Kollagen 5α2 eher in makrovaskulären En-

dothelien exprimiert werden (Chi et al., 2003; Mehta & Malik, 2006). Außerdem gibt es 

eine Fülle von Myosin-Leichtketten-Kinase (MYLK; Serin/Threonin-spezifische Pro-

teinkinase, welche die regulatorische leichte Kette von Myosin II phosphoryliert), LIM-

Kinase (aktinbindende Kinasen, die Mitglieder der Aktin depolymerisierenden Fak-

tor/Cofilin-Familie von aktinbindenden Proteinen phosphorylieren), Rho-GTPasen und 

Myosin-Motor-Zytoskelett in mikrovaskulären Zellen (Dudek & Garcia, 2001; Mehta & 

Malik, 2006). Mikrovaskuläre Endothelzellen weisen auch eine höhere Dichte an Cave-

olae auf. Neben den oben erwähnten intrinsischen Mechanismen wurde auch gezeigt, 
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dass extrinsische Mechanismen, wie z. B. Scherstress durch linearen bzw. pulsieren-

den Blutfluss, die Permeabilitätsunterschiede zwischen mikrovaskulären und makro-

vaskulären Endothelzellen regulieren. Es wurde gezeigt, dass Scherstress die intra-

zelluläre Ca2+- und Inositoltriphosphat-(IP3)-Generierung erhöht und die Aktivitäten 

kleiner GTPasen wie Rac und RhoA sowie die Reorganisation von Aktinfasern indu-

ziert (Malek et al., 1999; Mehta & Malik, 2006). Somit können gut organisierte trans-

zelluläre und parazelluläre Pfade durch Ausgleich der extrinsischen Flüssigkeitsdyna-

mik die endothelialen Barrierephänomene beeinflussen. IEJs bestehen aus Adherens 

Junctions (AJs), TJs und Connexinen (Abbildung 5) (Mehta & Malik, 2006). IEJs sind 

von einer zusätzlichen Schicht faseriger Matrix bedeckt, die aus Proteoglykanen, Gly-

kosaminoglykanen und Glykolipiden besteht und als Glykokalyx bezeichnet wird 

(Mehta & Malik, 2006; Vogel et al., 2012). 

 

 

Abbildung 5: Darstellung der Interendothelial Junctions (IEJs) 

Am nächsten an der apikalen Membran befinden sich die Tight Junction-Proteine, welche die parazelluläre Diffusion 
von Ionen und gelösten Stoffen begrenzen. Zonula occludens (ZO) binden an intrazellulären Domänen von Claudinen 
und Occludin und an das Aktinzytoskelett, wodurch die strukturelle Integrität der engen Verbindungsstelle gewährleis-
tet wird. Gap Junctions bilden Hemikanäle zwischen gegenüberliegenden Endothelzellmembranen und tragen so zur 
interzellulären Kommunikation bei. Am nächsten an der basolateralen Membran befinden sich die Adherens Junction-
Proteine. PECAM-1: Platelet endothelial cell adhesion molecule 1; ESAM: Endothelial cell-selective adhesion 
molecule; VE-cadherin: vascular endothelial cadherin; JAM: junctional adhesion molecule.  

Abbildung modifiziert aus (Greene et al., 2019). 

 



40 

1.4.2 Mediatoren der erhöhten Permeabilität 

Es ist erwiesen, dass Histamin, Thrombin, Bradykinin, VEGF und Angiopoeitin-2 

(Ang2) die AJs zerstören und dadurch die endotheliale Permeabilität erhöhen. Throm-

bin unterbricht AJs durch Bindung an seine Rezeptoren, PAR-1, auf Endothelzellen 

(Tiruppathi et al., 2002). Es induziert die Proteolyse der extrazellulären Verlängerung 

von PAR-1 (zwischen Arg 41 und Ser 42) und erzeugt PAR1-Ligand, der durch Bin-

dung an die zweite extrazelluläre Schleife des heptahelischen PAR1 nachgeschaltete 

Signalprozesse auslöst (Coughlin, 2000). Drei weitere Isoformen von PARs, PAR2, 

PAR3 und PAR4, wurden in Endothelzellen identifiziert, von denen nur PAR3 und 

PAR4 durch Thrombin aktiviert werden (Ishihara et al., 1997). PAR-2 wird durch Tryp-

tase aktiviert (Mirza et al., 1996). Die Rolle der anderen PARs bei der Vermittlung von 

Erhöhungen der Permeabilität der Endothelbarriere ist noch nicht vollständig geklärt, 

aber diese PARs arbeiten möglicherweise mit PAR1 zusammen, um Veränderungen 

der Barrierefunktion zu erleichtern (Wells et al., 2002). Eine Studie zeigte, dass PAR2-

Aktivität für die Umkehrung der PAR1-induzierten vaskulären Leckage nach einer Sep-

sis erforderlich ist (Kaneider et al., 2007). Ebenso wurde gezeigt, dass PAR2-Agonis-

mus nach einer LPS-induzierten Lungenverletzung bei Nagetieren entzündungshem-

mende Wirkungen hat (Klarenbach et al., 2003). Obwohl also PAR1 die Thrombin-

induzierte Erhöhung der vaskulären Permeabilität der Lunge vermittelt, muss die Rolle 

anderer PARs bei der Verstärkung oder Unterdrückung der Thrombin-induzierten Er-

höhung der endothelialen Permeabilität noch verstanden werden. Die Rolle von PAR3 

und PAR4 bei der Vermittlung eines Anstiegs der Endothelpermeabilität ist nicht ge-

klärt, aber es gibt Hinweise darauf, dass sie möglicherweise mit PAR1 zusammenwir-

ken, um die Endothelpermeabilität zu erhöhen. PAR1 führt zu einem vorübergehenden 

Anstieg der Gefäßpermeabilität, auf den eine ebenso schnelle Wiederherstellung der 

Barrierefunktion folgt. PAR1 koppelt an die heterotrimeren G-Proteine der Gq-, 

G12/13-, Gi- und Gs-Familien (Barr et al., 1997; Hung et al., 1992). Studien zeigten, 

dass alle G-Proteine die Erhöhung der Permeabilität der Endothelbarriere vermitteln. 

Es wurde allgemein angenommen, dass Thrombin die endotheliale Permeabilität 

durch die Aktivierung von MYLK und RhoA über die Gαq- und Gα12/13-Untereinheiten 

erhöht. Gαs verbessert jedoch die Barrierefunktion durch die Erzeugung von cAMP 

(Vogel et al., 2000). Darüber hinaus haben sich dissoziierte Gβγ-Untereinheiten als 

barriereprotektiv erwiesen, indem sie die FAK-Aktivität induzieren (Knezevic et al., 
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2009). Studien deuten auch darauf hin, dass die Spingosinkinase 1 die AJs verstärkt 

und die Erhöhung der endothelialen Permeabilität durch Thrombin durch einen parakri-

nen Mechanismus umkehrt, der die Erzeugung von Sphingosin-1-Phosphat (S1P) be-

inhaltet (Tauseef et al., 2008). 

Histamin erhöht die endotheliale Permeabilität durch einen Anstieg des intrazellulären 

Kalziums und eine MYLK-Aktivierung, vermittelt aber auch eine Src-abhängige Phos-

phorylierung von AJ- und TJ-Proteinen. Umgekehrt führt Bradykinin, das über B1- und 

B2-Rezeptoren wirkt, zu einer eNOS/iNOS-abhängigen Erhöhung der Permeabilität, ob-

wohl unklar ist, ob die Nitrosylierung von Junktionsproteinen zu einer Destabilisierung 

der Barriere führt (Chavez et al., 2011). 

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) zirkuliert in hohen Konzentrationen im Blut und sendet 

Signale über den G-gekoppelten Proteinrezeptor S1P-Rezeptoren (S1PR), einschließ-

lich S1PR1, S1PR2 und S1PR3 (Thennes & Mehta, 2012). S1PR1 wird vorwiegend in 

Endothelzellen gefunden und stärkt nachweislich die Integrität der Endothelbarriere. 

Eine Arbeitsgruppe hat eine barrierezerstörende Rolle von S1PR3 nachgewiesen (Sun 

et al., 2013). Sie zeigten, dass menschliche Lungengefäß-Endothelzellen (ECs) 

S1PR3 in Mikropartikeln nach Aktivierung mit LPS oder niedermolekularem Hyalur-

onan ausscheiden. Die Exposition normaler Lungen-ECs gegenüber S1PR3-haltigen 

Mikropartikeln führte zu einer signifikanten Verringerung des transendothelialen Wi-

derstands, was mit einer erhöhten Permeabilität einhergeht. Diese Veränderungen 

wurden durch RNAi-vermittelte Abreicherung von S1PR3 in ECs abgeschwächt. Inte-

ressanterweise wurden erhöhte S1PR3-Plasmakonzentrationen mit der Mortalität bei 

Sepsis und akutem Lungenversagen in Verbindung gebracht, was darauf hindeutet, 

dass S1PR3 ein neuartiger Biomarker ist, der mit der Schwere der Erkrankung und 

dem Outcome in Verbindung steht (Sun et al., 2013). 

Langfristige Mediatoren der Permeabilität wie Endotoxin, LPS und Tumornekrosefaktor 

führen zur transkriptionellen Expression von Zytokinen und Leukozytenadhäsionsmole-

külen durch NF-κB (Mehta & Malik, 2006; Vandenbroucke et al., 2008). Die Aktivierung 

der ICAM-1-Zelloberfläche führt zur Bildung von RhoA-gesteuerten Stressfasern sowie 

zu einer erhöhten NO-Produktion, welche die erhöhte Permeabilität weiter verstärkt. Stu-

dien haben gezeigt, dass die ECs eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung der Ent-

zündungsreaktion der Lunge durch LPS spielen (Tauseef et al., 2012). LPS bindet den 
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endothelialen TLR4 über CD14, ein membrangebundenes Glycosylphosphatidyl-Inosi-

tol-verankertes Protein. TLR4 wiederum aktiviert Signalwege, die für die Bildung proin-

flammatorischer Zytokine über MyD 88 verantwortlich sind, das wiederum die NF-κB-

Signalisierung aktiviert und die proinflammatorischen Zytokine produziert. Es wurde zu-

dem gezeigt, dass TRPC6 den Ca2+-Eintritt in ECs vermittelt und zwar sekundär zur 

TLR4-induzierten DAG-Bildung, die an der Vermittlung sowohl der Störung der Lungen-

gefäßbarriere als auch der durch Endotoxin induzierten Entzündung beteiligt ist (Tau-

seef et al., 2012). 

VEGF induziert die vaskuläre Permeabilität durch mehrere Mechanismen, einschließ-

lich des AJ-Umbaus, der Induktion von Fenestrae und der Bildung von Vesikulo-Va-

kuolären Organellen (VVOs) (Weis & Cheresh, 2005). VEGF aktiviert gleichzeitig meh-

rere Signalwege, die dem VEGFR2 nachgeschaltet sind und mit der vaskulären 

Permeabilität in Verbindung gebracht werden. Dazu gehören die PLC-abhängige int-

razelluläre Kalziumfreisetzung, die Src-Kinase-vermittelte Phosphorylierung/Internali-

sierung von Junktionsproteinen, die RhoGTPase-Aktivierung, die Umstrukturierung 

des Zytoskeletts und eNOS-Effekte (Bates, 2010). In-vivo-Daten haben gezeigt, dass 

VEGF diese Effekte durch die Induktion der VE-PTP/VE-Cadherin-Dissoziation (Not-

tebaum et al., 2008) und die FAK-abhängige β-Catenin-Phosphorylierung vermittelt 

(Chen et al., 2012). Darüber hinaus wurde festgestellt, dass der T-Zell-spezifische 

Adapter TSAd für die Src-Aktivierung und die anschließende Phosphorylierung von 

junktionalen Proteinen stromabwärts von VEGFR2 essentiell ist (Sun et al., 2012). Der 

Beitrag der eNOS-Signalwege bei der VEGFR2-Aktivierung ist nach wie vor schwer 

fassbar, aber neuere Daten deuten darauf hin, dass die Nitrosylierung von β-Catenin 

durch NO ein zusätzlicher Mechanismus zur Destabilisierung IEJs sein könnte, indem 

sie die Dissoziation von β-Catenin von VE-Cadherin vermittelt (Thibeault et al., 2010). 

Angiopoeitin-2 (Ang-2) sensibilisiert das Endothel sowohl für Wachstumsfaktoren als 

auch für Entzündungsmediatoren, was die vaskuläre Destabilisierung verstärkt 

(Scharpfenecker et al., 2005). Obwohl sowohl Ang-1 als auch Ang-2 die Anhäufung von 

Tie-2 an Zell-Zell-Kontakten vermitteln, könnten eine unterschiedliche Signaltransduk-

tion ihre gegensätzlichen Auswirkungen auf die vaskuläre Stabilität erklären. Eine Ar-

beitsgruppe hat auch gezeigt, dass Ang-2 durch Tie-2-Phosphorylierung (Yuan et al., 

2009) als partieller Agonist der Tie-2-Signalübertragung wirkt und die Barrierefunktion 

nach Endothelstress verbessern kann. Die Erzeugung von Mäusen mit endothelspezifi-

scher Deletion von Ang-2 könnte laut Ziegler et al. dazu beitragen, seine physiologische 
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Rolle in vivo zu untersuchen und ein besseres Verständnis der homöostatischen Funk-

tionen von Ang-2 im Endothel zu ermöglichen (Ziegler et al., 2013). Ang2-Antikörpern 

hat in einem Sepsis-Model die LPS-induzierten hämodynamischen Veränderungen ab-

geschwächt und die Sterblichkeitsrate nach 36 Stunden von 95 % auf 61 % reduziert. 

Diese Daten weisen eindeutig darauf hin, dass die Ang2-vermittelte mikrovaskuläre Des-

integration zum septischen Schock beiträgt und legen nahe, dass die Hemmung der 

Ang2/Tie2-Interaktion während der Sepsis ein potenzielles therapeutisches Ziel darstellt 

(Ziegler et al., 2013). 

 

1.4.3 Stabilisierende Mediatoren 

Die Wiederherstellung der Barriere ist für die Aufrechterhaltung der Permeabilität und 

die Resolution nach akuten Entzündungsereignissen von entscheidender Bedeutung, 

doch das Verständnis, wie dieser Prozess auf molekularer Ebene abläuft, ist nach wie 

vor schwer zu erfassen. Im Folgenden werden einige der Vermittler der Barrierestabi-

lität und ihre bekannten Wirkmechanismen erörtert. 

Eine Erhöhung des cAMP-Spiegels verringert die vaskuläre Leckage durch die Akti-

vierung der Proteinkinase A (PKA) und des Guanin-Austauschfaktors Epac. Die Epac-

vermittelte Rap1-Aktivierung führt zu verstärkten junktionalen Adhäsionen und einer 

Reorganisation der Aktinfilamente (Cullere et al., 2005). Erkenntnisse über Rap1 deu-

ten darauf hin, dass es eine kooperative Verbindung mit VE-Cadherin hat, da beide 

die Reaktionen des jeweils anderen modulieren können. Interessanterweise kann 

Rap1 die Ausrichtung von Krev Interaction Trapped Gene 1 (KRIT-1) auf Endothelzell-

Zellverbindungen erhöhen, wodurch die Bildung von Stressfasern unterdrückt und die 

Barriere stabilisiert wird (KRIT-1 bindet bekanntermaßen an Rap1, eine Guano-

sintriphosphatase, welche die Integrität von Endothelverbindungen aufrechterhält). 

Somit könnten Defekte in der Rap1-Signalübertragung, die dem mutierten KRIT-1-Pro-

tein nachgeschaltet sind, den Verlust der vaskulären Integrität erklären, der bei zereb-

ralen kavernösen Malformationen beobachtet wird (Glading et al., 2007). 

In jüngerer Zeit wurde festgestellt, dass der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) eine 

wichtige Rolle für die AJ-Integrität spielt. Es wurde gezeigt, dass das Fehlen von FGF-

Signalen die Expression der Phosphatase SHP2 reduziert, was zu einer erhöhten 
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Phosphorylierung von VE-Cadherin führt und dessen Fähigkeit, p120 Catenin zu bin-

den, beeinträchtigt (Hatanaka et al., 2011). VE-Cadherin selbst kann die Barrierensta-

bilität beeinflussen, indem es Wachstumsfaktor-Signalwege hemmt, einschließlich 

VEGF, TGFβ und PDGF, welche die Permeabilität nach angiogenen Reaktionen för-

dern (Dejana & Giampietro, 2012). 

Ein weiterer zunehmend bedeutender und wirksamer barrierestabilisierender Faktor 

ist Sphingosin-1-phosphat (S1P). S1P vermittelt seine Wirkung auf Endothelzellen, in-

dem es S1PR1 ligiert, um die kortikale Aktinorganisation über eine Reihe von nachge-

schalteten Zielmolekülen zu induzieren, darunter Rac-1, Cortactin, FAK, Paxillin und 

Aktinin 1 und 4 (Ramchandran et al., 2008). Die Wirkung von S1P auf die Barrieresta-

bilität wurde in vivo nachgewiesen. Eine pharmakologische oder genetische Blockade 

der S1P-Signalachse führt zu einer Destabilisierung der AJs, Permeabilität und in ei-

nigen Fällen zu einer abnormen Angiogenese (Ramchandran et al., 2008). 

Ang-Rezeptoren und ihre Liganden (Ang1-4) sind entscheidende Regulatoren der va-

skulären Reifung und Ruhephase (Augustin et al., 2009). Eine der wichtigsten Fragen 

zum Verständnis der Ang-1-Signalübertragung ist, wie Ang-1 sowohl den Gefäßumbau 

als auch die Ruhephase steuern kann, indem es über denselben Rezeptor wirkt. 

Jüngste Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die Stimulation durch Ang-1 zu einer 

unterschiedlichen Lokalisierung und Signaltransdukion von Tie-2 führt, je nachdem, ob 

die Endothelzellen Zell-Zell-Kontakte haben oder nicht. Zellinteraktionen zwischen En-

dothelzellen lösen bei Ang-1-Exposition die Rekrutierung von Tie2 an Zell-Zell-Kon-

takte aus, was nach PKB-vermittelter eNOS-Phosphorylierung zu einer erhöhten Ge-

fäßstabilität führt (Fukuhara et al., 2008). 

 

1.5 Bradykinin und dessen Rezeptoren 

Bradykinin (BK) und verwandte Kinine stammen von Kininogenen ab, bei denen es 

sich um Multidomänen-Proteine handelt, die neben der BK-Sequenz auch Domänen 

enthalten, die Ca2+ und Zelloberflächen binden können, Cysteinproteinasen hemmen 

und weitere Funktionen haben (Schmaier, 2004). Ein einziges menschliches Kinino-

gen-Gen kodiert für die Produktion von hochmolekularem Kininogen (HK; 88-120 kDa) 

und niedermolekularem Kininogen (LK; 50-68 kDa) durch alternatives Spleißen. Zirku-
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lierende Kininogene werden hauptsächlich in der Leber synthetisiert. Ob vaskuläre En-

dothelzellen Kininogen produzieren, ist umstritten, aber sie können HK aus dem 

Plasma aufnehmen (Mahdi, 2004). 

Kinine (BK-verwandte Peptide) werden durch die Spaltung von Kininogenen durch En-

zyme freigesetzt, die als Kallikreine bekannt sind. Plasma-Präkallikrein ist an einer re-

ziproken Aktivierungsreaktion mit dem Hageman-Faktor (auch bekannt als Faktor XII) 

und der Einleitung der Blutgerinnung beteiligt. Gewebekallikrein (hK1) gehört zu einer 

großen Familie von zellsekretierten Zymogen. Die Substrate der anderen Familienmit-

glieder sind weitgehend unbekannt. Gewebekallikrein ist besonders in den Nieren von 

Menschen mit Salzmangel aktiv (Margolius, 1998). Bei diesen Menschen haben die 

gebildeten Kinine gefäßerweiternde und natriuretische Wirkungen. Im Zusammenhang 

mit Entzündungen scheint das Gen, das für Gewebekallikrein kodiert, stark exprimiert 

zu werden (z. B. bei entzündlichen Darmerkrankungen) (Stadnicki, 2003). BK ist ein 

positiv geladenes Nonapeptid, das erstmals in den 1960er Jahren synthetisch herge-

stellt wurde. Die Primärstruktur von BK ist in Abbildung 6 dargestellt. 

 

Abbildung 6: Struktur und der Metabolismus von Bradykinin  

Die Carboxypeptidase N wird als Kininase I und das Angiotensin-konvertierende Enzym als Kininase II bezeichnet. 
Die Carboxypeptidasen M und N spalten nacheinander die Aminosäuren vom Carboxy-Terminus des Peptids ab. Die 
Aminopeptidase P spaltet nacheinander Aminosäuren vom Amino-Terminus des Peptids ab. Angiotensin-converting 
enzyme ist eine Carboxy-Dipeptidase, die eine sequentielle Spaltung von Dipeptiden vom Carboxy-Terminus des 
Peptids bewirkt. Dipeptidylpeptidase IV spaltet Des-Arg1-Bradykinin. Zu beachten ist, dass das Angiotensin-konver-
tierende Enzym und Neprylisin die wichtigsten Proteasen sind, die Bradykinin spalten. Neprilysin ist eine Zink(II)-ab-
hängige membrangebundene Metalloprotease.  

Quelle: (Campbell, 2013). 

 

Der Kininspiegel ist sehr schwer genau zu messen, zum Teil deshalb, weil das ent-

nommene Blut alle notwendigen Komponenten enthält, um diese Peptide in vitro zu 
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erzeugen und zu zerstören (Blais Jr et al., 2000). So aktiviert beispielsweise der Kon-

takt mit Glas in Reagenzgläsern das Plasmakallikrein. Außerdem sind Kinine lokale 

Hormone (Autakoide), die nur in der Nähe ihres Entstehungsortes auf parakrine Weise 

aktiv sind, da sie in vivo über mehrere Wege sehr schnell hydrolysiert werden. Daher 

ist die BK-Konzentration im venösen Blut möglicherweise nicht biologisch relevant. Die 

besten verfügbaren Werte liegen unterhalb einer Schwellenkonzentration für biologi-

sche Aktivität (~60 pg pro ml BK im menschlichen Blut und etwas höher für immunre-

aktive des-Arg9-BK) und stammen von Antikörper-basierten Methoden (d. h. Enzym-

Immunoassays) (Blais Jr et al., 2000). 

Kinine beeinflussen Gewebe und Zellen durch Stimulation von G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren (GPCR). Zwei Typen von Kininrezeptoren-B1 und -B2 sind derzeit anhand 

einer Reihe pharmakologischer und genetischer Kriterien vollständig definiert 

(Marceau et al., 1998; Regoli & Barabé, 1980). Bradykinin-B1 und -B2 sind Trans-

membranrezeptoren, die zur Superfamilie der rhodopsinartigen GPCR gehören 

(Marceau et al., 2020). In den 1970er-Jahren führten Arbeiten von Regoli und Kollegen 

zur Identifizierung und Charakterisierung der beiden Rezeptoren, einschließlich ihrer 

pharmakologischen Profile und Expressionsmuster (Regoli et al., 1977). Der B1-Re-

zeptor ist in gesundem Gewebe im Allgemeinen nicht vorhanden, und seine Expres-

sion wird durch Verletzungen und Entzündungen induziert (Qadri & Bader, 2018). Der 

B2-Rezeptor hingegen wird ubiquitär exprimiert und ist an der Vasodilatation, Osmo-

regulation, Kontraktion der glatten Muskulatur und Aktivierung von Nozizeptoren be-

teiligt (Lau et al., 2020). B1- und B2-Rezeptoren haben sich als therapeutische Ziele 

herauskristallisiert, da sie bei entzündlichen Erkrankungen, Vaskulopathie, Neuropa-

thie, Adipositas, Diabetes und malignen Erkrankungen eine Rolle spielen (Marceau 

et al., 2020). B1- und B2-Rezeptoren können bei Krankheiten eine gegensätzliche 

Rolle spielen. Es wurden daher zahlreiche Agonisten und Antagonisten als Therapeu-

tika untersucht (Lau et al., 2020). Sowohl B1- als auch B2-Rezeptoren sind in erster 

Linie mit der Aktivierung von Phospholipase C verbunden, die eine intrazelluläre Kal-

ziummobilisierung durch Inositol-1,4,5-Triphosphat und weitere intrazelluläre Effekte 

bewirkt. Die sekundären Botenstoffe modulieren dann andere Signalprozesse (z. B. 

die Produktion von Stickstoffmonoxid oder Prostaglandin) (Rex et al., 2022). Die bio-

logische Konsequenz der B1- oder B2-Rezeptor-Aktivierung hängt vom Zelltyp ab. B1- 

und B2-Rezeptoren können sich bei der Signalgebung gegenseitig kompensieren, wie 

in verschiedenen Knockout-Modellen gezeigt wurde (Duka et al., 2008; Savard et al., 
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2013). Ein Beispiel ist die Koregulation des Blutdrucks (Duka et al., 2006). Aufgrund 

der unterschiedlichen Expressionsniveaus von B1-Rezeporen (induziert) und B2-Re-

zeptoren (konstitutiv) ist der B2-Rezeptor jedoch der Rezeptor, der die Kininreaktion 

im Körper hauptsächlich vermittelt. Dies hat einzigartige Auswirkungen auf die Ent-

wicklung von therapeutischen Wirkstoffen. 

Die in funktionellen oder Ligandenbindungsassays ermittelte Potenzreihenfolge der A-

gonisten zeigt, dass die Entfernung des carboxyterminalen Arginins für eine gute Affini-

tät zu B1-Rezeptoren unerlässlich und für die Affinität zu B2-Rezeptoren äußerst nach-

teilig ist. Die einzige natürliche Kinin-Sequenz mit einer subnanomolaren Affinität für den 

menschlichen B1-Rezeptor ist Lys-des-Arg9-BK, was darauf hindeutet, dass dieser Re-

zeptortyp mit Gewebekallikrein zusammenarbeitet, der Isoform, die das Stammpeptid 

Lys-BK erzeugt. Die Des-Arg9-Metaboliten der Kinine stammen nicht aus dem Metabo-

lismus der nativen Kinine durch ACE, sondern durch Arginin-Carboxypeptidasen, die 

kollektiv als Kininase I bezeichnet werden. Die Klassifizierung der Rezeptoren nach den 

Agonisten, die sie aktivieren, wurde mit Antagonisten validiert (Stewart, 2004). 

Kinine sind potente (subnanomolare), kurzlebige (30 Sekunden oder weniger) Media-

toren (Marceau et al., 1998; Regoli & Barabé, 1980). Exogenes BK, das in menschli-

ches oder tierisches Gewebe injiziert wird, erzeugt die klassischen Anzeichen einer 

Entzündung: Rötung, lokale Erwärmung, Schwellung und Schmerz. Die Identität der 

wichtigsten Zielzelltypen für Kinine erklärt dieses Profil: Die Rötung und die lokale Er-

wärmung werden durch die lokale endothelabhängige Vasodilatation bestimmt. Die 

Stimulierung der Endothelzellen führt auch zu einer erhöhten mikrovaskulären Perme-

abilität, die zur Exsudation von proteinreicher Flüssigkeit aus dem Blutkreislauf 

(Schwellung/Ödem) beiträgt. Nicht-myelinisierte afferente Neuronen besitzen eben-

falls Rezeptoren für Kinine, was die Fähigkeit dieses einfachen Peptids erklärt, direkt 

Schmerzen zu erzeugen und Reflexreaktionen des autonomen Nervensystems aus-

zulösen (Pirahanchi & Sharma, 2022). Es ist nicht klar, ob Leukozyten wichtige Ziel-

zellen für Kinine sind, insbesondere beim Menschen. BK bewirkt die Kontraktion ver-

schiedener Arten von glatten Muskelzellen, darunter kleinen Bronchien und des 

Dickdarms und der Harnblase. Verschiedene andere Zelltypen werden mehr oder we-

niger von Kininen beeinflusst (wie Enterozyten, Fibroblasten, quergestreifte Muskeln 

und Kardiomyozyten), aber die medizinische Bedeutung dieser Befunde ist noch nicht 

ausreichend geklärt (Bennett, 2007). 
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Die meisten zirkulatorischen Wirkungen von BK-verwandten Peptiden werden durch 

die Stimulierung von Endothelzellen bestimmt, aus denen unter dem Einfluss von Ca2+-

sensitiven enzymatischen Kaskaden sekundäre Mediatoren freigesetzt werden, wel-

che die glatte Gefäßmuskulatur beeinflussen (Marceau et al., 1998; Regoli & Barabé, 

1980). Die BK-induzierte Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) aus den Endothel-

zellen, die mit einem anschließenden Anstieg von zyklischem GMP in den glatten Ge-

fäßmuskelzellen verbunden ist, wurde in einer Reihe von Versuchen dokumentiert 

(Marceau et al., 1998; Regoli & Barabé, 1980). Prostaglandin I2 (Prostazyklin) ist ein 

weiterer sekundärer Mediator, der häufig als Folge der Kininwirkung aus dem Endothel 

freigesetzt wird und die Produktion von zyklischem AMP in den Zellen der glatten Mus-

kulatur bestimmt. Es werden auch andere Mechanismen der endothelabhängigen Va-

sorelaxation vermutet, wie z. B. die endothelabhängige Hyperpolarisation der glatten 

Muskelzellen. Dies ist wahrscheinlich auch der Hauptmechanismus, der an der BK-

induzierten Relaxation isolierter menschlicher Koronararteriolen beteiligt ist (Baten-

burg et al., 2004). 

Es gibt zahlreiche Belege dafür, dass B1-Rezeptoren in normalem Gewebe in der Re-

gel nicht vorhanden sind, aber nach einigen Arten von Verletzungen schnell induziert 

werden (Christiansen, 2002; Marceau et al., 1998; Passos, 2004; Souza, 2004). Die 

Expression des entsprechenden Gens wird nachweislich durch Zytokine und einige 

zelluläre, stressbedingte mitogen-aktivierte Protein (MAP)-Kinase-Wege und Tran-

skriptionsfaktoren wie den Nuklearfaktor-κB (NF-κB) gesteuert. Beispielsweise werden 

B1-Rezeptoren in der Immunpathologie und während einer Sepsis hochreguliert, sind 

aber in physiologischen Situationen nicht auffällig, mit möglichen Ausnahmen in Ver-

bindung mit bestimmten Geweben und Tierarten (Bennett, 2007). Die zeitabhängige 

Induktion des B1-Rezeptors könnte als Mechanismus zur Verstärkung der Gewebe-

wirkung von Kininen angesehen werden, da dieser Rezeptortyp im Allgemeinen in den-

selben Zelltypen wie der B2-Rezeptor exprimiert wird, ähnliche Signalwege rekrutiert, 

aber weniger empfindlich auf Desensibilisierung reagiert und biologische Aktivität auf 

relativ häufig vorkommende Metaboliten überträgt. Die Resistenz des B1-Rezeptors 

gegenüber einer Desensibilisierung könnte darauf zurückzuführen sein, dass dieses 

Molekül im Gegensatz zum B2-Rezeptor nach einer Agonistenstimulation weder phos-

phoryliert noch internalisiert wird (Blaukat, 1999). Ein fluoreszierendes Proteinkonjugat 

des B2-Rezeptors ermöglichte die Visualisierung der agonistisch induzierten Endozy-
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tose der Liganden-Rezeptor-Komplexe, auf die ein umfassendes Recycling der Re-

zeptoren an der Zelloberfläche folgte (Bachvarov, 2001). Lys-des-Arg9-BK induziert 

eine Kondensation von fluoreszierenden B1-Rezeptoren an der Zelloberfläche zu Li-

pid-Raft-verwandten Aggregaten, die mit der Plasmamembran assoziiert bleiben 

(Sabourin et al., 2002). Die Bedeutung dieser neuen Form der Anpassung ist nicht 

ganz klar.  

In Bezug auf den Metabolismus sind mehrere Stoffwechselwege für Kinine bekannt. 

ACE hydrolysiert ein carboxyterminales Dipeptid von BK und ein Tripeptid von des-

Arg9-BK, was zu Fragmenten führt, die an beiden Rezeptortypen inaktiv sind. Die re-

lative Bedeutung des Kininase-I-Wegs im Blut und Kreislauf ist wahrscheinlich gering 

(Blais Jr et al., 2000). Endothel-gebundene Enzyme wie ACE und neutrale Endopep-

tidase haben wahrscheinlich eine größere Bedeutung. 

 

1.6 Ziel der Studie 

Die aufgeführte Evidenz aus dem Eingangskapitel verdeutlicht, dass nicht-allergische 

Angioödeme eine bekannte Nebenwirkung von ACEI, z. B. Captopril und Angiotensin-

II-Typ-1-Rezeptorblockern wie Losartan sind ( ONTARGET Investigators et al., 2008). 

Neben der Behandlung von Bluthochdruck und Herzinsuffizienz mit verminderter Aus-

wurffraktion, linksventrikulärer Dysfunktion, Diabetes einschließlich Nephropathie und 

Schlaganfall werden diese Medikamente weltweit zur Behandlung von vielen Millionen 

Patienten eingesetzt (Schmieder et al., 2007). 

RAAS-Blocker verursachen häufig nicht-allergische Angioödeme, die übersehen oder 

fehldiagnostiziert werden, obwohl sich diese Erkrankung zu einem ernsten, lebensbe-

drohlichen Zustand entwickeln kann, wenn beispielsweise Schwellungen im Kehlkopf-

bereich auftreten (McMurray et al., 2014). Während intestinale Manifestationen von 

nicht-allergischen Angioödemen, die durch ACEi verursacht werden, beschrieben wur-

den (Palmquist & Mathews, 2017), treten die meisten RAAS-Blocker-induzierten Fälle 

im oberen Aerodigestivtrakt auf. Infolge solcher Schwellungen ist häufig eine Notfall-

behandlung erforderlich. Es wurde auch von tödlichen Fällen berichtet (Atalay et al., 

2015; Dean et al., 2001; Oike et al., 1993; Ulmer & Garvey, 1992). Aufgrund der häu-

figen Anwendung von RAAS-Blockern und der hohen Inzidenz von nicht-allergischen 

Angioödemen im Zusammenhang mit diesen Arzneimitteln ist in Deutschland mit etwa 
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35 000 Fällen pro Jahr zu rechnen. Eine evidenzbasierte Diagnostik fehlt derzeit (Bas 

et al., 2010), so dass wahrscheinlich viele Fälle unerkannt bleiben. 

Die Pathophysiologie des durch ACE-Hemmer induzierten nicht-allergische Angioödem 

wird hauptsächlich durch die von ACE-Hemmern resultierende erhöhte Bradykinin-indu-

zierte Aktivierung von vaskulären Bradykinin-Rezeptors Typ II (B2) vermittelt (Bas et al., 

2007), wobei die spezifischen nachgeschalteten Signalwege unklar sind. Ein wichtiger 

Faktor für die Unklarheit der nachgeschalteten Signalwege ist die Schwierigkeit einer 

direkten und genauen Messung der Plasma-Bradykinin-Konzentrationen an Probanden 

mit nicht-allergischem Angioödem. Zum einen kommt es nach einer Venenpunktion zu 

einer Kontaktaktivierung über Faktor XII und somit zur Aktivierung von Kallikrein und 

schließlich zur Bildung von Bradykinin (Kaplan & Joseph, 2014) und zum anderen wird 

Bradykinin durch mehrere Proteasen einschließlich Aminopeptidase P, neutrale Endop-

eptidase, Carboxypeptidase N und Dipeptidylpeptidase IV abgebaut. Die Aktivität dieser 

Proteasen während der Blutentnahme ist schwierig zu kontrollieren. Ausserdem ist die 

Konzentration von Bradykinin im Kreislauf sehr gering und schwierig zu messen (Nuss-

berger et al., 1998, 2002). Weiterhin muss berücksichtigt werden, dass lokale Konzent-

rationen von Bradykinin in Angioödem-Gewebe erheblich von Konzentrationen in venö-

sem Blut abweichen können (Nussberger et al., 1999).  

Im Hinblick auf die dargestellte Evidenz war das Ziel dieser Dissertation zu untersu-

chen, ob die Aktivierung von B2-Rezeptoren durch endogenes Bradykinin zur physio-

logischen Extravasation beiträgt und welche spezifischen nachgeschalteten Signal-

wege an der Bradykinin-induzierten dermalen Extravasation beteiligt sind. Diese 

Ergebnisse könnten ein neues Licht auf die Annahme werfen, dass die Behandlung 

mit einem Angiotensin-Converting-Enzym-Hemmer zu einer Veränderung der vasku-

lären Barrierefunktion führt, die für ein nicht-allergisches Angioödem prädisponiert.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Puffer und Lösungen 

Alle Medien, Enzyme und Puffer sowie Antibiotika, die für die Experimente benutzt 

wurden, stammten von der Firma GIBCO Life Technology (Karlsruhe). Sämtliche Che-

mikalien und Lösungsmittel wurden in bester verfügbarer Qualität von den Firmen 

Sigma-Aldrich (München), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Zur Her-

stellung der Puffer und der Lösungen wurde demineralisiertes und frisch destilliertes 

Wasser eingesetzt. 

Die Zusammensetzung der genutzten Puffer und Lösungen war wie folgt: 

 TE-Puffer:  

10 mM Tris 

1 mM EDTA 

pH 8,0 

 10x TBE-Puffer: 

890 mM Tris 

89 mM Borsäure  

20 mM EDTA 

 TAE-Puffer:  

40 mM Tris  

0,1 % Essigsäure  

10 mM EDTA  

pH 8,0  

 DNA-Auftragspuffer: 

50 % Glycerin 

50 mM EDTA 

0,1 % Bromphenolblau 

ad 50 ml 10x TBE-Puffer 

 Puffer für Membranpräparationen 

150 mM Tris-HCL 

2 mM PMSF 
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2 mM EDTA 

2 mM EGTA 

Proteaseinhibitoren: 10 µg ml-1 Antipain, Aprotinin, Leupeptin und Benzamidin 

pH 7,4 

 Lysispuffer für Proteine aus Organen: 

5 mM Tris  

1 mM EDTA 

1 mM EGTA  

2,5 mM Na2P2O4 

1 mM β-Glycerolphosphat 

1 mM Na3VO4 

5 mM NaF 

1 mM PMSF 

Proteaseinhibitoren: 10 µg ml-1 Antipain, Aprotinin, Leupeptin und Benzamidin 

pH 7,6 

 Bradford-Reagenz: 

0,02 % Coomassie Blue G 250 

10 % v/v Phosphorsäure 

5 % v/v Ethanol 

 4x Trenngelpuffer, pH 8,8 

150 mM Tris-HCl 

0,4 % SDS 

pH 8,8 

 Sammelgelpuffer 

250 mM Tris-HCl 

0,2 % SDS 

pH 6,8 

 SDS-Probenpuffer 

50 mM Tris 

2 % SDS 

10 % Glycerin 

0,005 % Bromphenolblau 

 10x SDS-Laufpuffer 
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250 mM Tris-HCl 

1,92 mM Glycin 

1 % SDS 

pH 8,6 

 TBST-Puffer 

20 mM Tris 

150 mM NaCl 

0,1 % (v/v) Tween 20 

pH 7,6 

 Lysispuffer für Mausschwanzspitzen 

50 mM Tris 

100 mM EDTA 

100 mM NaCl 

1 % SDS 

pH 8,0 

 Western-Blotting-Puffer 

25 mM Tris 

200 mM Glycin 

20 % (v/v) Methanol 

 Stripping-Puffer 

5 mM Tris 

2 % SDS 

0,75 % ß-Mercaptoethanol 

 Saliner Phosphat-Puffer (PBS = Phosphate Buffered Saline) 

140,0 mM NaCl 

10,0 mM Na2HPO4 x 2H2O 

2,7 mM KCl 1,8 mM KH2PO4 

 Coomassie Gel-Färbung 

Lösung 1: 0,2 % Coomassie Brilliant Blue G 250, 90 % Ethanol 

Lösung 2: 20 % Essigsäure 

Fixierlösung: 40 % Ethanol 

Entfärbungslösung: 20 % Ethanol 

10 % Essigsäure 
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 Krebs-HEPES-Puffer 

99 mM NaCl 

4,69 mM KCl 

1,87 mM CaCl2 

1,2 mM MgSO4 

25,0 mM NaHCO3 

1,03 mM K2HPO4 

20 mM Na-HEPES 

11,1 mM Glucose 

pH 7,4 

 

2.2 Versuchstiere 

Die nachfolgend beschriebenen Tierversuche wurden entsprechend § 8 des Tier-

schutzgesetzes vom 18. Mai 2006 beantragt und von der Bezirksregierung Düsseldorf 

genehmigt (AZ 50.05-230-3-65/99, AZ 50.05-230-3-94/00, AZ 50.05-230-18/06, AZ 

84-02.04.2012.A194, AZ 84-02.04.2016.A114). Als Versuchstiere wurden männliche 

Mäuse des Inzuchtstammes C57Bl/6 verwendet. Sie wurden von der Firma JANVIER 

LABS (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) bezogen oder stammten aus der eigenen 

Zucht der Tierversuchsanlage (ZETT, UKD Düsseldorf). Neben diesen Wildtyp-Tieren 

wurden auch transgene Tiere mit endothelspezifischer Überexpression des Bradyki-

nin-Rezeptors Typ II (B2tg) verwendet. Die verwendeten Versuchstiere waren männ-

lich, 1012 Wochen alt und hatten ein Gewicht von 22–25 g. Alle Mäuse, außer den 

extern bezogenen, wurden in der Tierversuchsanlage in einem speziellen pathogen-

freien Bereich (SPF) geboren. Die Haltung und Zucht der Tiere erfolgten unter stan-

dardisierten Bedingungen wie Raumtemperatur 20 °C und einer relativen Luftfeuchtig-

keit von 55 % ± 5 %. Alle Tiere wurden in einem 12-stündigen Hell-Dunkel-Rhythmus 

durch Kunstlicht in der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

gehalten und hatten freien Zugang zu keimfreien Trinkwasser pH 3 ad libitum und pel-

letiertem Trockenfutter. Die Tiere standen unter tierärztlicher Kontrolle und wurden re-

gelmäßig auf Infektionen und anderen Erkrankungen kontrolliert. Eine Voraussetzung 

für die Durchführung aller Versuche war ein einwandfreier körperlicher Zustand (Kör-

pergewicht, Fell, Augen, Vibrissen) der Tiere. Alle Tiere wurden vor Einschluss in die 

Studie nochmals genotypisiert. Bei der Durchführung der Versuche wurde außerdem 
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die Richtlinie „Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” des US National 

Institute of Health beachtet ( National Research Council (US) Committee for the Up-

date of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011). 

 

2.2.1 Fütterungsversuche 

In einigen Experimenten wurden die Mäuse per oral (p.o.) mit NG-Nitro-l-Arginin (L-

NA, 100 mg∙kg-1 KG) für 7 Tage, gefolgt von einer kombinierten Behandlung mit L-NA 

(100 mg∙kg-1 KG, Sigma-Aldrich, München) und Diclofenac (10 mg∙kg-1 KG, Sigma-

Aldrich, München) für weitere 4 Tage gefüttert. Das Trinkwasser wurde täglich ausge-

tauscht. 

 

2.2.2 B2tg und ihre Genotypisierung 

Um den Einfluss des Bradykinin-Rezeptors Typ II (B2) auf die arzneimittelinduzierte 

Extravasation zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit außerdem transgene 

Mäuse verwendet. Folgende transgene Mäuse wurden während der Forschungsarbeit 

untersucht: 

 B2tg (endothelspezifische Bradykinin-Rezeptor Typ II (B2) Überexprimierung) 

 B2n (transgennegatives Geschwistertier) 

Zur Generierung der neuen transgenen Linie mit endothelspezifischer Überexpression 

des B2-Rezeptors wurde die etablierte Plattenepithel-Karzinomzelllinie UDSCC 2 

(squamosus carcinoma cells, HNO-Klinik, HH-Universität Düsseldorf) verwendet, die 

den Bradykinin-Rezeptor Typ II (B2) exprimiert. Das daraus verwendete Genkonstrukt 

ist aus dem B2-Rezeptor aufgebaut, der unter Kontrolle des murinen Tie-2-Promotors 

steht und einem 10 kbp großem Fragment des ersten Introns des Tie-2-Gens (Tie-2- 

Enhancer), der für die endothelspezifische Expression in adulten Mäusen wichtig ist. 

Die Generierung der B2tg, ist in der Arbeit von Dr. rer. nat. Vu Thao-Vi Dao ausführlich 

beschrieben (Dao, 2011). Die transgene B2-Rezeptor-Mauslinie (B2tg) einschließlich 

ihrer transgenen negativen Wurfgeschwister (B2n) wurden über 10-mal auf den 

C57BL/6 Hintergrund zurückgekreuzt. 
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2.2.2.1 Genomische DNA-Isolierung aus der Schwanzspitze 

Für die Isolierung genomischer DNA wurden Schwanzspitzen dreiwöchiger Versuchs-

mäuse verwendet. Hierfür wurde die Schwanzspitze mit 750 µl Lysispuffer (s. 2.1) und 

17,5 µl Proteinase K QIAGEN® (0,5 mg∙ml-1) versetzt. Zur kompletten Lyse aller Pro-

teine wurde das Gemisch 16 Stunden lang über Nacht bei 56 °C inkubiert. Der Zusatz 

von 250 μl einer 6 M NaCl-Lösung und einer darauffolgenden Schüttel-Inkubation von 

5 min dienten zur Proteindenaturierung. Anschließend wurde der Ansatz für 15 min bei 

Raumtemperatur und 13.000 xg zentrifugiert. Durch Zugabe von 500 µl kaltem (–

20 °C) absolutem Ethanol und einer nachfolgenden Zentrifugation für 30 min bei 

13.000 xg und 4 °C wurde die DNA gefällt. Der Überstand wurde verworfen und das 

Pellet mit 750 µl kaltem 70 %igem Ethanol gewaschen. Zur Abtrennung des Ethanols 

wurde anschließend für 5 min bei 13.000 xg und 4 °C zentrifugiert. Nach Verwerfen 

des Überstandes wurde das Sediment bei Raumtemperatur vollständig getrocknet, in 

80 μl TE-Puffer (s. 2.1) aufgenommen und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. 

 

2.2.2.2 DNA-Konzentrationsbestimmung 

Die DNA-Konzentration und Reinheit wurde mithilfe des BioPhotometers (Eppendorf, 

Hamburg) bei einer Wellenlänge von A260 nm UV-spektrophotometrisch bestimmt. 

Die DNA-Reinheit wurde mittels des Quotienten der Absorption bei A260 und A280 nm 

überprüft. Um eine Verunreinigung auszuschließen, sollte der Wert von ca. 1,8 nicht 

unterschritten werden. Die Lagerung der isolierten DNA erfolgte bis zur weiteren Ver-

wendung bei –20°C. 

 

2.2.2.3 Genotypisierung transgener Mäuse mittels PCR 

Zur Genotypisierung und Bestätigung der transgenen Mauslinie B2tg wurde die PCR-

Methode mit genomischer DNA (s. 2.2.2.1) durchgeführt. Die Primer wurden derart 

gewählt, dass der sense-Primer im artifiziellen Tie-2-Promotor-Konstrukt und der anti-

sense-Primer in humanen B2-Rezeptor-DNA bindet (Abbildung 7).  



57 

sense antisense 

Tie-2-Promotor humaner B2- Rezeptor 

498 bp 

 

 

 

Abbildung 7: Schema des transgenen Konstruktes der Genotypisierungs-PCR. 

Die Primer wurden so gewählt, dass der sense-Primer im Tie-2-Promotor und der antisense-Primer in der humanen 
B2-Rezeptor DNA bindet. Das Produkt hat eine Größe von 498 Basenpaaren. 

 

Auf diese Weise wird nur aus der DNA transgen-positiver Mäuse (B2tg, Abbildung 8) 

ein Reaktionsprodukt erhalten, da eine entsprechende DNA-Kombination in Wildtyp-

Mäusen nicht vorkommt. Dabei wurden als Primerpaar Sense: 5´-

AACAAGAGCGAGTGGAC-3´ und Antisense: 5´- CCAAAGAGCCAGTCGAAGTT-3´ 

ausgewählt. Die transgenspezifische PCR erfolgte mit etwa 100-200 ng genomischer 

DNA, 0,4 μM Primerkonzentration und dem Mastermix 2,5 x’ (Eppendorf, Hamburg) 

unter folgenden Bedingungen: 

1. Initiale Denaturierung: 94°C, 3 min 

2. Denaturierung: 94°C, 30 sec 

3. Annealing: 60°C, 30 sec 

4. Elongation: 72°C, 30 sec 

5. Die Schritte 2 bis 4 werden 35 mal wiederholt. 

 

2.2.2.4 DNA-Elektrophorese  

Die erfolgreiche Amplifikation der DNA-Sequenz wurde anschließend mittels Gelelekt-

rophorese überprüft, indem die DNA nach ihrer Größe aufgetrennt wird. Hierbei wer-

den Größe und Masse durch Vergleich mit DNA-Strängen bekannter Größe vergli-

chen. Dabei wurde das Agarosepulver durch kurzes Aufkochen in einem 

Elektrophoresepuffer (TAE-Puffer s. 2.1) gelöst. Nach Zugabe von 0,5 µl ml-1 Ethidi-

umbromid und befüllen der Gelelektrophoresekammer bildete sich ein Gel durch Ab-

kühlen. Je nach DNA-Fragmentgröße werden unterschiedliche Gelkonzentration (0,5 

und 3 % (m/V)) verwendet. Je kleiner die DNA-Fragmentgröße, desto höher muss die 
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Konzentration des Agarosegels ausgewählt werden. Die Moleküle werden nach ihrer 

Größe durch das Gel getrennt. Je stärker das Molekül zurückgehalten wird, desto grö-

ßer ist die Größe des Moleküls. Vor der Elektrophorese wurde die amplifizierte DNA 

mit DNA-Auftragspuffer (s. 2.1) im Verhältnis 1:1 gemischt und in die Geltaschen des 

2 %-igen Agarosegels aufgetragen. Um die DNA-Fragmentgröße einordnen zu kön-

nen, wurde eine 100- oder 1000-Basenpaarleiter (Invitrogen, Karlsruhe) als Größen-

standard mit aufgetragen. Die DNA-Elektrophorese fand in einer Kammer von Bio–

Rad (München, 90 V, 30 min) statt. Nach ca. 30 min waren die DNA-Fragmente deut-

lich aufgetrennt. Um die fluoreszierenden Banden detektieren zu können, erfolgte die 

Auswertung im UV-Transilluminator bei 254 nm UV-Licht und wurde fotographisch do-

kumentiert. 

 

 

        

Abbildung 8: A Eine B2tg Maus mit endothelspezifischer Überexprimierung des B2-Rezeptors. B Ein Beispielgel als 

Abbildung für die Mauslinie (B2tg) 

 

2.2.3 Präparation der Tiere und Entnahme der Organe 

Zwecks Organentnahme wurden die Versuchstiere durch eine 30-sekündige CO2-In-

halation euthanasiert, so dass kein Lidreflex mehr bestand. Krebs-Hepes-Puffer fand 

als Standard-Präparationspuffer für die nachfolgenden Schritte Verwendung. Nach 

Entfernung des Fells wurden die Mäuse auf einem Präparationstisch fixiert (Abbil-

dung 9 A). Der Thorax wurde durch Trennung des Corpus sterni und der Rippen ge-

öffnet, sodass das Herz frei lag (Abbildung 9 B). Zur Vorbereitung der Organent-

nahme wurden die Organe durch den rechten Herzventrikel mithilfe einer 23G-Kanüle 

(0,6 mm Durchmesser) mit 100 µl Heparin (Ratiopharm, Ulm, 5000 U ml-1) durchspült. 

A B 
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Die Lungenflügel und das Herz wurden entfernt und vorübergehend in kaltem Krebs-

Hepes-Puffer überführt. Um die Aorta zu isolieren, wurde die Bauchhöhle weiter geöff-

net, der gesamte Darm zur rechten Körperhälfte verschoben und die Bauchöffnung in 

Krebs-Hepes-Puffer getränkt. Anschließend wurde mit einer Schere die Aorta vom 

Aortenbogen bis zur Abzweigung im Beckenbereich entnommen und in Krebs-Hepes-

Puffer vorsichtig mit einer Pinzette und einer Schere von anhaftendem Fett- und Bin-

degewebe isoliert. Zuletzt wurde die Aorta langsam durchspült, um das im Lumen vor-

handene Blut zu entfernen. Damit die Endothelzellschicht unversehrt blieb, musste da-

rauf geachtet werden, dass die Aorta während der Präparation nicht allzu stark 

gestreckt oder gedrückt wurde. Für Organbadversuche wurde die Aorta in 5 mm breite 

Ringe geschnitten. Als Kontrollversuch für die Organbadversuche wurde einer der Aor-

tenringe behutsam mit einem dünnen Holzstäbchen durch mehrmaliges Reiben das 

Endothel entfernt. Für die Weiterverarbeitung zur Protein-Isolierung wurden die Organ-

stücke in Krebs-Hepes-Puffer gewaschen, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

bis zur weiteren Verwendung bei –80 °C gelagert. Die Organe, die zur RNA-Isolierung 

dienten, wurden in der RNA Later-Lösung® (Ambion, Darmstadt) bei –80 °C aufbe-

wahrt. 

 

 

Abbildung 9: Euthanasierte C57BL/6-Maus A. vor und B. nach Entfernung des Brustfells zur Vorbereitung der Or-

ganentnahme 
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2.3 Präparation und Analyse von Proteinen 

Die Analyse der Proteinexpression erfolgte mittels der Western-Blot-Methode. Die Un-

tersuchung der Expression des B2-Rezeptors erfolgte in der Lunge als auch der Aorta 

transgener Versuchstiere und C57BL/6. 

 

2.3.1 Proteinisolierung aus Geweben der Maus 

Für die Herstellung von Homogenaten und Isolierung der Proteinfraktionen wurde das 

bei –0 °C gelagerte Gewebe (Lunge, Aorta) in einem in Stickstoff getränkten Metall-

mörser pulverisiert und umgehend in eisgekühlten Lysispuffer für Proteine (s. 2.1) auf-

genommen. Daraufhin wurde mittels eines Mikrogewebe Handhomogenisators (Neo-

lab, Heidelberg), die zuvor in Lysispuffer aufgenommenen pulverisierten Organe, 

dispergiert und auf Eis für 10 min beschallt (50 Hz). Fraktionen, in denen die memb-

ranständigen Proteine untersucht werden sollten, wurden anschließend bei 100 × g 

und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und mit äquiva-

lenten Mengen eines 150 mM Tris-HCL-Puffers für Membranpräparationen bei 

20.000 ×g für 20 min unter 4 °C zentrifugiert. Zur Abtrennung der membranären Be-

standteile von der zytosolischen Fraktion wurde schließlich das Pellet in RIPA-Puffer 

(s. 2.1) für 20 min bei 4 °C extrahiert und bei 20.000  ×g für 20  min bei 4 °C zentrifu-

giert. Für eine mehrfache Detektion der Proteine wurden die Überstände aliquotiert 

und bei –80 °C eingefroren. 

 

2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Die Bradford-Methode ist eine photometrische Messung. Die quantitative kalorimetri-

sche Methode nach Marion Bradford diente der Bestimmung der Proteinkonzentration 

von Organlysaten (Bradford, 1976). Durch Komplexbildung mit Proteinen wird der 

Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 (Biorad, München) in saurer Lösung von sei-

ner ungebundenen (kationischen) rotbraunen Farbe in seine blaue unprotonierte (an-

ionische) Sulfonatform überführt und stabilisiert. Der Farbstoff bindet dabei unspezi-

fisch an kationische und unpolare hydrophobe Seitenketten der Proteine. Daraufhin 
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verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 470 nm (rotbraun) auf 595 nm (blau). 

Dabei ist die Zunahme der Absorption bei 595 nm proportional zu der Menge an ge-

bundenem Farbstoff und somit auch zu der Proteinkonzentration in der Probe. Für eine 

Kalibrierung zur Konzentrationsmessung wurde Bovines Serumalbumin (BSA, Sigma, 

München) verwendet. Zur Erstellung einer BSA-Eichgeraden wurden Konzentrationen 

von 10 μg∙ml-1 bis 140 μg∙ml-1 in 5 mM Tris (pH 7,6) verwendet (Abbildung 10). Es 

wurden unterschiedliche Verdünnungen der Proteinlösungen hergestellt. Die Vermes-

sung der Proteinmischung (100 μl Proteinlösung mit 400 μl Bradford-Reagenz, s. 2.1) 

erfolgte in Standard-VIS-Küvetten (Sarstedt, Nümbrecht) und bei 595 nm im Spekro-

photometer (DU 640 Spekrophotometer; Beckman, Krefeld). Die verwendete Kontrolle 

war eine Mischung aus 100 μl Tris mit 400 μl Bradford-Reagenz. Nur die Verdünnun-

gen, die im mittleren Bereich der Kalibriergeraden (Abbildung 10) lagen, fanden zur 

Berechnung der Proteinkonzentration Verwendung. Das Hintergrundrauschen wurde 

vor Beginn der Messreihe mit einem Blank von 100 μl Tris und 400 μl Bradford-Rea-

genz eliminiert. 

 

 

Abbildung 10: Beispiel einer Bovines Serumalbumin (BSA)-Kalibrierkurve zur Bestimmung der Proteinkonzentration 

von Organlysaten in der Maus.  

Die Kalibriergerade ließ sich mittels linearer Regression bilden. Es wurden unterschiedliche Verdünnungen der Pro-
teinfraktionen (10 μg∙ml-1 bis 140 μg∙ml-1 in 5 mM Tris (pH 7,6)) gemessen. Zur Berechnung wurden diejenigen Ver-
dünnungen verwendet, die sich im mittleren Bereich der Kalibriergeraden befanden. 

 

2.3.3 Western Blot 

Mittels der Western-Blot-Methode erfolgte die Analyse der Proteinexpression in ver-

schiedenen Gewebelysaten, die von Towbin im Jahre 1979 erstmalig publiziert wurde 
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(Towbin et al., 1979). Dabei wird ein Proteingemisch mithilfe einer Gel-Elektrophorese-

technik auf einer Gelmatrix entsprechend ihrer Größe aufgetrennt. Anschließend wer-

den die separierten Proteinbanden auf eine Trägermembran (Western-Blot) durch Blot-

ting übertragen und über eine Antikörperbindung und Detektion direkt nachgewiesen.  

 

2.3.3.1 SDS-Page 

Das Verfahren erfolgte nach dem Prinzip der denaturierenden, diskontinuierlichen 

„Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis“ kurz SDS-Page (Maizel 

et al., 1970). Für die Elektrophorese wurde das Gel durch radikalische Polymerisation 

aus Acrylamid und N,N′-Methylenbisacrylamid (im Verhältnis 37,5:1) hergestellt, wobei 

N,N´-Methylenbisacrylamid zur Quervernetzung diente. TEMED (Tetramethylethylen-

diamin, Polymerisierungskatalysator) sowie APS (Ammoniumperoxodisulfat, Radikal-

starter) waren Starter der Vernetzung. Die Porengröße der Gelmatrix wurde durch die 

Konzentration des Acrylamids und des Bisacrylamids bestimmt. Mit steigender Ac-

rylamid Konzentration nahm die Porengröße ab. 

 

2.3.3.2 Western-Blot-Protokoll 

Das Gel bestand aus einem engporigem Trenngel (10 % Acrylamid/Bisacrylamid 37, 

5:1, pH 8,8), über das eine schmale Schicht weitporiges Sammelgel (4,5 % Ac-

rylamid/Bisacrylamid 37,5:1, pH 6,8) gegossen wurde. Letztere diente der Einwande-

rung der Proteingemische in das Trenngel, um einen gleichmäßigen Start des Laufs 

durch das Trenngel zu gewährleisten. Die Elektrophorese fand in einer mit SDS-Lauf-

puffer (s. 2.1) gefüllten Elektrophoresekammer der Firma Bio-Rad (München) mit zwei 

Gelen statt. Die eingefrorenen Probenlysate wurden langsam auf Eis aufgetaut und 

mit 1:1 SDS-Probenpuffer-Gemisch (440 µl SDS-Probenpuffer, 60 µl Marcaptoethanol 

und einer Pipettenspitze Bromphenolblau, s. 2.1) versetzt. Die zu untersuchenden Pro-

teine wurden bei 95 °C für 5 min hitzedenaturiert und in die entsprechenden Vertiefun-

gen des Sammelgels mit jeweils 20 bis 80 µg Gesamtproteinmischung beladen. Bei 

jeder Proteintrennung diente als Molekulargewichtmarker ein farbmarkierter Protein-

Größenstandard (Precision Plus, Bio-Rad, München). Für die Stapelung der Proteine 

https://de.wikipedia.org/wiki/Gelelektrophorese
https://de.wikipedia.org/wiki/Gelelektrophorese
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wurden anfänglich 90 Volt angelegt. Sobald die Proben die Trennzone zwischen Sam-

melgel und Trenngel erreichten, wurde die Spannung auf 150 Volt erhöht. Die Tren-

nung der Proteine wurde beendet, sobald die Bromphenolblau-Front vom Gel abge-

laufen ist. 

 

2.3.3.3 Proteintransfer auf die Nitrocellulose-Membran 

Die nach Molekülgröße aufgetrennten Proteine wurden mithilfe einer Blotting Appara-

tur (Bio-Rad, München) bei 90 V über 90 min in eiskaltem Western-Blotting-Puffer 

(s 2.1) geblottet. Dabei wurden die Proteine auf eine zuvor mit PBS aktivierte Nitro-

celullose-Membran (Porengröße 0,4 μM; Millipore, Schwalbach) transferiert (Abbil-

dung 11). Während der Prozedur wurde die Apparatur durchgehend mit Eisakkus ge-

kühlt. 

 

 

Abbildung 11: Sandwich-Verfahren zum Proteintransfer auf die Nitrocellulose-Membran  

Die aufgetrennten Proteine wurden mithilfe einer Blotting-Apparatur (Bio-Rad, München) bei 90 V geblottet. Dabei 
wurden die Proteine auf dem Gel auf eine zuvor mit PBS aktivierte Nitrocelullose-Membran (Porengröße 0,4 μM; Mil-
lipore, Schwalbach) mittels eines Sandwich-Verfahren transferiert. 
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2.3.3.4 Antikörperdetektion 

An der Luft wurde die Membran getrocknet und in PBS aktiviert. Die Membran wurde 

in zwei Teilen geschnitten wobei der untere Abschnitt zur Standardisierung auf eine 

Ladekontrolle (Anti-Actin und Anti-GAPDH, Sigma-Aldrich, München) diente. Um un-

spezifische Bindungsstellen zu blocken, wurden die Membranen in einer einstündigen 

Inkubation mit 10 ml Odyssey®-Blocking Puffer (Licor Biosciences, Bad Homburg) und 

PBS (1:1) geschwenkt. Für die Detektion spezifischer Bindungsstellen wurden die 

Membranen nach dem Blocken mit PBST (3 mal, 5 min) gewaschen und mit dem Er-

stantikörper (s. Tabelle 3) über Nacht bei 4 °C inkubiert. Es fanden jeweils monoklo-

nale Antikörper aus der Maus oder polyklonale Antikörper aus dem Kaninchen oder 

aus der Ziege Verwendung. Nach einer Waschphase von 4 x 5 min mit PBST wurde 

für eine Stunde bei Raumtemperatur mit Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikör-

pern (Anti-rabbit IR Dye® 800 CW und Anti-mouse IR Dye® 680 LT, Licor Biosciences, 

Bad Homburg, Tabelle 3) im Dunkeln inkubiert. Der einstündigen Inkubation folgten 

vier Waschschritte für jeweils 5 min in PBST. Zur Entfernung des Tween 20 wurden 

die Membranen daraufhin mehrmals mit PBS gewaschen. 

 

Antikörper Quelle Verdünnung Hersteller  

anti-B2 Hu-
man/Maus 

1:2000 Abcam, Cambridge 1. Antikörper 

anti-Actin Kaninchen 1:5000 Sigma, München 1. Antikörper 

anti-GAPDH Maus 1:8000 Sigma, München 1. Antikörper 

anti-rabbit IR Dye® 800 
CW 

Ziege 1:10000 Licor Biosciences, Bad Homburg 2. Antikörper 

anti-mouse IR Dye® 680 
LT 

Ziege 1:10000 Licor Biosciences, Bad Homburg 2. Antikörper 

Tabelle 3: Primär- und Sekundärantikörper zur Protein-Detektion im Westernblot aus den Organlysaten (Lunge und 

Aorta) : Antikörper, Quelle, Verdünnung und Hersteller. 

 

2.3.3.5 Detektion mit dem Licor Odyssey® Fluoreszenzscanner 

Nach Auflegen der Membranen auf die Messplatte des Licor Odyssey® Gerätes (Licor 

Biosciences, Bad Homburg, Abbildung 12 A) und Auswahl des geeigneten Fluores-

zenzkanals wurde die Fluoreszenz mithilfe des Licor Odyssey® Fluoreszenzscanners 

vermessen. Anhand der Application Software Version 3.0 (Licor Odyssey®, Licor 
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Biosciences) erfolgte die Quantifizierung der Proteinexpression. Nach der Detektion 

wurden die Membranen (Abbildung 12 B) in PBST im Kühlschrank aufbewahrt. 

 

 

Abbildung 12: A. Licor Odyssey® Fluoreszenzscanner. B. Beispiele für eine fluoreszierende Membran (Western Blot) 

nach Aufnahme im Licor Odyssey® Fluoreszenzscanner, der die Expression von B2-Rezeptorproteinen in Aortenge-
webe zeigt (Leiter (LD) links ist in kDa angezeigt).  

Der rote Pfeil zeigt das B2-Rezeptorsignal an, GAPDH-Signal wurde bei 36 kDa mit einem anderen sekundären Anti-
körper nachgewiesen und ist separat dargestellt. 

 

2.4 Präparation und Analyse der RNA (rtPCR) 

Voraussetzung für die Genexpressionsanalyse ist die RNA-Isolierung aus RNA-Later® 

stabilisierten Proben (tierischem Gewebe) und die anschließende cDNA-Synthese. Zur 

Quantifizierung der mRNA-Expression verschiedener Gene diente die cDNA als 

Template für die Realtime-RT-PCR. 

 

2.4.1 RNA-Isolierung aus der Lunge  

Die Isolierung der RNA aus der Lunge der Maus erfolgte mithilfe des RNeasy® Mini 

Kits (Qiagen, Hilden). Für die RNA-Isolierung wurde die Lunge nach Organentnahme 
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in RNA-Later®-Lösung bei –80 °C eingefroren. Die in RNA-Later®-Lösung eingefrore-

nen Lungenproben wurden mit eiskaltem, ß-Mercaptoethanol (1 %) enthaltenen dena-

turierenden RLT®-Lysispuffer versetzt und mithilfe eines ausschließlich für die RNA-

Gewinnung verwendeten Ultra-Turrax (T8, Ika Labortechnik, Staufen) homogenisiert. 

Zur Vorbeugung einer Kontamination zwischen den Proben wurde der Ultra-Turrax 

zwischen den unterschiedlichen Proben mit NaOH (0,1 %) und Nuklease-freiem Was-

ser ausgespült. Die aufbereiteten Homogenate wurden auf QIAshredder®-Säulen 

überführt und bei 13.000  xg für eine Minute zentrifugiert. Nach der Zentrifugation 

wurde der gesamte Überstand abgenommen und mit 590 µl Nuklease-freiem Wasser 

und 10 µl Proteinase K (Qiagen, Hilden) für 10 min bei 50 °C inkubiert. Die Ausfällung 

der RNA erfolgte durch Zugabe einer 0,5-fachen Menge an 70 %igem (V/V) Ethanol 

zum Überstand und Resuspendierung der Probe. Anschließend wurde das gesamte 

Volumen auf RNeasy®-Säulen überführt und bei 10.000 xg zentrifugiert. Die RNA 

wurde auf der Säule gebunden und mit einem Mix von 10 µl DNase und 70 µl RDD-

Puffer inkubiert und mit 350 μl RW1-Puffer und 500 μl RPE-Puffer mit dazwischen ge-

schalteten Zentrifugations-Schritten (10.000 xg, 1 min, RT) gewaschen. Die Elution 

der RNA erfolgte mit 30–50 µl RNase-freiem Wasser (Ambion, Darmstadt) und einer 

Zentrifugation bei 10.000 xg (1 min, RT). 

 

2.4.2 RNA-Konzentrationsbestimmung 

Die RNA-Konzentration und Reinheit wurde fotometrisch mithilfe des BioEppendorf 

(Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Dabei wurde die Absorption im UV-Bereich bei 

λ = 260 nm (A260, Absorptionsmaximum für Nukleinsäuren), sowie bei λ = 280 nm 

(A280, Absorptionsmaximum für Proteine) ermittelt. Durch Bestimmung des Quotien-

ten A260 / A280 war es möglich, Rückschlüsse auf Verunreinigungen mit Proteinen zu 

ziehen. Der OD 260 / 280 Quotient von 1,8–2,0 entspricht dabei einer reinen und sau-

ber extrahierten RNA, während Werte unter 1,8 auf Verunreinigungen, unteranderem 

durch Proteine, hinweisen. Um diese Verunreinigungen auszuschließen, wurden nur 

Proben verwendet deren OD 260 / 280 Quotient zwischen 1,8 und 2 lag. Nach Vermes-

sung wurde die Probe verworfen.  
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2.4.3 cDNA-Synthese 

Um die gewonnene RNA mittels real-time PCR quantifizieren zu können, war es erfor-

derlich, die RNA in komplementäre DNA (cDNA) umzuschreiben. Die Synthese der 

komplementären DNA (cDNA) erfolgte mit dem High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit® (Applied Biosystems, Weiterstadt) nach Herstellerangaben. Je An-

satz wurden 10 µl 2✕ Reverse Transcription Master Mix (2 µl 10x RT Buffer, 0,8 µl 

25✕ dNTP-Mix (100 mM), 2 µl 10✕ RT Random Primers, 1 µl MultiScribe™ Reverse 

Transcriptase, 1 µl RNase Inhibitor, 3,2 µl Nuclease-free H2O) vorgelegt und 10 µl der 

RNA-Probe hinzu pipettiert. Durch langsames auf und ab pipettieren wurde die Lösung 

gut durchmischt. Die cDNA-Synthese erfolgte im Mastercycler gradient (Eppendorf, 

Hamburg) unter folgenden Bedingungen: 

1. Step 1: 25 °C, 10 min 

2. Step 2: 37 °C, 120 min 

3. Step 3: 85 °C, 5 min 

4. Step 4: 4 °C, ∞ 

Die erhaltene cDNA ließ sich dann als Template für die Realtime-RT-PCR einsetzen 

und wurde bis zur weiteren Verwendung bei –80 °C gelagert. 

 

2.4.4 Real-time-RT-PCR 

Die Echtzeit-PCR oder auch real-time PCR genannt erlaubt es, den Ablauf der Poly-

merase-Kettenreaktion während ihres Fortschreitens also in Echtzeit aufzunehmen. 

Sie ist eine Vervielfältigungsmethode für Nukleinsäuren, die auf dem Prinzip der her-

kömmlichen PCR beruht und zusätzlich die cDNA quantifiziert. Daher erfolgt die Ver-

vielfältigung erst nach der reversen Transkription, bei der die RNA durch das Enzym 

reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben wird (s. 2.4.3). Die amplifizierte DNA 

(cDNA) dient dann als Matrizenstrang in der real-time PCR. Das Prinzip der real-time 

PCR beruht auf der Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen, die während jedes PCR-

Zyklus in Echtzeit gemessen werden. Die Fluoreszenz nimmt hierbei proportional mit 

der Menge des synthetisierten PCR-Produktes zu. Die Quantifizierung der mRNA-Ex-

pression wird anhand der Fluoreszenzsignale der exponentiellen Phase der real-time 
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PCR vorgenommen. Das Prinzip basiert zum einen auf der Technologie des Fluores-

zenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) und zum anderen auf die 5´-Nuklease-Akti-

vität der Taq-Polymerase. Die fluorogene Oligonukleotidsonde TaqMan® Probe (Ap-

plied Biosystem, Weiterstadt) besteht aus einem am 5´-Ende befindlichen Reporter-

Fluoreszenzfarbstoff (Donor) und einem am 3´-Ende markierten Quencher-Farbstoff 

einem Rhodamin-Derivat (Akzeptor), der mit einem Phosphatrest blockiert ist. Solange 

die Sonde intakt ist, reduziert die räumliche Nähe des Quencher-Farbstoffs die vom 

Reporter-Farbstoff abgegebene Fluoreszenz mittels Fluoreszenz-Resonanzenergie-

transfer (FRET) Technologie. So erfolgt kein entsprechendes Reportersignal. Außer-

dem befinden sich im PCR-Ansatz sense- und antisense-Primer, die an dem Matrizen-

Strang hybridisieren. Die Sonde ist zwischen den zwei Primern auch an dem Matrizen-

Strang hybridisiert (Abbildung 13 A). Durch die 5´-3´-Exonuklease-Aktivität der Taq-

Polymerase wird die Sonde in der Extensionsphase verdrängt und hydrolisiert (Abbil-

dung 13 B). Somit entfernen sich Quencher und Reporter voneinander und eine stei-

gende Reporter-Fluoreszenz kann gemessen werden (Abbildung 13 C). Die Stärke 

der Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes sollte proportional zur gebildeten DNA-

Menge sein (Abbildung 13 D). 
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Abbildung 13: Bildliche Darstellung des Realtime-RT-PCR-Prinzips mit dem TaqManAssay® (Applied Biosystem, 

Weiterstadt).  

A. Im denaturierten Zustand erfolgt eine Unterdrückung der Fluoreszenz aufgrund der räumlichen Nähe vom Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff (Donor) zum Quencher-Farbstoff (Akzeptor). Während der Annealingphase bindet die TaqMan 
Sonde spezifisch an eine komplementäre Sequenz zwischen den beiden Primer. B. Durch den synthetisierten DNA-
Strang und der 5´-Nuklease –Aktivität der Taq-Polymerase wird die Sonde aus ihrer Bindungsstelle während der Ex-
tensionsphase verdrängt. C. Die Sonde wird durch die 5´-Nuklease-Aktivität der Taq-Polymerase abgebaut, somit wird 
der Reporter vom Quencher getrennt und fluoresziert bei einer Wellenlänge von 488 nm. D. Nach der vollendeten 
Polymerisation entsteht ein Reportersignal für jede neu entstehende DNA-Kopie. 

 

2.4.5 Versuchsaufbau 

Die Quantifizierung der B2-Rezeptor mRNA-Expression erfolgte in Geweben der 

Lunge der B2tg und B2n Maus. Die RNA-Isolierung und cDNA-Synthese erfolgten wie 
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in 2.4.1 und 2.4.3 beschrieben. In der Tabelle 4 sind die für die Realtime-RT-PCR 

verwendeten Primer, Sonden, Reaktionsansätze und die PCR-Bedingungen aufgelis-

tet. Alle hierfür verwendeten Materialien wurden von Applied Biosystems (Weiterstadt) 

bezogen. Beide Primer binden Intron-übergreifend und können somit keine DNA de-

tektieren. Der verwendete Reporterfarbstoff ist mit 6-Carboxyfluorescein (FAM™) mar-

kiert. Zur Standardisierung des B2-Rezeptors wurde das Haushaltsgen Hypoxanthin-

guanin Phosphoribosyltransferase 1 (hprt1) ko-amplifiziert. Hierfür wurde das 

TaqMan® Gene Expression System (Mm01339967_m1 und Mm00446968, Applied 

Biosystems/Life Technologies) verwendet. Die Realtime-RT-PCR-Experimente wur-

den mit einem 7300-Real-Time-PCR-System (Applied Biosystems, Weiterstadt, 

Deutschland) durchgeführt. 

 

TaqMan®Gene Expression B2R (Maus) Hprt1 (Maus) B2R (Human) Hprt1 (Human) 

Assay Mm01339907_m1 Mm00446968 Hs00176121_m1 Hs02800695 

Reaktionsansatz:  20 μl 20 μl 20 μl 20 μl 

TaqMan® Universal PCR 
Master Mix 

10 μl 10 μl 10 μl 10 μl 

Primer (10μM) 0,4 μl 0,4 μl 0,4 μl 0,4 μl 

Sonde (10μM) 0,2 μl 0,2 μl 0,2 μl 0,2 μl 

cDNA-Probe (100-500 ng) 9 μl 9 μl 9 μl 9 μl 

Realtime-PCR-Lauf:     

Polymerase Aktivierung 95 °C 10 min 95 °C 10 min 95 °C 10 min 95 °C 10 min 

Denaturierung 95 °C 15 s 95 °C 15 s 95 °C 15 s 95 °C 15 s 

Annealing/Extension 60 °C 60 s 60 °C 60 s 60 °C 60 s 60 °C 60 s 

Zyklen 50 50 50 50 

Tabelle 4: Details für die Detektion der B2-Rezeptor mRNA-Expression verschiedener Gene mittels der Realtime-RT-

PCR-Methode 

 

2.4.6  Relative Quantifizierung der mRNA-Expression  

Zur Berechnung der relativen mRNA-Expression wurde die ΔΔCt-Methode angewandt. 

Der Ct-Wert ist der Cycle of threshold. Er entspricht dem Zyklus, bei welchem zum 

ersten Mal messbare cDNA-Konzentrationen durch Fluoreszenz detektierbar war. Je 

höher die cDNA-Konzentration bzw. die vorhandenen RNA von Beginn an ist desto 
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weniger Amplifikationszyklen werden benötigt. Somit ist der Ct-Wert niedriger, je höher 

die Zahl der Kopien des Zielgens ist. 

Bei einer relativen Quantifizierung werden die Änderungen der Genexpression in einer 

bestimmten Probe relativ zu einer Referenzprobe (unbehandelte Probe) gemessen. 

Hierfür erfolgt zunächst eine Normalisierung auf die endogene Kontrolle (hprt 1) durch: 

1. Ct B2-Gen – Ct hprt 1-Gen = ΔCt 

um anschließend die Ct-Werte beider Proben (B2tg und B2n) miteinander zu verglei-

chen: 

2. ΔCt B2tg – ΔCt B2n = ΔΔCt 

Die Berechnung des relativen Expressionsunterschieds erfolgte durch die Formel 

(Livak & Schmittgen, 2001): 2 –∆∆Ct . Dieser Wert gibt die Transkriptionsmenge in dem 

B2tg im Vergleich zur B2n Kontrollgruppe an. 

 

2.5 Morphologische Parameter der B2tg Maus 

Die Mäuse wurden durch Inhalation von Kohlendioxid euthanasiert und das Körperge-

wicht, das Gewicht der linken Lunge und das Herzgewicht wurden gemessen. Um den 

Wassergehalt der Lungen zu bestimmen, wurde zuerst das gesamte Nassgewicht der 

linken Lunge bestimmt. Hierbei wurde das Lungengewebe bei 58 °C in einem Trocken-

ofen auf ein konstantes Gewicht getrocknet und darauf das Trockengewicht des Lun-

gengewebes gewogen. Der relative Wassergehalt des Lungengewebes wurde unter 

Verwendung der folgenden Gleichung berechnet:  

Lungenwassergehalt = (Lungenfeuchtgewicht – Lungentrockengewicht) × 100 % 
Lungenfeuchtgewicht 

 

2.6 Funktionelle Untersuchungen an der isolierten Aorta 

Um die funktionelle Bedeutung des B2-Rezeptors auf das vaskuläre System zu unter-

suchen, wurden Organbadexperimente durchgeführt. 
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2.6.1 Organbad-Messapparatur 

Die Bestimmung der vaskulären Reaktivität der isolierten Aorten fand in einer Organ-

bad-Messapparatur statt. Die Apparatur bestand aus vier 20 ml fassenden doppelwan-

digen Glasgefäßen, die für die Experimente mit genau 10 ml Krebs-Henseleit-Puffer 

(s. 2.1) gefüllt waren und in die Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 % Kohlenstoffdioxid; 

Linde Gas Therapeutics, Unterschleißheim) über Glasfritten strömte (Abbildung 14). 

Die Temperatur des Puffers wurde mittels einer Umwälzthermostat-Wasserbad-Kom-

bination (NB22; Haake, Karlsruhe) konstant bei 37 °C gehalten. Ein weiteres doppel-

wandiges, begasbares Vorratsgefäß mit einem Fassungsvermögen von 1,5 Liter, das 

ebenfalls an den Warmwasserkreislauf angeschlossen wurde, diente als Reservoir für 

den vorgewärmten Puffer. Die Kontraktionen der Aorta konnten über Kraftaufnehmer 

(Stratham, USA), die an den Verstärker (DCB-4B, Mannheim) angeschlossen waren, 

registriert werden und mittels des Verstärkers an den Schreiber SE-120 (ABB, Mann-

heim), wie in Abbildung 14 dargestellt, weitergeleitet werden. 

 

 

Abbildung 14: Eine Organbadapparatur mit vier Gefäßbädern und den dazu gehörigen Kraftaufnehmer 

 

2.6.2 Kalibrierung 

Vor jedem Versuch wurde die Messapparatur mit Standardgewichten zur Kalibrierung 

geeicht. Bei der Aorta der Maus entsprach der Nullwert dabei der Gewichtskraft von 

1 g (9,81 mN). Für die weitere Belastung wurde pro 1 g ein Schreiberausschlag von 
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7,5 cm festgelegt. Hierbei entsprach die Belastung einer Kontraktion der Aorta. Für die 

Versuchsdurchführung wurden die Aortenringe vorsichtig zwischen zwei triangelförmig 

gebogene Drähte (Durchmesser 0,1 mm) aus Edelstahl eingespannt. Hierbei wurde 

das untere Element an einer Halterung fixiert und das obere mit dem Kraftaufnehmer 

über einen Polyesterfaden verbunden (Abbildung 15 A). Um eine endothelabhängige 

Aortenkontraktion durch Bradykinin zu bestätigen, wurden ein intakter Ring und ein 

Ring mit entferntem Endothel eingespannt. Das Endothel wurde durch sanftes Reiben 

der inneren Aortenfläche entfernt. Bei einer Registrierung der Kontraktionen der Aorta 

über einen Kraftaufnehmer, der an den Verstärker angeschlossen ist, wird infolge der 

Zugkraft diese im Messfühler registriert und über Verstärker und Schreiber aufgezeich-

net (Abbildung 15 B). 

 

Abbildung 15: A. Das Detail eines Gefäßbades mit eingespannter Mausaorta. B. Verstärker und Schreiber 

Bei einer Registrierung der Kontraktionen der Aorta über einen Kraftaufnehmer, der an den Verstärker angeschlossen 
ist, wird infolge der Zugkraft diese im Messfühler registriert und über Verstärker und Schreiber aufgezeichnet. 

 

2.6.3 Versuchsprotokoll 

Die Aortenringe wurden eingespannt und über ca. 60 min äquilibriert. In der Äquilibrie-

rungsphase wurde die gewählte Vorspannung über Mikrometerschrauben eingestellt, 

bis sich der Vasotonus nicht mehr spontan verändert. Während dessen wurde der Puf-

fer alle 20 min ausgetauscht. Für die Überprüfung der Funktionalität der Gefäße und 

der Äquilibrierung der glatten Muskelzellen wurden die Aortenringe zweimal mit 80 mM 

KCl depolarisiert und somit kontrahiert. Anschließend wurde mehrmals ausgewa-

schen, die Vorspannung erneut eingestellt und gewartet bis sich die Gefäßspannung 
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nicht mehr änderte. Die endothelabhängige Relaxation wurde nach einer Testkontrak-

tion mit 10 μM Phenylephrin überprüft. Für die Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurve 

wurde zunächst mit 0,2 μM Phenylephrin vorkontrahiert und anschließend durch Zu-

gabe von kumulativen Dosen des Azetylcholins (1 nM bis 10 μM) die Relaxation ge-

messen. Erst nach Erreichen des Maximaleffektes wurde die Folgekonzentration 

titriert. Nach Auswaschen und Äquilibrierung wurde die Aortenreaktivität auf Bradykinin 

(BK) in den Aorten der B2tg und B2n durch Zugabe von kumulativen Dosen von 

Bradykinin (0,01 nM - 0,1 mM, Sigma-Aldrich, München) nach Vorkontraktion mit 

0,2 µM-Phenylephrin überprüft. Darüber hinaus wurde der nicht-selektive COX- Inhi-

bitor Diclofenac (10 µM) allein, Diclofenac und der selektive B2-Rezeptorantagonist 

Icatibant (10 µM, Sigma-Aldrich, München) oder Diclofenac (10 µM) und der NOS-In-

hibitor L-Nitroargininmethyl-Ester (L-NAME, 100 µM, Sigma-Aldrich, München) 30 min 

vor Bradykinin Zugabe als Vorinkubation verwendet.  

 

2.7 Blutdruck- und Herzfrequenzmessungen an der Maus 

Der systolische Blutdruck und die Herzfrequenz wurden an wachen 3 Monate alten 

männlichen B2tg- und B2n-Mäusen mithilfe eines automatisierten Schwanzmanschet-

tensystems (Visitech Systems, Apex) gemessen (Kojda et al., 1999). Hierbei wurde 

die Druckmanschette um den Schwanz der Maus gelegt (BP-2000 Blood Pressure 

Analysis System, Visitech Systems). Mittels einer Lichtquelle und einem Photosensor 

am Schwanz wurde der Blutfluss als Änderung der Lichtdurchlässigkeit gemessen und 

zunächst als Pulsamplitude dargestellt. Erhöht sich der Druck in der Manschette, ver-

ringert sich entsprechend die Pulsamplitude des Blutflusses. Der systolische Blutdruck 

entspricht dabei dem Druck der Manschette, bei dem die Amplitude für zehn Herz-

schläge in einem Bereich kleiner als 10 % der Ausgangsamplitude liegt. Mittels eines 

angeschlossenen PC und der Software Blood pressure analysis’ (Visitech Systems, 

Apex, USA) wurden die Daten erfasst. Um die systolischen Blutdruckwerte für jede 

Maus zu erhalten wurden drei Messreihen á jeweils 10 einzelnen Messungen pro Tag 

von 3 aufeinanderfolgenden Tagen nach 7 Tagen Eingewöhnung zusammengefasst. 

Das arithmetische Mittel dieser Werte stellte den individuellen Blutdruck einer Maus 

dar. Die Messungen erfolgten immer zur selben Tageszeit in der Aktivphase der Mäuse 

(Dunkelphase). In einigen Experimenten wurden die Mäuse per oral (p. o.) mit NG-
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Nitro-l-Arginin (L-NA, 100 mg∙kg-1 KG) für 21 Tage, gefolgt von einer kombinierten Be-

handlung mit L-NA (100 mg∙kg-1 KG) und Diclofenac (10 mg∙kg-1 KG) für weitere 

4 Tage vermessen. Das Trinkwasser wurde täglich ausgetauscht. 

 

2.8 Miles Assay 

Der Miles Assay wurde zur Untersuchung der endothelialen Permeabilität von Mäusen 

als Versuchsmodell verwendet. Er wurde ursprünglich von Miles und Miles entwickelt 

(Miles & Miles, 1952). Nach intravenöser Injektion bindet der blaue Farbstoff, Evans 

Blue (Sigma-Aldrich, München), an Albumin. Das Albumin kann unter physiologischen 

Bedingungen die Endothelbarriere nicht durchdringen, damit wird das an Evans Blue 

gebundene Albumin im Blutgefäß zurückgehalten. Durch ein intaktes Endothel wird die 

Extravasation des Farbstoffes in das benachbarte Gewebe verhindert. Unter patholo-

gischen Bedingungen oder induzierter Extravasation durch bestimmte Substanzen wie 

beispielsweise Bradykinin, kann die Endothelbarriere unterbrochen werden. Dadurch 

verlieren die Endothelzellen teilweise ihren engen Kontakt zueinander und das En-

dothel wird durchlässig für Proteine wie Albumin und in dem Fall auch für das Evans 

Blue gebundene Albumin. Folglich kommt es zu einer Extravasation von Evans Blue 

gebundenem Albumin in das Gewebe, wodurch Organe mit erhöhter Durchlässigkeit 

eine deutlich erhöhte Blaufärbung im Vergleich zu Organen mit intaktem Endothel auf-

weisen. Die Gefäßdurchlässigkeit lässt sich hierdurch einfacher visualisieren und 

durch eine photometrische Messung quantifizieren. Die Messung erfolgte in einer 

Glasküvette OS 1000 und bei 620 nm, dem Absorptionsmaximum von Evans Blue im 

Spekrophotometer (DU 640 Spekrophotometer; Beckman, Krefeld). Hierfür wurde der 

Farbstoff aus dem Gewebe durch Inkubation mit Formamid (Sigma-Aldrich, München) 

extrahiert, photometrisch gemessen, pro Milligramm Gewebe quantifiziert und mit un-

behandelten Kontrolltieren verglichen. Die Evans-Blue-Menge in den experimentellen 

Proben wurde durch Interpolation aus einer erstellten Evans Blue Kalibrierkurve be-

rechnet. Mittels statistischer Analyse wurden signifikante Unterschiede der Gefäßper-

meabilität anschließend bewertet (Radu & Chernoff, 2013; Brash et al., 2018). 
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2.8.1 Versuchsprotokoll 

Es wurden intravenös (i. v.) und intradermal (i. d.) verschiedene Pharmaka injiziert (Ta-

belle 5) und Permeabilitätsmessungen durchgeführt. Nach der Anästhesie wurde ent-

weder eine Mischung aus Evans Blue mit PBS oder Evans Blue mit unterschiedlichen 

Arzneistoffen in die Schwanzvene injiziert. 20 min später erfolgte die Erhöhung der 

Kapillarpermeabilität durch intradermale Injektion. Wieder 30 min später wurden die 

Tiere euthanasiert und das in die Haut permeierte Evans Blue quantifiziert. In einigen 

Experimenten wurden C57BL/6 2 Stunden vorher intraperitoneal (i. p.) mit Icatibant, 

Labradimil und Moexipril (jeweils Sigma-Aldrich, München) und PBS als Kontrolle be-

handelt und in den Akutversuch überführt. Anschließend wurde die dorsale Haut zur 

Quantifizierung der Extravasation präpariert. 

 

Behandlung 
Nach 

Vorbehandlung 

Ohne  

Vorbehandlung 

Kontroll- 

Gruppe 

Kontroll- 

Gruppe 

 Dosis   C57Bl/6 B2n B2tg 

Icatibant 0,1;1 mg∙kg-1 KG x, i. p.  x x x 

Labradimil 18 µg∙kg-1 KG x, i. p.  x   

Moexipril 0,3; 1 mg∙kg-1 KG x, i. p.  x   

Diclofenac 5 mg∙kg-1 KG  x, i. v. x x x 

Ibuprofen 12 mg∙kg-1 KG  x, i. v. x x x 

Rofecoxib 10 mg∙kg-1 KG  x, i. v. x   

Celecoxib 10 mg∙kg-1 KG  x, i. v. x   

SC560 5;10 mg∙kg-1 KG  x, i. v. x   

Tabelle 5: Arzneistoffe die entweder als intraperitonale Vorbehandlung oder intravenös direkt mit Evans Blue ver-

schiedenen Mäusen injiziert worden sind 

 

2.8.1.1 Akutversuche 

Nach der Betäubung mit Rompun (5 mg∙kg-1 KG, Bayer) und Ketanest (100 mg∙kg-

1 KG, Pfizer) intraperitoneal (i. p.) wurde intravenös (i. v.) in die Schwanzvene eine 

Kombination aus steril hergestelltem Evans-Blue (30 mg∙kg-1 KG in 100 µl PBS) und 

einem Arzneimittel aus Tabelle 3 injiziert. Während der 20-minütigen Einwirkzeit wur-

den die Rückenhaare rasiert (Abbildung 16 A). Die restlichen Haare wurden mit einer 

Enthaarungscreme entfernt (ISANA sensitiv, Rossmann, Abbildung 16 B). Anschlie-

ßend wurden an 4 verschiedenen Stellen der Haut intradermal 30 µl mit einer 27G 

Nadel PBS (Vehikel), Bradykinin (0,2 nmol, 0,6 nmol, 1 nmol oder 2 nmol), Histamin 
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(2 nmol; Sigma-Aldrich, München), Labradimil (0,2 nmol, 0,6 nmol, 1 nmol oder 

2 nmol; Sigma-Aldrich, München) und eine Mischung aus Bradykinin-Icatibant (jeweils 

2 nmol) appliziert (Abbildung 16 C). 30 min nach der intradermalen Behandlung wur-

den die Tiere euthanasiert. 

 

Abbildung 16: A. Ein elektrisches Rasiergerät und die anästhesierte Maus. B. Maus nach einer groben Rückenrasur 

und aufgetragener Enthaarungscreme. C. Nach der Rasur, Enthaarung des Rückens und der intradermalen Injektion 
von 30 µl PBS, Bradykinin, Labradimil und Histamin (2 nmol). 

 

2.8.1.2 Versuche nach Vorbehandlung 

Einige C57BL/6 Mäuse wurden zwei Stunden vorher mit Icatibant, Moexipril, Labradi-

mil oder PBS intraperitoneal als Kontrolle behandelt. Nach der Vorbehandlung wurden 

die Tiere den Akutversuchen (siehe oben) zugeführt. Intravenös wurde nur noch 

Evans-Blue (30 mg∙kg-1 KG in 100 µl PBS) injiziert (Tabelle 6). 

2 Stunden vorher Injektion 20 min 50 min 

1.mit Vorbehandlung Narkose+Inj Injektion i.d Töten der Tiere 

2.ohne Vorbehandlung Narkose+Inj Injektion i.d Töten der Tiere 

Tabelle 6: Ablauf der Versuche 

 

2.8.1.3 Quantifizierung von Evans Blue 

30 min nach der intradermalen Injektion wurde die Maus durch zervikale Dislokation 

euthanasiert. Für die Quantifizierung der Extravasation wurde die dorsale Haut ausge-

schnitten und umgedreht (Abbildung 17 A) um die Injektionsstellen zu erkennen. Da-

raufhin wurden die Stellen der intradermalen Injektion mit einem 9 mm breitem spezi-

ellen kreisförmigen Fräser ausgestanzt (Abbildung 17 B, C). Die kreisförmigen 

Hautstücke wurden gewogen und in Eppendorf-Reaktionsgefäße (2 ml) überführt. Die 
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Extraktion von Evans Blue aus den Hautstücken erfolgte durch Zugabe von N,N-Di-

methylformamid (Sigma-Aldrich, München), über Nacht, lichtgeschützt in einem Ep-

pendorf Thermomixer comfort bei 750 xg und 56 °C. Die Quantifizierung des Farbstoff-

gehalts geschah photometrisch bei 620 nm in einem Beckman DV 640 Spektrometer 

unter Verwendung einer Glasküvette OS 1000. Anhand einer Kalibrierkurve wurde die 

Menge des in die Haut permeierende Evans Blue ermittelt. 

 

Abbildung 17: A. Abbildung der dorsalen Haut einer Maus nachdem sie ausgeschnitten und umgedreht wurde. 

B. Spezieller kreisförmiger Fräser mit einer Öffnung zum Ausstanzen der Injektionsstellen. C. Dorsalen Haut einer 
Maus nach dem Ausstanzen der Hautproben mit dem speziellen Fräser. 

 

2.8.1.4 Kalibrierkurve 

Zunächst wurde eine Evans Blue Stammlösung (30 mg / ml) hergestellt. Diese Stamm-

lösung wurde mit Formamid (1:1000, Sigma-Aldrich, München) verdünnt, so dass eine 

30 µg∙ml-1 Evans Blue Lösung entsteht. Durch weitere Verdünnungen mit Formamid 

wurden 8 Evans blue-Konzentrationen hergestellt (12,9 µg∙ml-1, 6,45 µg∙ml-1, 

3,225 µg∙ml-1, 1,6125 µg∙ml-1, 0,806 µg∙ml-1, 0,403 µg∙ml-1, 0,2015 µg∙ml-1 und 

0.1 µg∙ml-1). Die Menge an Evans blue in den experimentellen Proben wurde durch 

Interpolation aus der Standardkurve (Abbildung 18) berechnet und auf das Gewicht 

ihrer entsprechenden Hautstücke bezogen. 
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Abbildung 18: Beispiel einer Standardkurve zur Bestimmung der Konzentration von Evans Blue aus den ausgestanz-

ten runden Hautstücken der dorsalen Haut der Maus 

 

2.9 Two Photon-Laser-Scanning-Mikroskopie (TPLSM) 

Mithilfe des oben beschriebenen Miles Assays ist es nicht möglich die spontan ablau-

fende physiologische Extravasation zu untersuchen. Dagegen ermöglicht die TPLSM 

eine Quantifizierung der Endothelpermeabilität in lebendem Gewebe. Erst durch die 

Kombination von Multiphotonentechnik und Intravitalmikroskopie wurde es möglich, 

Interaktionen von Geweben und Zellen in vivo unter physiologischen Bedingungen 

über verschiedene Zeiträume zu beobachten (Cahalan et al., 2002). Das auf dem Prin-

zip der Zwei-Photonen Anregung durch ein gepulstes Nahinfrarot-Laser System, er-

möglicht Fluoreszenzaufnahmen von optischen Schichten mit subzellulärer Auflösung 

bis zu 1000 µm Tiefe in intaktem Gewebe (Theer et al., 2003). Daher kann tiefer in das 

streuende Gewebe eingedrungen werden und somit können tiefe Bildaufnahmen ent-

stehen. Durch die Abtastung des Lasers der Oberfläche in der eingestellten Ebene 

über einen definierten Tiefenbereich werden Bildstapel erstellt. Diese Bildstapel sind 

für die räumliche Rekonstruktion notwendig, um fluoreszierende Strukturen in 3D zu 

visualisieren. Die erzeugten 3D-visualisierten fluoreszierenden Strukturen können in 

Echtzeit beobachtet werden (Potter, 1996). Mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikro-

skopie wird jedoch nur eine Eindringtiefe von 50–80 μm erzielt. Bei TPLSM wird rot-

verschobenes Anregungslicht verwendet, welches Fluoreszenzfarbstoffe anregen 

kann. Die Anregung des Elektrons wird durch die gleichzeitige Absorption zweier Pho-

tonen hervorgerufen. Die Hintergrundsignale werden durch die Mehrphotonenabsorp-

tion unterdrückt. Dies führt zu einer effizienten Lichtdetektion, einer reduzierten Pho-

totoxizität und schließlich einer bis zu 1000 μm tieferen Gewebepenetration (Denk 

et al., 1990). Zur Visualisierung der Gefäßdurchblutung und der Extravastion unter 
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physiologischen Bedingungen in intaktem Zustand wurden 8-12 Wochen alte männli-

che Mäuse der Linien C57Bl/6, B2tg und B2n intraperitoneal mit einer Mischung von 

Rompun (5 mg∙kg-1 KG; Bayer) und Ketavet (100 mg∙kg-1 KG; Pfizer) anästhesiert. Die 

Betäubung hat eine Wirkungszeit von 30–40 min, eine erforderliche Nachdosierung 

erfolgte mit einem Drittel der Ausgangsdosis. Die anästhesierte Maus wurde zunächst 

auf eine speziell hergestellten Einlegeapparatur im Bereich der Einstichstelle gut fixiert 

und ggf. mit einer Wärmelampe bestrahlt (Abbildung 19 A, B). Dabei wurde die Maus 

leicht dorsal gedreht und das Ohrläppchen mit Gewebekleber fixiert (Abbildung 19 C).  

 

Abbildung 19: A. Die anästhesierte Maus wurde auf einer speziell hergestellten Einlege-Apparatur an der Schwanz-

vene fixiert.  

Die Injektion erfolgte mittels eines speziell angefertigten Katheters (20 cm langer Schlauch), an dessen Spitze eine 
30G Kanüle (BD Microlance) befestigt und am Ende eine 1 ml Insulin Spritze angebracht wurde B. Das Ohr der Maus 
wurde mit Gewebekleber an die Apparatur fixiert. C. Nahaufnahme des mit Gewebekleber fixierten Ohrläppchens. 

 

Mittels zweier Magneten wurde ein Deckglas auf dem Ohrläppchen befestigt (Abbil-

dung 20 A). Die zufällig ausgewählte Position im inneren Teil des Ohrläppchens 

wurde mit einem Olympus FV1000MPE Two-Photon-Laser (Tokyo, Japan) gemessen 

(Abbildung 20 B, C). Die Mäuse erhielten zwei verschiedene fluoreszierende Farb-

stoffe unterschiedlichen Molekulargewichts, einen grünen Fluoreszenzfarbstoff mit 

250 kDa Dextran (Fluorescein Isothiocyanate-Dextran [FITC-Detran], Sigma-Aldrich, 

München, 1,5 mg in 50 µl), der das endotheliale Lumen nicht verlassen kann und einen 

roten Fluoreszenzfarbstof mit 10 kDa Dextran (Alexa Fluor® 594 Dextran, Fisher Sci-

entific, Schwerte, 250 µg in 50 µl), der die Endothelbarriere im Laufe der Zeit leicht 

durchläuft. Die Photomultiplier wurden abhängig auf die jeweiligen Emissionsspektren 

der zwei verwendeten Fluorochrome eingestellt (FITC Dextran: 495–530 nm; Alexa 

Fluor® 594 Dextran: 590–650 nm). Die Injektion erfolgte mittels eines speziell ange-

fertigten Katheters (20 cm langer Schlauch), an dessen Spitze eine 30G-Kanüle (BD 



81 

Microlance) befestigt und am Ende eine 1 ml Insulin Spritze angebracht wurde (Abbil-

dung 19 A). Als Lösungsmittel diente in beiden Fällen NaCl (0,9 %, Braun). 

 

 

Abbildung 20: TPLM: A. Mittels zweier Magneten wurde das Ohrläppchen mit einem Deckglas darüber fixiert und 

nach Injektion von FITC-Dextran (20 mg∙kg-1 KG, in 50 μl 0,9 % NaCl) und Alexa 594 Dextran (5 mg∙kg-1 KG, in 50 μl 
0,9 % NaCl) B. wurde die zufällig ausgewählte Position im inneren Teil des Ohrläppchens mit einem C. Olympus 
FV1000MPE Two-Photon-Laser (Tokyo, Japan) gemessen. 

 

Mittels des grünen Fluoreszenzsignales (250 kDa Fluorophors) wurden die Blutgefäße 

zunächst visualisiert (Abbildung 21 A) und das Objektiv positioniert. Der rote Farb-

stoff wurde injiziert, sobald eine geeignete, stabile Aufnahme des grünen Farbstoffes 

möglich war (das heißt kein Wandern bzw. Absacken im Fokusbereich sowie gut sicht-

bare Fluoreszenz). Um die Extravasation zu visualisieren, wurden alle 30 Sekunden 

über 60 min nach Injektion des rot markierten Fluoreszenzfarbstoffs kinetische Zeitrei-

hen nachfolgender Bildstapel aufgezeichnet (Abbildung 21 B, C, D). Jeder Rahmen 

bestand aus acht Teilen, die aus nacheinander gescannten 3 μm dicken Gewebe-

schnitten in unterschiedlichen Tiefen bestanden. Die 3D-Rekonstruktionen und Bilda-

nalysen wurden mit Imaris Software (Bitplane, Zürich, Schweiz) durchgeführt. Die Soft-

ware war in der Lage, den Gefäßraum anhand des Signals des 250 kDa-Fluorophors 

zu identifizieren, dass während der gesamten Aufzeichnung im Gefäßlumen verblieb. 

Daraus ließen sich dann Berechnungen für den 10 kDa-Fluorophor durchführen, der 

im Gegensatz zum 250 kDa-Fluorophor im gleichen definierten Gefäßraum allmählich 

an Intensität verlor. In einigen Experimenten erhielten Mäuse vor dem Eingriff 

0,3 mg∙kg-1 KG Moexipril oder 1 mg∙kg-1 KG Icatibant intraperitoneal. Anschließend 

wurde das Versuchstier durch zervikale Dislokation unter Narkose getötet.  
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Abbildung 21: Die Abbildung zeigt kleine dermale Blutgefäße des Ohrs einer anästhesierten C57BL/6-Maus.  

Hierbei wird etwa 200 μm unter der Oberfläche aufgenommen. Die Mäuse bekamen eine 1,5 mg i. v. Injektion des 
250 kDa Dextran und grün fluoreszierenden Chromophor. In jedem der vier Bilder zeigt der obere linke Quadrant eine 
grüne Fluoreszenz, der obere rechte Quadrant eine rote Fluoreszenz und der untere rechte Quadrant die Überlage-
rung in Gelb (der untere linke Quadrant ist ein leerer Kanal). Die Aufzeichnungen wurden in A. nach der Injektion des 
250 kDa Dextran und grün fluoreszierenden Chromophor und vor der Injektion von 250 μg des 10 kDa Dextran, mar-
kiert mit einem rot fluoreszierenden Chromophor, gemacht. B. wurde nach der Injektion von 250 μg des 10 kDa 
Dextran, markiert mit einem rot fluoreszierenden Chromophor und vor der Extravasation (Zeitpunkt 0 min) aufgenom-
men. C. Die Extravasation nach 10 min wird durch die roten Wolken um die Gefäße dargestellt. D. Die Extravasation 
nach 45 min (hierbei wurde die intravaskuläre Überlagerung wieder grün). 

 

2.10 ABRASE-Studie 

Um herauszufinden, ob sich die Ergebnisse aus den Tierversuchen auf den Menschen 

übertragen lassen, wurde eine multizentrische klinische Studie „A Bradykinin in Skin 

Edema Trial (ABRASE)“ mit 30 gesunden Probanden an folgenden drei verschiedenen 

Zentren in Deutschland durchgeführt: 

 Institut für Pharmakologie und Klinische Pharmakologie des Universitätsklini-

kums Düsseldorf 

 Klinik für Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, Kopf- und Halschirurgie des Universi-

tätsklinikums Ulm 
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 Klinik für Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde des Universitätsklinikums Rechts der 

Isar der Technischen Universität München 

Die Genehmigung für diese Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen 

Fakultät der Heinrich-Heine-Universität erteilt (Studiennummer im klinischen Studien-

register der Medizinischen Fakultät der Universität Düsseldorf: 2015-11-4583, Abstim-

mungsnummer der Ethikkommission: 5339R). Jeder Proband musste nach einer aus-

führlichen Aufklärung und vor der Teilnahme an der Studie eine 

Einverständniserklärung unterschreiben. Eingeschlossen wurden gesunde männliche 

als auch weibliche erwachsene Probanden mit einer intakten Haut am Unterarm. Aus-

schlusskriterien waren akute oder chronische Erkrankungen wie Allergien oder Der-

matitis als auch die Einnahme von entzündungshemmenden Medikamenten innerhalb 

der letzten sieben Tage. Schwangere oder stillende Frauen wurden in dieser Studie 

nicht erfasst. 

 

2.10.1 Versuchsverlauf 

Die Studie wurde über zwei Tage durchgeführt. Während des gesamten Versuchs sa-

ßen die Probanden entspannt an einem Tisch (Raumtemperatur 21–23 °C) und legten 

den Unterarm auf eine medizinische Unterlage (MoliNea S, Paul Hartmann AG, Hei-

denheim, Deutschland), so dass die Innenseite des Unterarms nach oben zeigen 

konnte (Abbildung 22). Der Unterarm wurde mit Kodan® forte (Schülke & Mayr 

GmbH, Norderstedt, Deutschland) desinfiziert. Jeder Proband bekam zwei intrader-

male Injektionen in die Innenseite des Unterarms. Nach 15 Sekunden Einwirkzeit 

wurde die Wirkung jeder intradermalen Injektion von 18,9 nmol Bradykinin gelöst in 

20 µl einer 0,9 % sterilen isotonischen NaCl-Lösung (Fresenius Kabi Deutschland 

GmbH, Bad Homburg, Deutschland) mit der Wirkung einer intradermalen Injektion von 

20 µl 0,9 % NaCl (interne Kontrolle, Placebo) verglichen. Die intradermalen Injektionen 

wurden an zwei unterschiedlichen Stellen des inneren Unterarms appliziert. Ein Ab-

stand zwischen den Injektionsstellen von ca. 3–4 cm wurde eingehalten. Wenn eine 

Spritze in die Innenseite des Unterarms verabreicht wurde, wurde die Spritze fast pa-

rallel zum Unterarm ausgerichtet, um besser sicherzustellen, dass das Arzneimittel 

zwischen die Hautschichten gelangt. Für jede Injektion wurde eine neue sterilisierte 
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HamiltonTM-Spritze verwendet (Hamilton Syr 50 µl, 1705 LT, DURATEC GmbH, Ho-

ckenheim). Die erste Messung der entwickelten Quaddelgröße erfolgte 5 min nach In-

jektion der Bradykinin-Lösung, weitere Messungen nach 10, 20, 30, 60, 90 und 

120 min. Genau 180 min nach den ersten intradermalen Injektionen nahmen die Pro-

banden oral 600 mg Ibuprofen (IbuHEXAL®, Hexal AG, Holzkirchen) ein. Weitere 

60 min später wurde das gleiche Verfahren wie oben beschrieben über einen Zeitraum 

von 120 min gemessen. Am darauffolgenden Tag erfolgte das gleiche Procedere mit 

dem COX-2-Hemmer Celecoxib (Celebrex 200 mg Axicorp Pharma, Friedrichsdorf). 

 

2.10.2 Messung und Berechnung der Quaddel 

Durch die intradermale Injektion entsteht eine tastbare Quaddel. Die Messung der 

Quaddelgröße erfolgte mittels einer Schieblehre in mm an der Stelle der größten (GA) 

und der Stelle der kleinsten Ausdehnung (KA) (Abbildung 22). Aus diesen Werten 

wurden der mittlere Durchmesser (d = (GA+KA)/2) sowie der Umfang (U = πd) und die 

Gesamtfläche der Quaddel (A = πd2/4) berechnet.  

Mittlerer Durchmesser: d = ((GA+KA)/2) 

Umfang U = π × d 

Kreisfläche A = (π × d2/4). 
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Abbildung 22: Beispiel für Quaddeln nach intradermaler Injektion von 18,9 nmol Bradykinin und 0,9 %iger Kochsalz-

lösung (NaCl) in den oberen inneren Unterarm eines Probanden.  

Die Messung der Quaddelgröße erfolgte mittels einer Schieblehre in mm an der Stelle der größten und der Stelle der 
kleinsten Ausdehnung. 

 

2.10.3 Dokumentation und Endpunkte der Studie 

Die Erfassung der Probandendaten erfolgte mittels standardisierten Dokumentations-

blättern, sowie photographischer Dokumentation mit aufgelegtem Lineal zu jedem Zeit-

punkt der Vermessung. 

Der primäre Endpunkt war die Zeit in min bis zur vollständigen Auflösung der Quaddel. 

Der sekundäre Endpunkt war eine Änderung der mittleren maximalen Quaddelgröße 

in mm2 vor als auch nach der Einnahme von Ibuprofen oder Celecoxib im Verlauf der 

Untersuchungszeit von zwei Stunden. Die maximale Quaddelgröße wurde als der 

höchste berechnete Wert der Gesamtfläche der Quaddel innerhalb des gemessenen 

Zeitraums definiert. 
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2.11 Statistik 

Alle Daten sind als arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler angegeben, wobei n die 

Anzahl der Versuche bezeichnet. Sowohl die statistische als auch die grafische Aus-

wertung wurden mit der Statistiksoftware GraphPad Prism, Version 6.07 (La Jolla, CA, 

USA) analysiert. Die Daten und die statistische Analyse entsprechen den Empfehlun-

gen zum experimentellen Design und zur Analyse in der Pharmakologie (Curtis et al., 

2015). Statistische Vergleiche zwischen Gruppen erfolgten entweder mit einem unge-

paarten, zweiseitigen Student’s t-tests oder einer einfaktoriellen Varianzanalyse dem 

Tukey’s multiple comparison post hoc test nach einer One-way ANOVA (für mehr als 

zwei Gruppen). Um bei der klinischen Studie den zeitlichen Verlauf von drei oder mehr 

Behandlungsgruppen zu vergleichen, wurde eine Two-way ANOVA verwendet. In die-

sem Fall wurde der Šídák-multiple-comparison-Post-hoc-Test angewendet. Der pri-

märe Endpunkt von ABRASE ergab einen nicht parametrischen Datensatz. Die Daten 

wurden durch einen Wilcoxon-Matched-Pair-Signed-Rank-Test analysiert. Änderun-

gen der Quaddelgröße vor und nach der Intervention mit COX-Inhibitoren (sekundärer 

Endpunkt) wurden durch gepaarten zweiseitigen t-Test berechnet. Die Änderung der 

Quaddelgröße über die Zeit wurde durch Two-way-ANOVA und anschließend mit 

Šídák-multiple comparison-Post-hoc-Test analysiert. Ein P < 0.05 wurde als statistisch 

signifikant eingestuft. 
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3 Ergebnisse 

3.1  Charakterisierung der B2tg-Maus 

Um den Zusammenhang des B2-Rezeptors und der vaskulären Permeabilität in den 

Versuchstieren untersuchen zu können, wurde zunächst eine transgene Mauslinie ge-

neriert. Bei der B2tg kommt es zu einer endothelspezifischen Überexpression des hu-

manen B2-Rezeptors. Dieser steht unter der Kontrolle des murinen Tie-2-Promotors, 

sowie einem 10 kbp großem Fragment des ersten Introns des Tie-2-Gens (Tie-2-En-

hancer), welcher für die endothelspezifische Expression in adulten Mäusen wichtig ist 

(Dao, 2011). 

 

3.1.1 B2-Proteinexpression in der Aorta und der Lunge der B2tg 

Zur Überprüfung der B2-Proteinexpression in der transgenen Mauslinie mit endotheli-

aler Überexpression des humanen Bradykinin-B2-Rezeptors (B2tg) und der Spezifität 

des monoklonalen anti-B2-Antikörpers (Abcam, Cambridge, UK) wurden sowohl Aor-

ten- als auch Lungenhomogenate der B2tg im Vergleich zur C57BL/6 verwendet. Zur 

Detektion des B2-Rezeptors wurden Western Blots, wie unter 2.3.3 beschrieben, 

durchgeführt. In Aortengewebe der B2tg konnte eine zweite Bande nur wenig unterhalb 

des murinen B2-Rezeptorsignals nachgewiesen werden. Die Bande wurde ausschließ-

lich bei B2tg-Mäusen beobachtet und konnte bei der C57BL/6 nicht nachgewiesen wer-

den (s Abbildung 23 A). Überraschenderweise zeigte die Western-Blot-Analyse im 

Lungengewebe der B2tg- als auch in der C57BL/6-Maus (Aorten und Lungenhomoge-

nate) keinen Unterschied in der B2-Rezeptor-Expression (s. Abbildung 23 B). Abbil-

dung 23 C zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied der B2-Rezeptorproteinex-

pression in Aortenhomogenaten zwischen der B2tg und der C57BL/6 (n = 5, *P < 0.05 

One-way-ANOVA). Dieser Unterschied konnte im Lungengewebe der B2tg nicht bestä-

tigt werden (n = 5, One-way ANOVA, nicht signifikant gegen C57BL/6). 
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Abbildung 23: Representatives Beispiel für einen vollständigen Western Blot, der die Expression von B2-Rezeptor-

proteinen in Aortengewebe und im Lungengewebe der B2tg und C57BL/6 zeigt (die linke Protein Leiter ist in kDa 
angezeigt).  

Die roten Pfeile zeigen die B2-Rezeptorsignale an, die mit dem monoklonalen anti-B2 Antikörper (Abcam, Cambridge, 
UK) detektiert wurden. Die unteren GAPDH- Signale wurden bei 36 kDa mit einem anderen sekundären Antikörper 
nachgewiesen und sind separat dargestellt. A. Im Aortengewebe konnte eine zweite Bande nur wenig unterhalb des 
murinen B2-Rezeptorsignals nachgewiesen werden. Die zweite Bande konnte ausschließlich in B2tg Mäusen beo-
bachtet werden. B. Allerdings konnte im Lungengewebe kein Unterschied in den Signalen zwischen B2tg- und C57BL/6 
Mäusen detektiert werden. C. Quantitative Evaluierung der Western-Blots. B2-Rezeptorproteinexpression in Aorten- 
und im Lungengewebe der B2tg Maus im Vergleich zur C57BL/6 (n = 5, nicht signifikant versus Lunge, *P < 0.05 versus 
Aorta, Tukey’s Multiple Comparison Test nach One-way-ANOVA). 

 

A B 

C 
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3.1.2 B2-Rezeptor-mRNA-Expression in der Lunge der B2tg 

Für die Quantitative realtime-PCR wurden Lungenhomogenate der B2tg wie unter 2.4.1 

aufbereitet. Es wurden Primer verwendet, die für die humane- oder für die murine-B2-

Rezeptor-cDNA spezifisch sind. Das Ergebnis war eine 16,4-fache höhere hoch signi-

fikante Expression des humanen B2-Rezeptors in B2tg Mäusen, während in transgen-

negativen Geschwistertieren (B2n) keine Expression humaner B2-Rezeptoren nach-

weisbar war (n = 6, nicht signifikant, One-way ANOVA, *P < 0.05 versus murine B2-

Rezeptor mRNA, Tukey’s Multiple Comparison Test, Abbildung 24). Darüber hinaus 

veränderte die stark erhöhte Expression des humanen B2-Rezeptors nicht die Expres-

sion des murinen B2-Rezeptors in B2tg Mäusen. Was darauf hindeutet, dass der hu-

mane B2-Rezeptor keinen Einfluss auf die murine B2-Rezeptorexpression hat. Basie-

rend auf den B2-Rezeptor mRNA Ergebnissen in der Lunge der B2tg Maus liegt es 

nahe zu vermuten, dass der Nachweis des humanen B2-Rezeptorproteins im Lungen-

gewebe möglicherweise maskiert war. 
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Abbildung 24: Quantitative Auswertung der Realtime-RT-PCR-Messung in den Lungengeweben. Expression der 

murinen und humanen B2-Rezeptor mRNA, die aus den Lungengeweben der B2tg und ihren transgennegativen Ge-
schwistertieren B2n isoliert wurde.  

Es gab eine starke Expression der humanen B2-Rezeptor mRNA in B2tg Mäusen, während in den B2n Geschwister-
tieren keine Signale gesehen wurden. Trotz der 16,4-fach stärkeren Expression der humanen B2-Rezeptor-mRNA in 
den B2tg gab es keinen Unterschied in der murinen B2-Rezeptor mRNA zwischen B2n und B2tg (n = 6, nicht signifikant, 
One-way ANOVA, *P < 0.05 versus murine B2-Rezeptor-mRNA, Tukey’s Multiple Comparison Test). 
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3.1.3 Morphologische Daten der B2tg 

Um zu untersuchen, ob eine Überexpression von B2-Rezeptoren die Plasmaextra-

vasation beeinflusst, wurde das Feuchtgewicht in den B2tg- und den B2n Geschwister-

tieren vermessen. Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied beobachtet werden 

(n = 6, nicht signifikant, Student unpaired t-Test, Tabelle 7). Ebenso gab es keinen 

Unterschied im Prozentsatz des Lungen- und Herzgewichtsverlusts zwischen B2n und 

B2tg nach dem Trocknen der Gewebeproben. Hierbei wurde festgestellt, dass der Lun-

gen- und Herzwassergehalt identisch war. 

 

Parameter (mean ± SEM) B2n B2tg 

Körpergewicht (KG), g 30.2±1.1 29.5±0.7 

Linksventrikuläres Myokardgewicht (LVG), mg 110.7±4.7 102.9±4.0 

LVG / KG, mg∙g-1 3.5±0.1 3.6±0.1 

Lungengewicht, mg 162.5±7.0 182±6.7 

Lungenwassergehalt, % 79.7±1.9 81.7±2.2 

Herzgewicht, mg 151.5±4.5 149.9±3.1 

Herzwassergehalt, % 77.5±2.2 72.4±3.5 

Tabelle 7: Morphologische Daten von B2tg im Vergleich zu ihren transgennegativen Geschwistertieren B2n.  

Es konnte kein signifikanter Unterschied erfasst werden (n = 6, nicht signifikant, Student unpaired t-Test). 

 

3.1.4 Veränderung der vaskulären Bradykinin-Aktivität in B2tg 

Um die funktionelle Aktivität und Bedeutung der humanen endothelspezifischen B2-

Rezeptor-Expression in B2tg auf das vaskuläre System zu untersuchen, wurden Or-

ganbadexperimente durchgeführt. Für die Versuchsdurchführung wurden die Aorten-

ringe zwischen zwei triangelförmig gebogene Drähte eingespannt. Die Aortenreaktivi-

tät auf Bradykinin wurde in den Aorten B2tg und B2n durch Zugabe von Bradykinin und 

durch Vorinkubation mit Diclofenac, Icatibant und dem NOS-Inhibitor L-Nitroarginin-

methyl-Ester (L-NAME) untersucht. 

Frühere Experimente in C57BL/6 haben gezeigt, dass Bradykinin konzentrationsab-

hängige Verengungen von Aortenringen mit maximaler Wirkung bei 1 µM Bradykinin 

Gabe induziert, die mit 0,2 µM Phenylephrin leicht vor kontrahiert waren (Khosravani 

et al., 2015). Weiterhin führte die Entfernung des Endothels zu einer starken Reduktion 
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der maximalen Verengung, während die Behandlung mit L-NAME die kontraktile Re-

aktion verstärkte. Die Bradykinin-bedingte Kontraktion wurde durch Icatibant und Dic-

lofenac vollständig gehemmt, was darauf hindeutet, dass sie durch die Aktivierung en-

dothelialer B2-Rezeptoren vermittelt wird und von der COX-Aktivität abhängt 

(Khosravani et al., 2015). Weitere Organbadversuche in den Aortenringen der B2n 

zeigten durch eine kumulative Titration von Bradykinin (0,01 nM -0,1 mM) eine B2-Re-

zeptor vermittelte erhöhte Bradykinin-induzierte vaskuläre Kontraktion (n = 9, 

P < 0.05, Two-way ANOVA, *P < 0.05 Šídák Multiple Comparison Test, Abbil-

dung 25) und eine signifikante verminderte Bradykinin-induzierte vaskuläre Kontrak-

tion nach einer Vorinkubation mit 10 µM Diclofenac (**P < 0.05 Šídák Multiple Compa-

rison Test). In B2tg Mäusen wurde zwar eine geringe, jedoch nicht signifikante 

Verminderung der maximalen Verengung nach kumulativer Applikation von Bradykinin 

im Vergleich zu ihren transgennegativen Geschwistertieren festgestellt (n = 9; 

P > 0.05, Šídák Multiple Comparison Test). Im Gegensatz zu ihren transgennegativen 

Geschwistern B2n wurde eine signifikante Aortendilatation in B2tg nach Vorinkubation 

mit Diclofenac (n = 9, #P < 0.05 Šídák Multiple Comparison Test, Abbildung 25) ge-

funden.  
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Abbildung 25: Quantitative Auswertung der Organbadversuche. Vaskuläre Reaktivität auf steigende Bradykinin-Kon-

zentrationen der Maus-Aortenringe, die leicht mit Phenylephrin (0,2 µM) vorverengt sind.  

A. Bradykinin-induzierte einen Anstieg des Gefäßtonus, der in B2n signifikant stärker war (n = 9, P < 0.05, Two-way 
ANOVA, *P < 0.05 Šídák Multiple Comparison Test) und durch Vorinkubation mit 10 M Diclofenac signifikant verringert 
wurde (n = 9, **P < 0.05 Šídák Multiple Comparison Test nach Two-way ANOVA). In B2tg wurde eine Vasodilatation 
mit Diclofenac vorinkubierten Aortenringen beobachtet, die einen signifikanten Unterschied zu B2n zeigte (n = 9, 
#P < 0.05 Šídák Multiple Comparison Test nach Two-way ANOVA). 
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Die Aortendilatation in B2tg nach Vorinkubation mit Diclofenac konnte durch das Ent-

fernen des Endothels der Aortenringe oder der Inkubation mit dem NOS-Hemmer L-

NAME (100 µM) als auch der Inkubation mit dem B2 Blocker Icatibant (10 µM) voll-

ständig aufgehoben werden (n = 9, P < 0.05 Two-way ANOVA, *P < 0.05 versus Vor-

behandlung mit Diclofenac/L-NAME und Diclofenac/Icatibant oder Diclofenac/Entfer-

nung des Endothels, Šídák Multiple Comparison Test, Abbildung 26). Diese Daten 

weisen darauf hin, dass die B2-Rezeptor Überexpression in Leitungsgefäßen von B2tg 

funktionell aktiv ist und dass die Diclofenac bedingte Dilatation in B2tg durch die Akti-

vierung endothelialer B2-Rezeptoren vermittelt wird und von der COX-Aktivität ab-

hängt. In ähnlicher Weise tritt in Aortenringen von B2n- und B2tg-Mäusen eine funktio-

nell aktive NO-Erzeugung als Antwort auf Bradykinin auf. 
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Abbildung 26: Quantitative Auswertung der Organbadversuche.  

Vaskuläre Reaktivität auf steigende Bradykinin-Konzentrationen der Maus-Aortenringe, die leicht mit Phenylephrin 
(0,2 µM) vorverengt sind. Die in Diclofenac vorinkubierten Aortenringen der B2tg beobachtete Vasodilatation, wurde 
durch B. Entfernen der Endothelzellen in den Aortenringen der B2tg, Vorinkubation mit 10 μM Icatibant oder 100 μM 
L-NAME aufgehoben (P < 0.05 Two-way ANOVA, *P < 0.05 versus Vorbehandlung oder Entfernung der Endothelzel-
len, Šídák Multiple Comparison Test). 

 

3.1.5 Blutdruck- und Herzfrequenzmessung in der B2tg 

3.1.5.1 Blutdruckmessung 

Wie in Abbildung 27 dargestellt, führte die Überexpression des B2-Rezeptors zu einer 

signifikanten Verringerung des systolischen Blutdrucks bei wachen Mäusen (n = 6, 
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P < 0.05, One-way ANOVA, *P < 0.05 Tukey’s Multiple Comparison Test). Um zu be-

urteilen, ob die Überexpression von B2-Rezeptoren die Bioverfügbarkeit von endoge-

nem NO verändert, wurden B2tg- und B2n-Mäuse 7 Tage lang mit dem NO-Synthase-

Inhibitor L-NA behandelt. Wie erwartet erhöhte L-NA den Blutdruck signifikant bei B2n 

und B2tg (n = 6, #P < 0.05 Tukey’s Multiple Comparison Test). Der prozentuale Anstieg 

war jedoch zwischen den Stämmen nicht unterschiedlich, da sich der bei B2n Mäusen 

beobachtete Anstieg des Blutdrucks um 16,9 ± 2,9 % nicht signifikant von dem Anstieg 

des Blutdrucks um 12,5 ± 2,8 % bei B2tg unterschied (jeweils n = 6, Student’s t-Test). 

Die Zugabe von Diclofenac in das L-NA-Trinkwasser für 4 Tage führte zu keiner wei-

teren signifikanten Veränderung des systolischen Blutdrucks bei beiden Stämmen. 
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Abbildung 27:Effekte von L-NA und die Kombination von L-NA und Diclofenac auf den systolischen Blutdruck von 

transgennegativen B2n und transgenpositiven B2tg Mäusen.  

Die Überexpression des B2-Rezeptor Transgens führte zu einer signifikanten Senkung des systolischen Blutdrucks 
(jeweils n = 6, P < 0.05, One-way ANOVA, *P < 0.05 Tukey’s Multiple Comparison Test). Die 7 tägige orale Behand-
lung mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NA (100 mg∙kg-1 KG) erhöhte den systolischen Blutdruck signifikant (jeweils 
n = 6, #P < 0.05 Tukey’s Multiple Comparison Test nach One-way ANOVA). Allerdings blieb der Unterschied des sys-
tolischen Blutdrucks zwischen den Stämmen unverändert. Eine zusätzliche 4 tägige orale Behandlung mit Diclofenac 
(10 mg∙kg-1 KG) hatte keine weitere Wirkung. 

 

3.1.5.2 Herzfrequenzmessung 

Im Gegensatz zu den erhobenen Blutdruckdaten in B2tg kam es zu keiner veränderten 

Herzfrequenz im Transgen (Abbildung 28), während die Behandlung mit L-NA 

(100 mg∙kg-1 KG) oder die Kombination von L-NA und Diclofenac (10 mg∙kg-KG) in bei-

den Stämmen (B2tg und B2n) zu einer signifikanten Verringerung der Herzfrequenz 

führte (jeweils n = 6, *P < 0.05, Tukey’s Multiple Comparison Test nach One-way A-

NOVA). Außerdem gab es keine Unterschiede in der Herzfrequenz zwischen den 
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Stämmen nach der Behandlung mit L-NA oder einer Kombination von L-NA und Dicl-

ofenac, obwohl diese Behandlungen zu einer signifikanten Verringerung der Herzfre-

quenz führten, wie zuvor bei Mäusen (Kojda et al., 1999) und Ratten (Müller-Strahl 

et al., 2000) berichtet wurde. 
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Abbildung 28: Effekte von L-NA und der Kombination von L-NA und Diclofenac auf die Herzfrequenz.  

Es war kein Unterschied in der Herzfrequenz zwischen B2tg und B2n messbar (n = 6, nicht signifikant, Tukey’s -multiple 
comparison Test nach One-way ANOVA), während die Behandlung mit L-NA (100 mg∙kg-1 KG) oder die Kombination 
von L-NA und Diclofenac (10 mg∙kg-KG) in beiden Stämmen (B2tg und B2n) zu einer signifikanten Verringerung der 
Herzfrequenz führte (jeweils n = 6, *P < 0.05, Tukey’s Multiple Comparison Test nach One-way ANOVA). 

 

3.2 Miles Assay: Bradykinin-induzierte Extravasation 

Um zu untersuchen, ob der Einfluss des B2-Rezeptors auf die Aortenringe auch auf 

die dermalen Mikrogefäße zutrifft, wurde der Miles Assay verwendet. Die Bradykinin-

Signalübertragung in kleinen dermalen Blutgefäßen wird durch den B2-Rezeptor ver-

mittelt und führt zu einer erhöhten Extravasation, die schließlich ein nicht allergisches 

Angioödem verursacht. Während die physiologische Gefäßpermeabilität den selek-

tiven Transport von Plasma, Elektrolyten, Proteinen und Zellen durch eine intakte En-

dothelbarriere vermittelt, führt eine pathologische Gefäßpermeabilität zum Verlust der 

Integrität der Endothelbarriere. Im pathologischen Zustand kommt es häufig vor, dass 

die Endothelzellen teilweise ihren engen Kontakt zueinander verlieren und die Ge-

fäßpermeabilität erhöht wird. Dabei wird das Endothel durchlässig für Albumin. Hierbei 

wird die entstandene Permeabilität genutzt und der Prozess durch Bindung des Evans 

blue ans Albumin visualisiert. Somit ist es möglich, das Ausmaß der Gefäßpermeabi-

lität durch quantitative Messung des ausgetretenen Farbstoffs aus dem Endothel pro 



95 

Milligramm Gewebe zu untersuchen. Um das Ausmaß bewerten zu können, werden 

unbehandelte Kontrolltiere im Vergleich untersucht (Miles & Miles, 1952). Durch die 

Bradykinin- als auch durch die Labradimil-vermittelte vaskuläre Permeabilität ergab 

sich die Möglichkeit, unterschiedliche Einflüsse wie Zeit, Konzentration, vorher verab-

reichte Wirkstoffe (s. Tabelle 3) und somit die Rolle des B2-Rezeptors auf die Extra-

vasation zu untersuchen. Die relative Bedeutung dieser Aktivitäten für die Extravasa-

tion in der Haut ist jedoch nicht bekannt. 

 

3.2.1 Validierung der PBS-Kontrolle  

Um einen Einfluss der Vehikel-Lösung (PBS) ausschließen zu können und eine nega-

tive Vergleichskontrolle zu erhalten, wurde nach intravenöser Injektion der Evans blue 

Lösung intradermal 30 µL PBS appliziert. Für die passende Positivkontrolle wurden 

weiterhin 30 µl einer 2 nmol Histamin Lösung injiziert (Abbildung 29 A). Nach aus-

stanzen der behandelten dorsalen Hautflächen wurde zum Vergleich eine nicht behan-

delte Fläche herangezogen. Hierbei wurde festgestellt, dass es keinen Unterschied in 

der Extravasation zwischen behandelten mit PBS und unbehandelten Hautabschnitten 

gab (Abbildung 29 B). Womit sich PBS für alle weiteren Versuche als Kontrolle eig-

nete. 
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Abbildung 29: Miles Assay zur Bestimmung der induzierten vaskulären Permeabilität von PBS und unbehandelten 

Hautpartien.  

A. Represantatives Foto der Evans Blue Extravasation in der dorsalen Haut. Dorsale ausgeschnittene Haut der 
C57BL/6 mit intradermaler Injektion von PBS (30 µl) und der passenden Positivkontrolle Histamin (30 µl, 2 nmol). B. 
Spektrophotometrische Untersuchung der Gefäßpermeabilität, durch die Bestimmung des Farbstoffgehaltes des mit 
Formamid extrahierten Evans Blue, aus Stanzproben der dorsalen Haut. Nach Vermessung der Proben wurde fest-
gestellt, dass es keinen Unterschied in der Extravasation zwischen behandelten mit PBS und unbehandelten Hautab-
schnitten der C57BL/6 (n = 6) gab. 

B A 
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3.2.2 Zeitabhängige Extravasation durch dermaler Bradykinin Injektion 

Um das Ausmaß der endothelialen Permeabilität von Bradykinin zu untersuchen, wur-

den die Versuche zunächst in C57BL/6 Mäusen durchgeführt. Da ein besseres Ver-

ständnis für die zeitabhängige Extravasation hierbei wichtig ist bzw. welche optimale 

Zeitdauer für eine maximale Extravasation nötig ist, wurde den Versuchstieren zu un-

terschiedlichen Zeitpunkten (0, 10, 20 und 30 min) 30 μl einer Stoffmenge von 2 nmol 

Bradykinin-Lösung intradermal appliziert. Um Vergleichswerte zu erhalten, wurde als 

positive Vergleichskontrolle 30 μl einer Histamin-Lösung (2 nmol) und PBS (30 µl) als 

negative Vehikel-Kontrolle in nächster Nähe zur Bradykinininjektion zum Zeitpunkt 

0 min appliziert. Unmittelbar nach der letzten dermalen Bradykinininjektion (Zeitpunkt 

30 min) wurden die Mäuse euthanasiert und nach freilegen der dorsalen Haut die ent-

standenen Injektionsstellen unter Verwendung eines speziellen Kreisschneiders aus-

gestanzt. Abbildung 30 A stellt die dorsale Haut und die Injektionsflächen, die sich 

während 30 min entwickeln (BK0 min, BK10 min, BK20 min und BK30 min). Wie Ab-

bildung 30 B zeigt, wurde festgestellt, dass der größte Anteil der induzierten Extra-

vasation innerhalb der ersten 20 min nach der Injektion von Bradykinin entwickelt (je-

weils n = 6, P < 0.05 One-way ANOVA, *P < 0.05 versus PBS, Tukey’s Multiple 

Comparison Test). 
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Abbildung 30: Miles Assay zur Bestimmung der Zeit-Wirkungs-Beziehungen. 

 A. Fotoauschnitt der Evans Blue Extravasation einer dorsalen Haut der C57BL/6 nach intradermalen Injektion von 
jeweils 30 µl PBS, Histamin (2 nmol) und Bradykinin zu unterschiedlichen Zeitpunkten (2 nmol, BK0-, BK10-, BK20- 
und BK30 min). Die Fotos stellen repräsentative Bilder von 5 unabhängigen Experimenten dar. B. Die Grafik zeigt die 
Quantifizierung der Evans blue Bubbles (Injektionsstellen), bezogen auf die durch PBS verursachte Extravasation. Sie 
stellt die Zeitabhängige Bradykinin-induzierte Extravasation dar (jeweils n = 6, P < 0.05 One-way ANOVA, *P < 0.05 
versus PBS, Tukey’s Multiple Comparison Test). 

  

A B 
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3.2.3 Konzentrationsabhängige erhöhte vaskuläre Permeabilität 

Bradykinin und Labradimil sind Substanzen, welche die vaskuläre Permeabilität erhö-

hen können. Dies kann zu einer Ansammlung von Flüssigkeit im Gewebe führen und 

zu Ödemen beitragen. Labradimil ist ein synthetisches Analogon von Bradykinin. Er ist 

ein potenter, spezifischer Bradykinin-B2-Rezeptoragonist (Shimuta et al., 1999). Ur-

sprünglich wurde Labradimil entwickelt, um die B2-Rezeptoren, die auf der Oberfläche 

von Kapillarendothelzellen des Gehirns exprimiert werden, zu stimulieren. Dieser Ef-

fekt wird genutzt, um die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke reversibel zu erhöhen 

und für Wirkstoffe passierbar zu machen (Emerich, 2001). In der Versuchsentwicklung 

ist die konzentrationsabhängige erhöhte vaskuläre Permeabilität durch Bradykinin und 

Labradimil von Interesse. Die Konzentration des Wirkstoffs in Experimenten an der 

Maus kann auf verschiedene Weise bestimmt werden. Eine Möglichkeit ist die Ver-

wendung von Dosis-Wirkungs-Bestimmungen, bei denen verschiedene Konzentratio-

nen des Wirkstoffs verabreicht werden und die Wirkung auf die dermale Extravasation 

gemessen wird. Es ist wichtig, die richtige Konzentration des Wirkstoffs zu bestimmen, 

um sicherzustellen, dass das Experiment valide und reproduzierbar ist und um mögli-

che unerwünschte Wirkungen zu vermeiden 

Um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu können wurden beide Wirkstoffe, 

Bradykinin wie auch Labradimil, fortlaufend in gleicher Konzentration mit dem gleichen 

Volumen appliziert. Den C57BL/6 Mäusen wurde zunächst 30 μl einer Stoffmenge von 

0,2 nmol, 0,6 nmol, 1 nmol und 2 nmol Bradykinin- oder Labradimil- Lösung intrader-

mal in die dorsale Haut appliziert; immer begleitend von 2 nmol Histamin als Positiv-

kontrolle und der Negativkontrolle PBS. Die Ergebnisse sind in Abbildung 31 A für 

Bradykinin und Abbildung 31 B für Labradimil dargestellt. Eine steigende Bradykinin-

Konzentration innerhalb von 30 min zeigte einen signifikanten Anstieg der Bradykinin-

induzierten Extravasation, der das Vierfache des Vehikel-Werts (PBS) überstieg. Ein 

signifikanter Anstieg der Bradykinin-induzierten Extravasation konnte schon bei einer 

Bradykinin-Dosis von 0,6 nmol beobachtet werden (n = 5, P < 0.05 One-way ANOVA, 

P < 0.05 gegenüber PBS, Tukey’s Multiple Comparison Test). Ähnliche Ergebnisse 

wurden unter Verwendung des spezifischen B2-Agonisten Labradimil (Abbil-

dung 31 B) erhalten (n = 5, P < 0.05 One-way ANOVA, P < 0.05 gegenüber Vehikel, 

Tukey’s Multiple Comparison Test).  
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Abbildung 31: Miles Assay zur Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen nach intradermaler Bradykinin und 

Labradimil Injektion von jeweils 30 µl unterschiedlicher Konzentrationen (0,2–2 nmol) in die dorsale Haut der C57BL/6 
im Vergleich zur PBS.  

A. Das linke Foto stellt die Evans Blue Extravasation in der dorsalen Haut nach intradermaler Injektion von Bradykinin 
Lösungen der angegebenen Konzentrationen (0,2 nmol = BK 10, 0,6 nmol = BK 30, 1 nmol = BK 50, 
2 nmol = BK 100) und PBS dar. Das rechte Diagramm unter A. zeigt die konzentrationsabhängige durch Bradykinin-
induzierte Extravasation bezogen auf die durch PBS verursachte Extravasation (jeweils n = 5, P < 0.05 One-way A-
NOVA, *P < 0.05 gegenüber PBS, Tukey’s Multiple Comparison Test). B. Konzentrationsabhängige Labradimil 
(0,2 nmol = LD 10, 0,6 nmol = LD 30, 1 nmol = LD 50, 2 nmol = LD 100) induzierte Extravasation (jeweils n = 5, 
P < 0.05 One-way ANOVA, *P < 0.05 gegenüber PBS, Tukey’s Multiple Comparison Test) und links die jeweils dazu-
gehörigen dorsalen Hautausschnittbilder. 

 

Da Labradimil gegenüber abbauenden Peptidasen viel stabiler ist, jedoch eine gleiche 

Affinität und intrinsische Aktivität besitzt wie Bradykinin (Shimuta et al., 1999), stellte 

sich die Frage, ob Labradimil aufgrund seiner Stabilität einen stärkeren Einfluss auf 

die dermal induzierte Extravasation in C57BL/6 hat. Hierbei wurden intradermal 

Bradykinin, Labradimil, PBS als auch Histamin (30 µl, 2 nmol) in die dorsale Haut inji-

ziert. Wie in Abbildung 32 dargestellt gab es keinen signifikanten Unterschied in der 

induzierten Extravasation zwischen Labradimil und Bradykinin. Durch Bradykinin 

A 

B 
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wurde eine 4,2-fache Erhöhung (± 0,1) der Gefäßpermeabilität festgestellt. Die Posi-

tivkontrolle Histamin (4,2-fach, ± 0,6) ergab vergleichbare Werte wie die durch Bradyki-

nin als auch Labradimil verursachten Extravasation in der C57BL/6 (*P < 0.0001 One-

way ANOVA, *P < 0.0001 gegenüber PBS, Tukey’s Multiple Comparison Test). 

Schließlich konnte kein Unterschied in der induzierten Extravasation zwischen 

Bradykinin, Labradimil und Histamin (jeweils 30 µl, 2 nmol) gegenüber PBS (30 µl) in 

der Mauslinie C57BL/6 gemessen werden. 
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Abbildung 32: Miles Assay: A. Das linke Bild stellt eine repräsentative Fotografie von 6 unabhängigen Experimenten 

dar. Vaskuläre Permeabilität in dorsalem Hautstück, induziert durch intradermalen Injektionen von jeweils 30 µl PBS, 
Bradykinin (BK), Labradimil (LD) und Histamin (jeweils 2 nmol) in der Mauslinie C57BL/6 (n = 6). B. Die rechte Grafik 
zeigt die Quantifizierung der entstandenen Extravasation bezogen auf die PBS Injektion (*P < 0.0001 One-way 
AN OVA, *P < 0.0001 gegenüber PBS, Tukey’s Multiple Comparison Test). 

 

Sowohl Bradykinin als auch Labradimil verursachten eine hoch signifikante konzentra-

tionsabhängige induzierte vaskuläre Permeabilität im Bereich von 0,2–2 nmol, welche 

überwiegend innerhalb von 20 min stattfand (*P < 0.05 One-way ANOVA, *P < 0.05 

gegenüber PBS, Tukey’s Multiple Comparison Test). 

 

3.2.4 Hemmung der induzierten Extravasation durch Icatibant 

Vorangegangene Organbadversuche in den Aortenringen zeigten eine B2-Rezeptor-

abhängige und durch Icatibant vermittelte Hemmung der vaskulären Bradykinin-Akti-

vität. Icatibant ist ein selektiver synthetisch hergestellter Bradykinin-B2-Rezeptor-An-

tagonist (Fincham et al., 2009). Aufgrund der ähnlichen Struktur des körpereigenen 

Bradykinin besitzt es eine hohe Affinität zum B2-Rezeptor. Icatibant bindet an den B2-

A B 
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Rezeptor und blockiert dadurch dessen Aktivierung durch das natürliche Peptid 

Bradykinin. Dies führt dazu, dass die Wirkung von Bradykinin, wie zum Beispiel die 

Erweiterung der Blutgefäße und die Erhöhung der Durchlässigkeit der Kapillaren, ver-

ringert wird. Es interagiert nicht mit dem Bradykinin-Rezeptor Typ I (B1) oder anderen 

Peptidrezeptoren (Rhaleb et al., 1992).  

 

3.2.4.1 Intraperitoneale Icatibant-Injektion 

Um die Rolle des B2-Rezeptors bei der durch Bradykinin-induzierten Extravasation 

beurteilen zu können, wurden den Versuchstieren 2 h vor Versuchsbeginn 2 nmol 

oder 20 nmol Icatibant appliziert. Nach Injektion von steril hergestelltem Evans-Blue 

(30 mg∙kg-1 KG in 100 µl PBS) in die Schwanzvene einer darauffolgenden dorsalen 

Rasur und Enthaarung wurden 30 μl einer 2 nmol Bradykinin-, Labradimil- und His-

tamin-Lösung intradermal in die dorsale Haut injiziert und nach 2.8.1 vorgegangen. 

 

Bradykinin 

Die durch Bradykinin-induzierte Extravasation wurde durch vorherig intraperitoneal ap-

pliziertes Icatibant (2 nmol) Gabe blockiert (4,4 ± 0,1-Fache auf das 2,2 ± 0,2– fache 

im Vergleich zum Vehikel; P < 0.05 One-way ANOVA, P < 0.05 gegenüber Bradykinin 

unbehandelte C57BL/6, Tukey’s Multiple Comparison Test) und ist daher weitgehend 

durch die Aktivierung des B2-Rezeptors vermittelt (Abbildung 33). Dies spiegelt die 

Ergebnisse mit den Organbadversuchen an Aortenringen von B2tg Versuchstieren wi-

der, wobei hierbei die Bradykinin-verursachte Kontraktion durch Icatibant vollständig 

gehemmt werden konnte (s. Abbildung 25 B). Außerdem gab es keinen signifikanten 

Unterschied in der verminderten Extravasation nach Hemmung des B2-Rezeptors 

durch erhöhter Icatibant Konzentration von 20 nmol. Die Histamin vermittelte Extra-

vasation wurde weder bei 2 nmol noch bei 20 nmol Icatibant beeinflusst. 
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Abbildung 33: A. Das linke Bild stellt ein represantatives dorsales Hautstück einer C57BL/6 dar. Das Foto zeigt die 

endotheliale Extravasation durch intradermale Injektion von PBS, Bradykinin (2 nmol, BK), Labradimil (2 nmol, LD) 
und Histamin (2 nmol, HIS) nach intraperitoneale Icatibant-Injektion (2 nmol) in C57BL/6 (Miles Assay). Nach Messung 
des Farbstoffgehaltes des mit Formamid extrahierten Evans Blue aus Stanzproben der dorsalen Haut wurde die rechte 
Grafik für 6 unabhängige Experimente erstellt. B. Die rechte Grafik stellt die Ergebnisse der Hemmung der intrader-
malen Bradykinin-induzierten Extravasation durch intraperitoneale Icatibant-Injektion in C57BL/6 dar (ieweils n = 6, 
P < 0.05 One-way ANOVA, *P < 0.05 versus Bradykinin allein, Tukey’s Multiple Comparison Test).  

Es war kein statistisch signifikanter Unterschied in der Bradykinin-induzierten Extravasation zwischen der Vorbehand-
lung mit 2 nmol Icatibant und 20 nmol Icatibant messbar. Die Histamin vermittelte Extravasation wurde weder ohne 
noch mit 2 nmol oder mit 20 nmol intraperitoneale Icatibant Vorbehandlung beeinflusst. 

 

Labradimil 

Ähnliche Ergebnisse wurden in Abbildung 34 mit dem spezifischen B2-Agonisten La-

bradimil nach intravenöser Icatibant-Injektion festgestellt (4,1 ± 0,1– fache auf das 

1,9 ± 0,2-Fache (2 nmol Icatibant) auf das 1,6 ± 0,1-Fache (20 nmol Icatibant) im Ver-

gleich zu PBS; P < 0.05 One-way ANOVA, P < 0.05 gegenüber Labradimil unbehan-

delte C57BL/6 Versuchstiere, Tukey’s Multiple Comparison Test). Labradimil ist ge-

genüber abbauenden Peptidasen viel stabiler als Bradykinin (Shimuta et al., 1999). 

Auch hierbei unterschied sich die Icatibant-verminderte Permeabilität bei der intrader-

malen Behandlung mit Bradykinin oder Labradimil weder bei 2 nmol noch bei 20 nmol 

intraperitoneal injiziertem Icatibant voneinander und hatte keinen Einfluss auf die His-

tamin-vermittelte Extravasation. 
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Abbildung 34: Miles Assay: A. Dorsales Hautstück nach intraperitoneale Icatibant-Injektion (2 nmol) und einer an-

schließenden intradermalen Injektion von PBS, Bradykinin (2 nmol, BK), Labradimil (2 nmol, LD) und Histamin (2 nmol, 
HIS). Nach Ausschnitt der blau gefärbten Injektionsstellen der vaskulären Permeabilität durch Bradykinin, Labradimil 
und Histamin in den C57BL/6 Versuchstieren, wurden diese spektrophotometrisch vermessen und in das rechte Dia-
gramm eingetragen. B. Das Diagramm stellt die Hemmung von Labradimil-induzierter Extravasation nach i. p. I-
catibant-Injektion dar (2 nmol, 20 nmol, jeweils n = 6, P < 0.05 One-way ANOVA, *P < 0.05 gegenüber Labradimil al-
lein, Tukey’s Multiple Comparison Test). Icatibant hatte keinen Einfluss auf die Wirkung von Histamin. Auch hier war 
kein Unterschied in der Labradimil-induzierten Extravasation zwischen der Vorbehandlung mit 2 nmol und 20 nmol 
Icatibant messbar. 

 

3.2.4.2 Intradermale Icatibant-Injektion  

Um den direkten Einfluss von Icatibant auf den B2-Rezeptor beurteilen zu können, 

wurde eine Mischung von jeweils 2 nmol Bradykinin und 2 nmol Icatibant intradermal 

in die dorsale Haut der C57BL/6 injiziert. Erstaunlicherweise entwickelte sich von au-

ßen ein sichtbarer durch Evans blue-verursachter blauer Ring, der im Inneren des 

Kreises keine erkennbare Evans blue-Färbung aufwies (Abbildung 35 A, B). Nach ei-

ner intraperitonealen 2 nmol-Icatibant-Vorbehandlung der C57BL/6 war der durch 

Bradykinin verursachter Evans-bue-gefärbte Ring kaum noch erkennbar (Abbil-

dung 35 C). 
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Abbildung 35: Miles Assay: A. Dorsale Haut der C57BL/6 Versuchstiere nach dem Rasieren, Enthaaren und der 

intradermalen Injektion einer Mischung von 30 µl Bradykinin/Icatibant Lösung (jeweils 2 nmol, BK/ICA). B. Interessan-
terweise entwickelte sich nach dermaler Injektion einer Mischung von 30 µl Bradykinin/Icatibant Lösung ein durch 
Evans blue verursachter blauer Ring, der im inneren des Kreises keine erkennbare Bradykinin verursachte Evans blue 
Färbung aufwies. C. Dorsales Hautstück mit einer intradermalen Injektion einer Mischung von 30 µl Bradykinin/I-
catibant Lösung (jeweils 2 nmol) nach einer 2 nmol intraperitonealen Icatibant Vorbehandlung der C57BL/6 Versuchs-
tiere. Hier ist der blaue Ring kaum noch erkennbar. 

 

Aus Abbildung 36 ist ersichtlich, dass eine intradermale Injektion einer Mischung von 

30 µl Bradykinin/Icatibant einen direkten Einfluss auf die Extravasation hatte (4,4 ± 0,1 

auf das 2,4 ± 0,1-Fache im Vergleich zu PBS, P < 0.0001 gegenüber Bradykinin, Tu-

key’s Multiple Comparison Test nach One-way ANOVA) und Bradykinin vermutlich von 

innen heraus verdrängte. Allerdings wurde beobachtet, dass eine intraperitoneale In-

jektion von 2 nmol Icatibant die Bradykinin-induzierte Extravasation stärker hemmt als 

eine intradermale Injektion einer Bradykinin/Icatibant Mischung ohne intravenöser I-

catibant Vorbehandlung der Versuchstiere (n = 5, 2,4 ± 0,1 auf das 1,6 ± 0,1 im Ver-

gleich zu PBS, P = 0.0007 gegenüber intradermaler Injektion von Bradykinin/Icatibant 

unbehandelter Versuchstiere, Tukey’s Multiple Comparison Test nach One-way A-

NOVA). Vermutlich durch die Verdrängung der Bradykinin verursachten Extravasation 

(s. Abbildung 35 B). Es konnte kein zusätzlicher Effekt bzw. statisch signifikanter Un-

terschied in der Extravasation zwischen einer intravenösen Icatibant vorbehandelten 

C57BL/6 mit intradermaler Bradykinin Injektion und einer intravenösen Icatibant vor-

behandelten C57BL/6 mit intradermaler Injektion aus einer Mischung von Bradykinin/I-

catibant festgestellt werden. 
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Abbildung 36: Miles Assay: Spektrophotometrische Untersuchung der Gefäßdurchlässigkeit, durch die Bestimmung 

des Farbstoffgehaltes des mit Formamid extrahierten Evans Blue, aus Stanzproben der dorsalen Haut.  

Die Grafik zeigt die endotheliale Extravasation nach intradermaler Injektion von 30 µl PBS, Histamin (2 nmol), Bradyki-
nin (2 nmol) und einer Mischung von Bradykinin/Icatibant (jeweils 2 nmol) mit und ohne intraperitoneale Icatibant 
(2 nmol) Vorbehandlung der C57BL/6 (n = 5). Die Hemmung der Bradykinin-induzierten Extravasation durch die intra-
peritoneale Icatibant Vorbehanlung ist signifikant stärker als die intradermalen Gabe einer Mischung von Bradykinin/I-
catibant (n = 5, 2,4 ± 0,1 auf das 1,6 ± 0,1 versus PBS, *P < 0.0007 versus Bradykinin/Icatibant ohne intraperitoneale 
Icatibant Vorbehandlung der C57BL/6, Tukey’s Multiple Comparison Test nach One-way ANOVA). Die Vorbehandlung 
der Maus mit Icatibant und einer intradermalen Injektion der Mischung Bradykinin/Icatibant ergab keine zusätzliche 
Reduzierung der Bradykinin-induzierten Extravasation nach intraperitonealen Icatibant Vorbehandlung der Versuchs-
tiere (n = 5, nicht signifikant versus Bradykinin mit i. p. Icatibant Vorbehandlung, Tukey’s Multiple Comparison Test). 
Icatibant hatte auch hierbei keinen Einfluss auf die Wirkung von Histamin. 

 

3.2.5 Einfluss der erhöhten B2 Expression in B2tg auf die Extravasation 

Eine erhöhte Expression von Bradykinin-Typ-2-Rezeptoren (B2) kann die Extravasa-

tion und die Entzündungsreaktionen in Geweben erhöhen. Während eines nicht aller-

gischen Bradykinin-induzierten Angioödems kommt es zu einer erhöhten Aktivierung 

von endothelialen B2-Rezeptoren. Hierbei bindet Bradykinin an B2-Rezeptoren und 

aktiviert diese, was zu einer erhöhten Bildung von Mediatoren wie Prostaglandinen 

führt und somit zu einer erhöhten Durchlässigkeit der Blutgefäße (Bas et al., 2007). 

Um den Einfluss der erhöhten B2-Rezeptor-Expression in B2tg auf die Extravasation 

zu verstehen, wurde zunächst untersucht, ob B2tg Versuchstiere aufgrund der erhöh-

ten B2-Rezeptor-Expression mit einer stärkeren Reaktion auf die intradermal indu-

zierte Bradykinin Extravasation im Vergleich zu ihren transgennegativen B2n Ge-

schwistertiere reagieren. In B2n wurde ein durch Bradykinin-induzierter Anstieg der 

Extravasation um das 4,5 ± 0,2-Fache (P < 0.05 One-way ANOVA, P < 0.05 gegen-

über Vehikel [PBS], Tukey’s Multiple Comparison Test) gefunden, der mit dem in 

C57BL/6 beobachteten Mäusen vergleichbar war. Im Gegensatz dazu induzierte 
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Bradykinin eine signifikant stärkere Extravasation in B2tg auf das 5,5 ± 0,2-Fache (Ab-

bildung 37, jeweils n = 7, Vehikel bezeichnet die physiologische Pufferlösung (PBS), 

P < 0.05 One-way ANOVA, *P < 0.05 versus Vehikel, #P < 0.05 versus B2n, Tukey’s 

Multiple Comparison Test). Die Histamin-vermittelte Extravasation war weder bei den 

transgennegativen (B2n) noch bei den transgenpositiven (B2tg) Versuchstieren verän-

dert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Überexpression des B2-Rezeptors 

in B2tg in Endothelzellen kleiner dermaler Blutgefäße funktionell aktiv ist.  
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Abbildung 37: Ergebnisse des Miles Assays zur Bewertung der durch Bradykinin-induzierten Plasmaextravasation 

bei Mäusen mit einer endothelspezifischen Überexpression von B2-Rezeptoren (B2tg) im Vergleich zu ihren transgen-
negativen Geschwistertieren (B2n).  

A. Links spiegeln die repräsantativen Bilder der passenden dorsalen Hautfläche mit der intradermalen Injektion von 
PBS, Bradykinin (BK), Labradimil (LD) und Histamin (HIS, jeweils 30 µl, 2 nmol. Das obere Bild presentiert die trans-
gennegative Maus B2n und die untere Bildaufnahme die transgenpositive B2tg. B. Das rechte Diagramm zeigt die 
erhöhte Extravasation induziert durch Bradykinin in B2tg versus B2n (jeweils n = 7, Vehikel bezeichnet die intradermale 
PBS Injektion, P < 0.05 One-way ANOVA, *P < 0.05 versus Vehikel, #P < 0.05 versus B2n, Tukey’s Multiple Compari-
son Test). Die B2-Rezeptor Überexpression in den transgenpositiven Geschwistertieren (B2tg) hatte keinen Einfluss 
auf die durch Histamin induzierten Plasmaextravasation im Vergleich zu ihren transgennegativen Geschwistertieren. 

 

Weiterhin wurde untersucht, ob eine erhöhte B2-Rezeptor-Expression in transgenpo-

sitiven Versuchstieren schließlich auch zu einer stärkeren Hemmung der Bradykinin-

induzierten Plasmaextravasation in der dorsalen Haut führt. Wie zuvor in den C57BL/6 

beobachtet (s. Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.), wird auch 

in B2n durch eine intraperitoneal 2 nmol Icatibant-Injektion (2 Stunden vor intraderma-

ler Bradykinininjektion) die Bradykinin-induzierte Extravasation im Vergleich zum Ve-

hikel (i. d. PBS) von 4,5 ± 0,2-fach bis zu 2,3 ± 0,2-fach (Abbildung 38, n = 7, 

***P < 0.0001 vs. Bradykinin in unbehandelten B2n ) und von 5,4 ± 0,1-fach bis 

2,5 ± 0,1-fach in B2tg reduziert (n = 5, P < 0.0001 One-way ANOVA, ***P < 0.0001 ver-

sus Bradykinin in unbehandelte B2tg, Tukey’s Multiple Comparison Test). Allerdings 

A B 
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wurde kein Unterschied in der dermal induzierten Extravasation durch Bradykinin nach 

intraperitonealer Icatibant-Injektion zwischen den transgennegativen und den trans-

genpositiven Versuchstieren gemessen. 
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Abbildung 38: Miles Assay zur Untersuchung der endothelialen Permeabilität der transgennegativen (BKn) und trans-

genpositiven (BKtg) Maus als Versuchsmodell.  

Die Messung erfolgte im Spekrophotometer, hierbei wurde der Farbstoff Evans blue aus dem Gewebe durch Inkuba-
tion mit Formamid extrahiert, photometrisch gemessen, pro Milligramm Gewebe quantifiziert und mit unbehandelten 
Kontrolltieren verglichen. A. Links stellen passende dorsale Hautflächen mit den entsprechenden intradermal induzier-
ten Extravasationsinjektionen von PBS, Bradykinin (BK), Labradimil (LD) und Histamin (HIS, jeweils 30 µl, 2 nmol) 
eines Miles assays dar. Das obere der linken Bilder repräsentiert das Bild eines Ausschnittes der dorsalen Haut einer 
BKn und das untere einer BKtg Maus. B. Das rechte Diagranm spiegelt die Wirkung der intravenös vorbehandelten 
Versuchstiere mit Icatibant (2 nmol) auf die Bradykinin-induzierte Extravasation in B2n und B2tg wieder (jeweils n = 5, 
P < 0.0001 One–way ANOVA, ***P < 0.0001 versus unbehandeltes Versuchstier mit PBS, #P < 0.05 gegen B2n, Tu-
key’s Multiple Comparison Test). 

 

Weiterhin konnte an B2tg bestätigt werden, dass auch die intravenöse Gabe des unse-

lektiven COX-Hemmer Diclofenac (5 mg∙kg-1 KG) in die Schwanzvene die Bradykinin-

induzierte Extravasation sowohl in B2n als auch in BKtg Versuchstieren signifikant re-

duzierte (Abbildung 39, n = 7, P < 0.05 One-way Anova, *P < 0.05 versus unbehan-

delt, #P < 0.05 versus B2n, Tukey’s Multiple Comparison Test). Außerdem hob Dicl-

ofenac den Unterschied der Bradykinin-induzierten Extravasation zwischen den 

Stämmen B2n und B2tg auf. Diese erhobenen Daten weisen darauf hin, dass die COX 

eine wesentliche Rolle in der verstärkten Extravasation in transgenpositiven B2tg spielt. 
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Abbildung 39: Ergebnisse des Miles Assay zur Untersuchung der durch Bradykinin-induzierten vaskulären Permea-

bilität, im Vergleich zur Vehikel Kontrolle (PBS) zwischen B2n und B2tg nach Behandlung mit dem COX-Hemmer Dic-
lofenac.  

A. Die linken Fotoaufnahmen stellen repräsentative Bilder der passenden dorsalen Hautflächen mit den entsprechen-
den induzierten Extravasationsinjektionsstellen dar. Das obere der linken Bilder repräsentiert das Bild eines Ausschnit-
tes der dorsalen Haut einer transgennegativen (BKn) und das untere linke Bild einer transgenpositiven (BKtg) Maus 
nach Behandlung mit dem COX-Hemmer Diclofenac. B. Die rechte Grafik spiegelt die Wirkung der Vorbehandlung mit 
i. v. 5 mg∙kg-1 KG Diclofenac auf die Bradykinin-induzierte Extravasation in B2n und B2tg wieder (jeweils n = 7, P < 0.05 
One-way ANOVA, *P < 0.05 versus keine Vorbehandlung, #P < 0.05 gegen B2n, Tukey’s Multiple Comparison Test). 
Die intravenöse Behandlung mit Diclofenac konnte den Unterschied der Bradykinin-induzierten Extravasation zwi-
schen B2n und B2tg aufheben. 

 

3.2.6 Erhöhte Extravasation durch Hemmung der ACE in C57BL/6-

Mäusen  

Moexipril ist ein ACEI und wird bei der Behandlung von arterieller Hypertonie und Herz-

insuffizienz eingesetzt. Die ersten Berichte über die Synthese von Moexipril erschie-

nen 1982 in der Literatur (Hoefle, 1982). Nachdem Moexipril in der Leber zum aktiven 

Moexiprilat metabolisiert wird, blockiert es zum einen die Umwandlung von Angioten-

sin I zu Angiotensin II und zum anderen den Abbau von Bradykinin in seine inaktiven 

Metaboliten (Chrysant & Chrysant, 2004). Angioödeme, die während der Behandlung 

mit einem ACE-Hemmer auftreten, sind bei weitem die häufigste Ursache für nicht al-

lergische Angioödeme (Bas et al., 2015). Um den Zusammenhang zwischen erhöhter 

Bradykininkonzentration und der daraus resultierenden erhöhten Permeabilität weiter 

zu untersuchen, soll in diesem Abschnitt von der Hypothese ausgegangen werden, 

dass die pharmakologische Hemmung von ACE die endotheliale Barrierefunktion ver-

ringern kann, in dem die Steady-State-Plasmaspiegel von Bradykinin erhöht werden. 

A B 
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Daher stellte sich die Frage, ob die Behandlung von C57BL/6-Mäusen mit Moexipril 

Auswirkungen auf die durch Bradykinin-induzierte intradermale dosisabhängige Extra-

vasation hat. Für die Dosisfindung von Moexipril wurden Miles Assays mit C57BL/6 

durchgeführt. Hierbei wurde den Versuchstieren nach intraperitoneal (i. p.) Moexipril 

(0,3, 1 und 2 mg∙kg-1 KG, 2 h vor Versuchsbeginn) und intraperitoneal PBS (2 h vor 

Versuchsbeginn) eine 30 µl PBS, Bradykinin in unterschiedlichen Konzentrationen 

(0,2 nmol, 0,6 nmol, 1 nmol und 2 nmol) und Histamin (0,2 nmol) intradermal appliziert. 

Zunächst wurde den C57BL/6 Versuchstieren eine 1 mg∙kg-1 KG intraperitoneale 

Moexipril-Lösung zur Untersuchung der intradermal induzierten Bradykinin verursach-

ten Extravasation injiziert. Bei einer Dosis von 1 mg∙kg-1 KG Moexipril kam es bei 

C57BL/6 Versuchstieren zu einer starken Blutdrucksenkung, wobei sich der Blutfluss 

zentralisierte und nach Öffnung des Abdomens die innere Bauchhöhle durch Evans 

blue blau gefärbt ist (Abbildung 40 A) und somit keine signifikante messbare Bradyki-

nin (BK), Labradimil (LD) noch Histamin (HIS) induzierte Extravasation im Vergleich 

zu PBS detektierbar ist (Abbildung 40 B). Auch höhere Dosen von 2 mg∙kg-1 KG i. p. 

Moexipril führte zu keiner detektierbaren Bradykinin-induzierten Extravasationin in 

C57BL/6 Versuchstieren.  

 

 

Abbildung 40: Miles Assay zur Untersuchung der endothelialen Permeabilität der C57BL/6 als Versuchsmodell nach 

intraperitonealer Moexipril-Injektion (2 h vor Versuchsbeginn).  

A. Vermehrte Blaufärbung in der Bauchhöhle nach intraperitonealer Moexipril (i. p., 2 h vorher, 1 mg kg-1 KG) Injektion 
und einer anschließenden Evans blue Gabe. B. Dorsales Hautstück mit intradermaler Injektion von PBS, Bradykinin, 
Labradimil und Histamin (jeweils 30 µl, 2 nmol) nach Moexipril-Injektion (1 mg kg-1 KG, i. p.) in C57BL/6 Versuchstie-
ren. Es war keine unterschiedliche induzierte Extravasation zu PBS detektierbar. 

 

Erst nach einer Reduzierung der intraperitonealen Dosis von Moexipril auf 0,3 mg∙kg-

1 KG, wurde die Extravasation ausschließlich bei einer Zwischendosis von 0,6 nmol 

intradermal appliziertem Bradykinin erhöht (Abbildung 41 A). Moexipril-vorbehan-

delte C57BL/6-Versuchstiere hatten bei höheren intradermal applizierten Dosen als 

A B 
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0,6 nmol Bradykinin keine unterscheidende Wirkung gegenüber PBS-vorbehandelten 

C57BL/6-Versuchstieren (jeweils n = 5, Vehikel bezeichnet die PBS der vorbehandel-

ten C57BL/6-Versuchstiere, P < 0.05 Two-way ANOVA, *P < 0.05 gegenüber Vehikel, 

Šídák Multiple Comparison Test). Die niedrigste intradermal applizierte Bradykinin Do-

sis von 0,2 nmol ergab eine minimale erhöhte Extravasation von 1,4 ± 0,1-fach ohne 

und 1,4 ± 0,1-fach mit intrapertonealer Moexipril Behandlung im Vergleich zum Vehikel 

(30 µl PBS, Abbildung 41 B). In beiden Fällen erreichten diese kleinen Bradykinin-

induzierten Erhöhungen jedoch keine statistische Signifikanz im Vergleich zum Vehikel 

(nicht signifikant versus PBS, Šídák Multiple Comparison Test nach Two-way A-

NOVA).  
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Abbildung 41: Miles Assay zur Untersuchung der endothelialen Permeabilität der C57BL/6 als Versuchsmodell nach 

intraperitonealer Moexipril-Injektion (2 h vor Versuchsbeginn).  

A. Die linke Fotoaufnahme stellt ein repräsentatives Bild der passenden dorsalen Hautfläche nach Reduzierung der 
intraperitonealer Moexipril-Injektion auf 0,3 mg∙kg-1 KG) und einer anschließenden intradermalen Injektion von 30 
µl PBS, Bradykinin (0,2 nmol = BK 10, 0,6 nmol = BK 30, 1 nmol = BK 50, 2 nmol = BK 100) und Histamin (HIS: 
2 nmol) in der Mauslinie C57BL/6 dar (n = 5). Die Messung erfolgte im Spekrophotometer, hierbei wurde der Farbstoff 
Evans blue aus dem Gewebe durch Inkubation mit Formamid extrahiert, photometrisch gemessen, pro Milligramm 
Gewebe quantifiziert und mit unbehandelten Kontrolltieren verglichen. D. Die Ergebnisse dieser Versuche wurden in 
das Diagramm eingepflegt. Es zeigt eine erhöhte Extravasation bei einer Zwischenkonzentration von 0,6 nmol intra-
dermal induziertem Bradykinin (jeweils n = 5, P < 0.05 Two-way ANOVA, *P < 0.05 gegenüber intraperitoneale PBS 
behandelte C57BL/6, Šídák Multiple Comparison Test nach Two-way ANOVA). 

 

Die Ergebnisse führten zu der Frage, ob die signifikante Wirkung von Moexipril nach 

einer intradermalen 0,6 nmol Bradykinin Injektion durch eine direkte ACE-Hemmer ver-

mittelte induzierte Vasodilatation verursacht worden ist oder durch die Potenzierung 

der induzierten Bradykininkonzentration. Um dies beurteilen zu können, wurden die 

gleichen Experimente unter Verwendung des gegen abbauende Peptidasen viel stabi-

leren B2-Agonisten Labradimil (Shimuta et al., 1999) wiederholt. Wie in Abbildung 42 

A B 
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gezeigt, hatte Moexipril bei keiner Konzentration von intradermal injiziertem Labradimil 

(0,2 nmol, 0,6 nmol, 1 nmol und 2 nmol) einen Einfluss auf die Extravasation in 

C57BL76 (nicht signifikant P > 0.05, Šídák Multiple Comparison Test nach Two-way 

ANOVA). 
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Abbildung 42: Miles Assay zur Untersuchung der endothelialen Permeabilität der C57BL/6 als Versuchsmodell nach 

intraperitonealer Moexipril-Injektion.  

A. Die linke Fotoaufnahme stellt ein repräsentatives Bild der passenden dorsalen Hautfläche nach intraperitonealer 
Moexipril-Injektion (0,3 mg∙kg-1 KG) und einer anschließenden intradermalen Injektion von PBS (30 µl), Labradimil 
(30 µl, 0,2 nmol = LD 10, 0,6 nmol = LD 30, 1 nmol = LD 50, 2 nmol = LD 100) und Histamin (HIS: 30 µl, 2 nmol) in 
C57BL/6 (n = 5) dar. Die Messung erfolgte im Spekrophotometer, hierbei wurde der Farbstoff Evans blue aus dem 
Gewebe durch Inkubation mit Formamid extrahiert, photometrisch gemessen, pro Milligramm Gewebe quantifiziert 
und mit unbehandelten Kontrolltieren verglichen. B. Die rechte Grafik entsprechen die Ergebnisse der Miles Assay 
Messung. Bei keiner intradermalen Konzentration von Labradimil trat eine Wirkung von Moexipril auf (n = 5, Vehikel 
bezeichnet physiologische Pufferlösung, P = 0.05 Two way-ANOVA, nicht signifikant gegen unbehandelte Versuchs-
tiere, Šídák Multiple Comparison Test). 

 

Dieser Befund legt nahe, dass wahrscheinlich die Hemmung der ACE durch Moexipril 

und nicht die Vasodilatation per se, die 0,6 nmol Bradykinin-induzierte Potenzierung 

der Extravasation verursachte. Daraus ergibt sich, dass die Hemmung von ACE die 

Bradykinin-induzierte Extravasation verstärkt. 

 

3.2.7 COX-abhängige Hemmung der endothelialen Permeabilität 

Zuvor durchgeführte Untersuchungen an Aortenringen von B2tg (s. Abbildung 25) als 

auch Versuche bei der die Bradykinin-induzierte Extravasation in transgenpositiven 

B2tg gemessen wurde (s. Abbildung 39), deuten auf eine Beteiligung der Cyc-

looxygenase in der Bradykinin vermittelten Kontraktion als auch Extravasation hin. Um 
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die Rolle der COX für die Erhöhung der Permeabilität von Bradykinin und Labradimil 

in kleinen dermalen Blutgefäßen näher zu untersuchen, wurden C57BL/6 mit unselek-

tiven Cyclooxygenase (COX)-Inhibitoren wie Ibuprofen und Diclofenac, dem selektiven 

COX1-Inhibitor SC560 und den selektiven COX2-Inhibitoren Celecoxib und Rofecoxib 

vorbehandelt. Auch hierbei wurde der Miles Assay verwendet, um die Bedeutung und 

Beteiligung der spezifischen nachgeschalteten Signalwege an der Bradykinin-induzier-

ten dermalen Extravasation zu erforschen. 

 

3.2.7.1 Ibuprofen 

Die Vorbehandlung der Mäuse mit dem unspezifischen COX-Inhibitor Ibuprofen (i. v., 

12 mg∙kg-1 KG, Sigma-Aldrich, München) führte zu einer signifikanten Reduktion der 

Bradykinin (30 µl, 2 nmol) als auch Labradimil (30 µl, 2 nmol) induzierten dermalen 

Extravasation (n = 5, P < 0.0001 One-way ANOVA, P < 0.0001 gegenüber PBS be-

handelte Kontrolltiere, Tukey’s Multiple Comparison Test, Abbildung 43). Es gab 

keine Auswirkung auf die durch Histamin induzierte Extravasation nach i. v. Ibuprofen 

Gabe. 
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Abbildung 43: A. Ergebnisse des Miles Assays. Repräsentatives Bild der passenden dorsalen Hautfläche nach i. v. 

Injektion des unspezifischen COX-Inhibitor Ibuprofen (12 mg kg-1 KG) und einer anschließenden intradermalen Injek-
tion von PBS, Bradykinin (30 µl, 2 nmol), Labradimil (30 µl, 2 nmol) und Histamin (30 µl, 2 nmol) in C57BL/6 (n = 5).  

Die Messung erfolgte im Spekrophotometer, hierbei wurde der Farbstoff Evans blue aus dem Gewebe durch Inkuba-
tion mit Formamid extrahiert, photometrisch gemessen, pro Milligramm Gewebe quantifiziert und mit unbehandelten 
Kontrolltieren verglichen. B. Die Vorbehandlung mit dem unspezifischen COX-Inhibitor Ibuprofen zeigte, dass eine 
unspezifische COX1/2-Inhibition die Bradykinin und Labradimil-induzierte Extravasation signifikant reduziert (jeweils 
n = 5, P < 0.0001 One-way ANOVA, ***P < 0.0001 gegenüber PBS behandelte Kontrolltiere, linker dazugehöriger Bal-
ken, Tukey’s Multiple Comparison Test). Es gab keine Auswirkung auf die durch Histamin induzierte Extravasation. 

A B 
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3.2.7.2 Diclofenac 

Ein ähnlicher Effekt war mit dem unspezifischen COX-Inhibitor Diclofenac (i. v., 

5 mg∙kg-1 KG) in den behandelten Mäusen zu beobachten (n = 6, ***P < 0.0001, ge-

genüber PBS behandelte Kontrolltiere, Tukey’s Multiple Comparison Test nach One-

way ANOVA, Abbildung 44). Hierbei sank die Bradykinin-induzierte Extravasation 

nach Diclofenac Vorbehandlung von 4,41 ± 0,11- fache auf das 2,26 ± 0,28-Fache und 

bei Labradimil von 3,74 ± 0,12-Fache auf das 2,44 ± 0,25-Fache. Diese Ergebnisse 

deuten auf einen Einfluss der Prostaglandine auf die Bradykinin-induzierte dermale 

Extravasation in Mäusen hin. 
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Abbildung 44: A. Ergebnisse des Miles Assays. Repräsentatives Bild der passenden dorsalen Hautfläche nach i. v. 

Injektion des unspezifischen COX-Inhibitor Diclofenac (5 mg kg -1 KG) und einer anschließenden intradermalen Injek-
tion von PBS, Bradykinin (2 nmol), Labradimil (2 nmol) und Histamin (2 nmol) in C57BL/6 (n = 6). B. Die Vorbehand-
lung mit Vehikel (linker Balken, PBS behandelte Kontrolltiere) und dem unspezifischen COX-Inhibitor Diclofenac (rech-
ter Balken) zeigte auch hier, dass eine unspezifische COX1/2-Inhibition die Bradykinin und Labradimil-induzierte 
Extravasation signifikant reduziert (jeweils n = 6, P < 0.0001 One-way ANOVA, ***P < 0.0001 versus unbehandelte 
Kontrolltiere, Tukey’s Multiple Comparison Test). Auch hierbei war die Histamin induzierte Extravasation unbeeinflusst. 

 

3.2.7.3 SC560 ein spezifischer COX1- Hemmer 

Es stellte sich die Frage, welche COX an der Bradykinin-induzierten Extravasation be-

teiligt ist. Daher wurden C57BL/6 Versuchstiere mit dem spezifischeren COX1-Inhibitor 

SC560 (i. v., 5 mg∙kg-1 KG, Sigma-Aldrich, München) vorbehandelt. Es konnte hierbei 

keine Veränderung der Extravasation nach intradermaler Bradykinin (30 µl, 2 nmol) als 
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auch Labradimil (30 µl, 2 nmol) Applikation gemessen werden (jeweils n = 6, nicht sig-

nifikant versus unbehandelte Kontrolltiere, Tukey’s Multiple Comparison Test nach 

One-way Anova (Abbildung 45). 
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Abbildung 45: A. Miles Assay: Dorsales Hautstückergebniss nach i. v. Injektion des spezifischen COX1-Inhibitor 

SC560 (5 mg∙kg-1 KG) und einer anschließenden intradermalen Injektion von PBS, Bradykinin, Labradimil und Hista-
min (jeweils 30 µl, 2 nmol) in C57BL/6 (n = 6).  

Die Messung erfolgte im Spekrophotometer, hierbei wurde der Farbstoff Evans blue aus dem Gewebe durch Inkuba-
tion mit Formamid extrahiert, photometrisch gemessen, pro Milligramm Gewebe quantifiziert und mit unbehandelten 
Kontrolltieren verglichen. B. Die Vorbehandlung mit Vehikel (PBS, linker Balken) und dem spezifischen COX1-Inhibitor 
SC560 (rechter Balken) zeigte weder bei Bradykinin noch bei Labradimil eine veränderte induzierte dermale Extra-
vasation (jeweils n = 6, P < 0.0001 One-way ANOVA, nicht signifikant versus Vehikel (unbehandelte Kontrolltiere mit 
PBS), Tukey’s Multiple Comparison Test). 

 

Nach Erhöhung der SC560 Dosis auf 10 mg∙kg-1 KG war die Bradykinin- als auch La-

bradimil-induzierte dermale Extravasation signifikant reduziert (n = 5, P < 0.001 One-

way ANOVA, **P < 0.01, *P < 0.05 gegenüber Vehikelbehandlung (PBS), Tukey’s Mul-

tiple Comparison Test, Abbildung 46). Allerdings fiel die Wirkung auf die dermale Ext-

ravasation im Vergleich zur Vorbehandlung mit Ibuprofen (s. Abbildung 43) und Dicl-

ofenac (s. Abbildung 44) geringer aus. 
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Abbildung 46: A. Representatives Bild eines Dorsalen Hautstück einer C57BL/6. Ergebnisse des Miles Assays nach 

intravenöser Injektion des spezifischen COX1-Inhibitor SC560 (10 mg∙kg-1 KG) und einer anschließenden intraderma-
len Injektion von PBS, Bradykinin, Labradimil und Histamin (jeweils 30 µl, 2 nmol) in der Mauslinie C57BL/6. B. Die 
Vorbehandlung mit Vehikel (linker Balken) und dem spezifischen COX1-Inhibitor SC560 (rechter Balken) zeigte erst 
bei einer Konzentration von 10 mg∙kg-1 KG eine verminderte signifikante Bradykinin und Labradimil-induzierte Extra-
vasation (jeweils n = 5, P < 0.0001 One–way ANOVA, **P < 0.01, *P < 0.05 gegen Vehikelbehandlung (PBS), Tukey’s 
Multiple Comparison Test). Auch hierbei war die Histamin induzierte Extravasation unbeeinflusst. 

 

3.2.7.4 Celecoxib und Rofecoxib, spezifische Inhibitoren der COX2 

Weiterhin wurde untersucht, welche Rolle die COX2 hierbei spielt. Dabei wurden die 

C57BL/6 Versuchstiere mit dem selektiven COX2-Inhibitor Celecoxib als auch 

Rofecoxib (i. v., 10 mg∙kg-1 KG, Sigma-Aldrich, München) vorbehandelt. Die Vorbe-

handlung von C57BL/6 mit Celecoxib als auch mit Rofecoxib, führten zu einer signifi-

kanten Reduzierung der Bradykinin-induzierten dermalen Extravasation. Dabei sank 

die Bradykinin-induzierte Extravasation nach Celecoxib Vorbehandlung von 

4,41 ± 0,11-Fache auf das 3,08 ± 0,27-Fache und bei Labradimil von 3,74 ± 0,12-Fa-

che auf das 3,05 ± 0,09-Fache (n = 6, P < 0.0001 One-way ANOVA, ***P < 0.001, 

*P < 0.05 gegenüber Vehikel, Tukey’s Multiple Comparison Test, Abbildung 47 B). 

Rofecoxib hatte einen schwächeren Effekt auf die Bradykinin-induzierte dermale Ext-

ravasation und keinen Einfluss auf die Labradimil-induzierte dermale Extravasation 

(n = 6, P < 0.0001 One-way ANOVA, **P < 0.01 gegenüber Vehikel, Tukey’s Multiple 

Comparison Test, Abbildung 47 D). Auch hierbei konnte nur eine geringere Reduktion 

der Bradykinin-induzierten dermalen Extravasation durch Celecoxib als auch 

Rofecoxib im Vergleich zu Ibuprofen (s. Abbildung 43) und Diclofenac (s. Abbil-

dung 44) gemessen werden. Bei keinem der vorbehandelten Versuchstiere konnte die 
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COX-Hemmung die Histamin-induzierte Extravasation signifikant beeinflussen. Diese 

Daten legen nahe, dass sowohl COX1 als auch COX2 an der Bradykinin-induzierten 

Extravasation in kleinen dermalen Blutgefäßen von Mäusen beteiligt sein könnten. 
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Abbildung 47: Miles Assay in C57BL/6: A. Representatives Bild eines Dorsalen Hautstück nach Vorbehandlung mit 

Celecoxib (i. v., 10 mg∙kg-1 KG) und anschließender intradermalen Injektion von 30 µl PBS, Bradykinin, Labradimil und 
Histamin (jeweils 2 nmol). B. Die Vorbehandlung der Versuchstiere mit Celecoxib führte zu einer signifikanten Redu-
zierung der Bradykinin als auch Labradimil-induzierten dermalen Extravasation (n = 6, P < 0.0001 One-way ANOVA, 
***P < 0.001, *P < 0.05 gegenüber Vehikel, Tukey’s Multiple Comparison Test). C. Dorsales Hautstück nach Rofecoxib 
Injektion und anschließender intradermalen Injektion von 30 µl PBS, Bradykinin, Labradimil und Histamin (jeweils 
2 nmol). D. Die Grafik stellt die Auswertung der Proben dar. Rofecoxib hatte einen schwächeren Effekt auf die Bradyki-
nin jedoch keinen Einfluss auf die Labradimil-induzierte dermale Extravasation (n = 6, P < 0.0001 One-way ANOVA, 
**P <0.01 gegenüber Vehikel (PBS), Tukey’s Multiple Comparison Test).  

Bei keinen der vorbehandelten Versuchstiere konnte die COX-Hemmung die Histamin-induzierte Extravasation signi-
fikant beeinflussen. 
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3.3 Two-Photon-Laser-Mikroskopie 

Um die spontan ablaufende physiologische Extravasation in lebenden C57BL/6 mes-

sen zu können, wurde zunächst der grüne Fluoreszenzfarbstoff mit 250 kDa Dextran 

(Fluorescein Isothiocyanate-Dextran [FITC], 1,5 mg in 50 µl), der die Endothelgefäße 

nicht spontan durchdringen kann, in die Schwanzvene der Versuchstiere injiziert. Da 

der 250 kDa Dextran aufgrund seiner Größe in den Blutgefäßen verbleibt, kann die 

Gefäßfluoreszenz von den interstitiellen Signalen getrennt werden. Anschließend 

wurde der gewebedurchlässige rote Fluoreszenzfarbstof mit 10 kDa Dextran (Alexa 

Fluor® 594 Dextran, 250 µg∙in 50 µl), der die Endothelbarriere im Laufe der Zeit leicht 

durchquert, in den gleichen Zugang der Schwanzvene appliziert. Diese Permeation 

wurde über 60 min gemessen. 

Abbildung 48 zeigt die Permeation des rot fluoreszierenden Farbstoffes durch die En-

dothelbarriere während der spontanen Extravasation in C57BL/6 Mäusen. Nach 

45 min erreichte das Signal ein Plateau, da im Gefäßlumen keine Fluoreszenzände-

rungen mehr nachweisbar war (n = 6).  
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Abbildung 48: Auswertung der Two-Photon-Laser-Mikroskopie Bildgebung kleiner dermaler Blutgefäße des Ohrs von 

anästhesierten C57BL/6 Versuchstiere.  

Aufnahme etwa 200 μm unter der Oberfläche am Ohr. Mäuse wurden mit dem grün fluoreszierenden 250 kDa Dextran 
vorbehandelt, dass das Lumen nicht verlässt und somit im Gefäß verbleibt. Nach Injektion des rot fluoreszierenden 
10 kDa Farbstoffes wurde die spontane Extravasation in den Gefäßlumen quantifiziert. Aufzeichnungen zeigen, dass 
der 10 kDa Dextran, aber nicht der 250 kDa Dextran das Gefäßlumen spontan über einen Zeitraum von 45 min ver-
lässt (n = 6). 
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Als zusätzliche Kontrolle wurde die Akkumulation des 10 kDa Dextran im Interstitial-

raum quantifiziert (n = 6, Abbildung 49). Allerdings ist die Genauigkeit dieser Messun-

gen geringer, da das Interstitium nicht so klar definiert werden konnte wie die intravas-

kulären Gefäße. 
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Abbildung 49: Two-Photon-Laser-Mikroskopie kleiner dermaler Blutgefäße. Aufnahme etwa 200 μm unter der Ober-

fläche des Ohres. C57BL/6 Versuchstiere wurden mit 1,5 mg 250 kDa Dextran vorbehandelt, das mit einem grün 
fluoreszierenden Chromophor markiert ist. Anschließend wurde 250 µg des 10 kDa Dextrans, der gewebedurchläs-
sige rote fluoreszierende Farbstoff, der die Endothelbarriere im Laufe der Zeit leicht durchquert, in den gleichen Zu-
gang der Schwanzvene appliziert. Quantifizierung der Akkumulation des 10 kDa Farbstoffes im Interstitialraum der 
C57BL/6 (n = 6). Allerdings ist die Genauigkeit dieser Messungen geringer, da das Interstitium nicht so klar definiert 
werden konnte wie die intravaskulären Gefäße. 

 

Aufbauend auf den erhobenen Ergebnissen der Miles Assays stellte sich die Frage, 

ob die endotheliale Überexpression von B2-Rezeptoren die spontan ablaufende phy-

siologische Extravasation in lebenden B2tg erhöhen würde, da die Bradykinin-indu-

zierte dermale Extravasation in B2tg im Vergleich zu ihren negativen Geschwistertieren 

signifikant erhöht war (s. Abbildung 37). Wie in Abbildung 50 A dargestellt, gab es 

keinen Unterschied in der Geschwindigkeit und Menge der spontanen physiologischen 

Extravasation des rot gefärbten 10 kDa Dextrans zwischen C57BL/6 und B2tg in den 

dermalen Blutgefäßen (n = 5, nicht signifikant Šídák Multiple Comparison Test nach 

Two-way ANOVA). Ebenso konnte kein Unterschied zwischen B2tg und B2n festgestellt 

werden (n = 5, nicht signifikant Šídák Multiple Comparison Test, Abbildung 50 B). 

Dies lässt vermuten, dass die spontane Extravasation in B2tg nicht verändert wird. Um 

diese Befunde zu untermauern, wurden C57BL/6 Versuchstiere mit einer i. v. 2 nmol 

Icatibant-Injektion vorbehandelt. Allerdings war auch hierbei kein Unterschied in der 

spontanen Extravasation messbar (Abbildung 50 C). Schließlich stellte sich die 
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Frage, ob die Behandlung mit Moexipril möglicherweise die Endothelbarriere verändert 

und die spontane Extravasation erhöhen könnte, da Moexipril die 0,6 nmol Bradykinin-

induzierte dorsale Extravasation in C57BL/6 verstärkte. Auch hierbei zeigt Abbil-

dung 50 D, dass die Behandlung mit 0,3 mg∙kg-1 KG Moexipril weder die Geschwin-

digkeit noch die Menge der spontanen Extravasation veränderte. Schlussfolgernd liegt 

nahe, dass die spontane Extravasation bei den C57BL/6 als auch bei den B2tg unab-

hängig von der Aktivität der B2-Rezeptoren zu sein scheint.  
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Abbildung 50: Two-Photon-Laser-Mikroskopie: Aufzeichnungen spontaner Extravasation kleiner dermaler Blutge-

fäße im Ohr der anästhesierten Maus. Die Aufzeichnungen zeigen, dass das 10 kDa Dextran, aber nicht das 250 kDa 
Dextran das Gefäßlumen spontan über einen Zeitraum von 60 min verlässt.  

Die endothelspezifische Überexpression des B2-Rezeptors in B2tg hatte keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit und 
Menge der Extravasation des roten 10 kDa Dextranfarbstoffes im Vergleich zu A. C57BL/6 oder B. B2n (n = 5, nicht 
signifikant). C. Die Hemmung des B2-Rezeptors durch Icatibant (i. v., 2 nmol) in C57BL/6 zeigte zu keinem Zeitpunkt 
einen signifikanten Unterschied in der spontanen Extravasation (n = 5, nicht signifikant zum Vehikel = Kontrollgruppe 
mit PBS vorbehandelt). D. Intraperitoneal Behandlung von C57BL/6 mit Moexipril (0,3 mg∙kg-1 KG) veränderte weder 
die Geschwindigkeit noch die Menge der spontanen Extravasation (n = 5–7 nicht signifikant). Die statistische Signifi-
kanz wurde unter Verwendung des Šídák Multiple Comparison Test nach einer Two-way ANOVA berechnet. Die 
spontane Extravasation scheint bei den C57BL/6 als auch bei den B2tg unabhängig von der Aktivität der B2-Rezepto-
ren zu sein. 
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3.4 „A Bradykinin in Skin Edema Trial“ (ABRASE) 

In den vorangegangenen Tierexperimenten wurde an der dorsalen Haut von Mäusen 

gezeigt, dass die Bradykinin-induzierte Extravasation durch die COX-Hemmung signi-

fikant verringert wurde. Um diese Ergebnisse in einen klinischen Kontext zu übertra-

gen, wurde eine multizentrische klinische Studie „A Bradykinin in Skin Edema Trial“ 

(ABRASE) entwickelt und durchgeführt. Hierbei bekamen eine Reihe gesunder Pro-

banden beiderlei Geschlechts an drei verschiedenen Zentren in Deutschland intrader-

mal eine Bradykinin- (18,9 nmol) und 0,9 % NaCl-Injektion (interne Kontrolle, Placebo-

Kontrolle) (s. 2.10). Die Lösungen wurden in die innere Hautfläche des Unterarms in-

jiziert und die Größe der gebildeten Quaddeln (Abbildung 51) wurden 120 min lang 

zu vordefinierten Zeitpunkten (5, 10, 20, 30, 60, 90 und 120 min) mittels eines Schieb-

lehregeräts (Abbildung 51) gemessen. Genau 180 min nach den ersten intraderma-

len Injektionen nahmen die Probanden oral 600 mg Ibuprofen ein. Weitere 60 min spä-

ter wurden wieder Bradykinin und NaCl intradermal appliziert und die Quaddelgröße 

nach 5 bis 120 min gemessen. Am darauffolgenden Tag erfolgte das oben beschrie-

bene Procedere mit Celecoxib, einem selektiven COX2-Hemmer. Eine typische intra-

dermal applizierte Bradykinin Quaddel, die sich zu einer nahezu maximalen Größe 

entwickelt hat, ist in Abbildung 51 im Vergleich zur NaCl Injektion dargestellt.  

 

 

Abbildung 51: ABRASE: Ein representatives Bild einer Quaddel nach intradermaler Injektion von 18,9 nmol Bradyki-

nin und 0,9 % Kochsalzlösung (NaCl) im Unterarm eines gesunden Probanden beiderlei Geschlechts.  

Es wurden sowohl Quaddeln als auch Fackeln beobachtet. Es wurden nur fühlbare Quaddeln gezählt. 
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3.4.1 Primäre Endpunkte der ABRASE 

Der primäre Endpunkt war die Zeit in min bis zur vollständigen Auflösung der Quaddel. 

Die Ergebnisse des primären Endpunktes sind in Abbildung 52 für Ibuprofen, als auch 

in Abbildung 53 für Celecoxib dargestellt. Die mittlere Zeit bis zur vollständigen Auf-

lösung der Quaddel war nach Ibuprofen Einnahme (n = 29, 81,38 min, 95 % Konfiden-

zintervall [CI], 71,03–91,73, **P < 0.0039 Wilcoxon-Matched-Pair-Signed-Rank-Tests) 

signifikant kürzer als die mittlere Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Quaddel ohne 

Vorbehandlung (100,3 min, 95 % Konfidenzintervall [CI], 92,12–108,6, Abbil-

dung 52). Die beobachten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Aktivierung der 

Cyclooxygenase durch Bradykinin in kleinen Hautgefäßen der menschlichen Haut zur 

Entwicklung von Quaddeln beiträgt. 
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Abbildung 52: ABRASE Primärer Endpunkt: Die mittlere Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Quaddel, war nach 

Einnahme von 600 mg Ibuprofen signifikant niedriger.  

Die beobachten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Aktivierung der COX durch Bradykinin in kleinen Hautgefäßen 
der menschlichen Haut zur Entwicklung von Quaddeln beiträgt (n = 29, **P < 0.0039, berechnet unter Verwendung 
des Wilcoxon-Matched-Pair-Signed-Rank-Tests). 

 

Ähnliche Ergebnisse wurden nach der Gabe des selektiven COX2-Hemmers Cele-

coxib beobachtet (Abbildung 53). Auch hierbei war der primäre Endpunkt also die 

mittlere Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Quaddel nach der Behandlung mit 

Celecoxib signifikant kürzer (n = 27, 78,89 min, 95 % Konfidenzintervall [CI], 

70,73– 87,05, ***P < 0.001 Wilcoxon-Matched-Pair-Signed-Rank-Tests) im Vergleich 
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zu ohne Vorbehandlung (91,11 min, 95 % Konfidenzintervall [CI], 81,53–100,7 Abbil-

dung 53). 
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Abbildung 53: ABRASE Primärer Endpunkt: Die mittlere Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Quaddel, war nach 

Einnahme von 200 mg Celecoxib signifikant niedriger. (n = 27, ***P < 0.0001, berechnet unter Verwendung des Wil-
coxon-Matched-Pair-Signed-Rank-Tests). 

 

3.4.2 Sekundäre Endpunkte der ABRASE 

Der sekundäre Endpunkt von ABRASE war eine Änderung der mittleren maximalen 

Quaddelgröße vor und nach der Behandlung mit dem unselektiven COX1/2-Hemmer 

Ibuprofen als auch dem selektiven COX2-Hemmer Celecoxib. Wie in Abbildung 54 

dargestellt, gab es sowohl vor als auch nach der Behandlung eine große Variation der 

maximalen Quaddelgröße unter den Probanden. Trotz der starken Variation der maxi-

malen Quaddelgröße ergab die statistische Analyse eine signifikante Verringerung der 

mittleren maximalen Quaddelgröße nach einer Ibuprofen Einnahme (600 mg, n = 29, 

313,9 mm2, *P = 0,0277, berechnet unter Verwendung eines Two-tailed Paired t-Test) 

im Vergleich zu ohne Einnahme des unselektiven COX-Hemmers Ibuprofen (n = 29, 

390,9 mm2). Anders als beim primären Endpunkt ergab die selektive COX2 Hemmung 

mit Celecoxib keinen Unterschied in der mittleren maximalen Quaddelgröße (200 mg, 

n = 26, nicht signifikant P = 0,5445, Two-tailed Paired t-Test, Abbildung 54). 



122 

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

M
a
x
im

a
le

 Q
u
a
d
d
e
lg

rö
ß

e

d
u
rc

h
 B

ra
d
y
k
in

in
  
 [
m

m
²]

Ibuprofen Celecoxib

vor  nach       vor                                  nach

*

ns

 

Abbildung 54: ABRASE: Darstellung der Variation der maximalen Quaddelgröße unter den Probanden vor und nach 

Einnahme von 600 mg Ibuprofen oder 200 mg Celecoxib.  

Diese Änderungen wurden als sekundärer Endpunkt der ABRASE definiert. Obwohl es eine große Variation der ma-
ximalen Quaddelgrößen gab, wurde eine signifikante Verringerung nach 600 mg Ibuprofen Einnahme beobachtet 
(n = 29, *P = 0.0277, berechnet unter Verwendung eines Two-tailed Paired t-Test). Die Einahme des selektiven COX2-
Hemmers Celecoxib ergab keinen signifikanten Unterschied in der mittleren maximalen Quaddelgröße im Vergleich 
zu den Probanden ohne Vorbehandlung. 

 

3.4.3 Einfluss auf den primären Endpunkt durch die Quaddelgröße 

Aufgrund der deutlichen Variation der maximalen Quaddelgröße stellte sich die Frage, 

ob die Quaddelgröße selbst einen direkten Einfluss auf den primären Endpunkt der 

Studie hatte, das heißt, dass eine größere Quaddelgröße mit einer Verlängerung der 

Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Quaddel verbunden ist oder umgekehrt. Um 

diesen speziellen Punkt zu untersuchen, wurde ein direkter Vergleich der maximalen 

Quaddelgröße zu den vordefinierten Messzeiten (5, 10, 20, 30, 60, 90, 120 min) durch-

geführt. Wie in Abbildung 55 dargestellt, wurde weder vor noch nach Ibuprofen oder 

Celecoxib Einnahme ein signifikanter Unterschied in der Variation der maximalen 

Quaddelgröße zwischen den verschiedenen Zeitpunkten beobachtet. Dies weist da-

rauf hin, dass in der ABRASE- Studie die maximale Quaddelgröße keinen Einfluss auf 

die Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Quaddeln hatte. 
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Abbildung 55: ABRASE: Die Diagramme geben die Beziehung zwischen der Variation der maximalen Quaddelgröße 

und der Zeit bis zur vollständigen Auflösung der maximalen Quaddelquaddel bei den Probanden vor und nach der 
Einnahme von 600 mg Ibuprofen oder von 200 mg Celecoxib wieder.  

Zu jedem Zeitpunkt gab es eine beträchtliche Variation der maximalen Quaddelgröße. Allerdings war kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Gruppen messbar. A. Vor Ibuprofen Einnahme (n = 30, P = 0,8147, berechnet unter Ver-
wendung des Kruskal-Wallis-Tests). B. Nach Ibuprofen Einnahme war ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Gruppen messbar (n = 27, P = 0,4784, berechnet unter Verwendung des Kruskal-Wallis-Tests). Auch die 
Experimente mit Celecoxib zeigten ebenfalls keine Signifikanz zwischen den Gruppen C. vor Celecoxib Einnahme 
(n = 26, P = 0,3991, berechnet unter Verwendung des Kruskal-Wallis-Tests) und nach Celecoxib Einnahme (n = 25, 
P = 0,1207, berechnet unter Verwendung des Kruskal-Wallis-Tests). 

  

A B 

C D 

Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Quaddeln (min)

M
a

x
im

a
le

 Q
u

a
d

d
e

lg
rö

ß
e
 (

m
m

2
)

5 10 20 30 60 90 120

0

500

1000

1500

nach Ibuprofen Einnahme

Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Quaddeln (min)

M
a

x
im

a
le

 Q
u

a
d

d
e

lg
rö

ß
e
 (

m
m

2
)

5 10 20 30 60 90 120

0

500

1000

1500

nach Celecoxib Einnahme



124 

4 Diskussion 

Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, ob die Aktivierung von B2-Rezeptoren durch 

endogenes Bradykinin zur physiologischen Extravasation beiträgt. Es wurde ein neues 

transgenes Mausmodell entwickelt, das sich durch eine endothelspezifische Überex-

pression des B2-Rezeptors (B2tg) auszeichnet und einen nicht-invasiven Zwei-Photo-

nen-Lasermikroskopie-Ansatz zur Messung der Kinetik der spontanen Extravasation 

in vivo etabliert. Die vorliegenden Ergebnisse zeigten, dass die Überexpression von 

B2-Rezeptoren in Leit- und Widerstandsgefäßen funktionell war, wie die B2-Rezeptor-

vermittelte Aortendilatation auf Bradykinin in Gegenwart des unspezifischen COX-

Hemmers Diclofenac bzw. die signifikante Hypotonie bei B2tg zeigt. Die Messung der 

dermalen Extravasation mittels Miles Assay zeigte, dass die durch Bradykinin-indu-

zierte Extravasation bei B2tg im Vergleich zu B2n signifikant erhöht war. Allerdings hat-

ten weder die endotheliale Überexpression von B2-Rezeptoren noch die Behandlung 

mit dem ACEI Moexipril oder dem B2-Antagonisten Icatibant irgendeine Auswirkung 

auf die mittels Zwei-Photonen-Lasermikroskopie gemessene spontane Extravasation. 

Bei Probanden reduzierte Ibuprofen signifikant die TTCR (p < 0.001) und die maximale 

Quaddelgröße (p = 0.0044). Insgesamt scheint die Aktivierung von B2-Rezeptoren 

nicht an der spontanen Extravasation beteiligt zu sein. Daher wird die Annahme, dass 

die Behandlung mit einem ACEI zu einer Veränderung der physiologischen Gefäßbar-

rierefunktion führt, die zu einem nicht-allergischen Angioödem prädisponiert, durch die 

Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht bestätigt. 

 

4.1 Effekte der Überexpression humaner B2-Rezeptoren 

Trotz umfangreicher Untersuchungen über Kinine sind die Rolle von Bradykinin bei der 

normalen Blutdruckregulierung und die spezifischen Funktionen, die durch seine B1- 

und B2-Rezeptoren vermittelt werden, noch immer unzureichend erforscht. Es wird 

seit langem angenommen, dass die kardiovaskulären und renalen Wirkungen von 

Bradykinin unter normalen Bedingungen über die B2-Rezeptoren ausgeübt werden, 

die konstitutiv in Herz-, Nieren- und Gefäßgeweben vorkommen und durch die Aktivie-

rung der vasoaktiven Komponenten der Prostaglandin-NO-Kaskade wirken (Regoli & 

Barabé, 1980), während die B1-Rezeptoren durch Stimuli wie Gewebeschädigung und 
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bakterielle Lipopolysaccharide induzierbar sind und vor allem an entzündlichen und 

nozizeptiven Reaktionen beteiligt sind (Marceau et al., 1998; Regoli et al., 1981). 

Bisherige pharmakologische Experimente mit selektiven Antagonisten des B2-Rezep-

tors bei normotensiven Ratten ergaben widersprüchliche Ergebnisse: Während einige 

einen akuten oder chronischen Anstieg des Blutdrucks nachwiesen (Benetos et al., 

1986; Madeddu et al., 1995), zeigten andere keine Veränderung des normalen Blut-

drucks (Bao et al., 1991; Madeddu et al., 1992), obwohl sie eine Verschlimmerung der 

durch Natrium (Madeddu et al., 1993) oder Angiotensin (Madeddu et al., 1994) indu-

zierten Hypertonie während der B2-Rezeptorblockade nachwiesen. Die Interpretation 

dieser Ergebnisse wurde weiter verkompliziert, als sich herausstellte, dass einige die-

ser Bradykinin-Analoga eine sympathoadrenale Stimulation hervorrufen können, die 

der durch Bradykinin selbst ausgelösten ähnlich ist (Mulinari et al., 1988). 

Die Verfügbarkeit von gentechnisch veränderten Mäusen mit Deletion der Bradykinin-

Rezeptoren (Borkowski, 1995; Pesquero, 2000) ermöglichte eine weitere Aufklärung 

ihrer vaskulären Wirkungen: Mäuse mit ausgeschaltetem B2-Rezeptor-Gen sind be-

reits leicht hypertensiv (Duka et al., 2001, 2003; Madeddu et al., 1997) und zeigen eine 

ausgeprägte hypertensive Reaktion auf salzreiche Ernährung (Alfie et al., 1996), Deo-

xykortikosteronacetat-Salz-induzierte Hypertonie (Emanueli et al., 1998) und exogene 

Angiotensin-II-Infusion (Madeddu et al., 1997), überraschenderweise aber nicht auf 

endogene Angiotensin-II-Stimulation durch Abklemmen der Nierenarterie (Duka et al., 

2001). Weitere Untersuchungen des letztgenannten Modells ergaben, dass Mäuse, 

bei denen das B2-Rezeptor-Gen ausgeschaltet wurde, eine auffällige Hochregulierung 

des B1-Rezeptor Gens aufwiesen, die durch experimentelle Manipulationen noch ver-

stärkt wurde (Duka et al., 2001) und dass B1-Rezeptoren einige der hämodynami-

schen Wirkungen der B2-Rezeptor Stimulation übernehmen konnten, indem sie Kom-

ponenten der Arachidonsäurekaskade aktivierten (Duka et al., 2003), obwohl sie die 

insulinsensibilisierenden Eigenschaften des B2-Rezeptors nicht ersetzen konnten 

(Duka et al., 2001). Es ist jedoch bekannt, dass Bradykinin mit einer Vielzahl lokaler 

humoraler Faktoren interagiert (Carretero & Scicli, 1991) und die Ausschaltung eines 

Gens kann durchaus kompensatorische Veränderungen während der Ontogenese bei 

anderen vasoaktiven Faktoren zur Folge haben, deren veränderter Status zum Phä-

notyp des gentechnisch veränderten Tieres beiträgt. In diesem Fall sind die Verände-

rungen in den vasoregulatorischen Systemen möglicherweise nicht repräsentativ für 



126 

den physiologischen Zustand. Im Gegensatz dazu sollte die chronische Hemmung ei-

nes bestimmten Faktors im erwachsenen, intakten Tier repräsentativer für die Folgen 

der Inaktivierung dieses Faktors sein und daher genauere Informationen über seine 

Eigenschaften und seine Wechselwirkung mit anderen für seine Funktion relevanten 

Faktoren liefern.  

Die auf vaskuläre Endothelzellen gerichtete Überexpression humaner B2-Rezeptoren 

zeigte im vorliegenden Mausmodell B2tg mehrere unterschiedliche Effekte. Trotz einer 

mehr als 15-fachen Überexpression von menschlicher B2-Rezeptor-mRNA wurde 

keine Veränderung der mRNA-Expression des murinen B2-Rezeptors in der Lunge 

von B2tg gefunden, was auf eine starke Stabilität der B2-Rezeptorexpression hindeutet. 

Im Gegensatz dazu zeigte die Überexpression von boviner eNOS unter Verwendung 

desselben Promotors eine starke Reduktion der murinen eNOS-Expression (Suvorava 

et al., 2017). In glatten Gefäßmuskelzellen, Lungenfibroblasten, Trachealmuskel und 

bei Ratten wurde gezeigt, dass B2R in vivo durch Interleukin 1β (Enquist et al., 2007), 

Glukokortikoide (Scherrer et al., 1999), Tumornekrosefaktor α (Haddad et al., 2000), 

Glukose (Christopher et al., 2001), Östrogen (Madeddu et al., 1997) und Plättchen-

wachstumsfaktor (Dixon et al., 1996) hochreguliert wird. Im Gegensatz dazu gibt es 

nur wenige Berichte über eine B2R-Hochregulierung in Endothelzellen, einschließlich 

einer Reaktion auf Hypoxie und Lovastatin (Liesmaa et al., 2007, 2009). In diesen Be-

richten wurden mehrere Mechanismen beschrieben, die der erhöhten B2R-Genex-

pression zugrunde liegen und an denen die 3′- und die 5′-untranslatierte Region des 

B2R-Gens, die Transkriptionsfaktoren p53, KLF-4 und das cAMP-Response-Element-

Bindungsprotein (CREB) bzw. das CREB-bindende Protein (CBP) beteiligt sind. Es ist 

bekannt, dass eine Phosphorylierung von CREB auch nach der Stimulierung von glat-

ten Gefäßmuskelzellen mit NO-Donatoren auftritt. Dieser Effekt wird wahrscheinlich 

durch die cGMP-abhängige Hemmung der Phosphodiesterase III und die anschlie-

ßende Akkumulation von cAMP vermittelt (Steinbicker et al., 2011). In einer vorherigen 

Untersuchung konnte jedoch festgestellt werden, dass selbst NO-Konzentrationen, die 

etwa 1000-mal höher sind als die Steady-State-Konzentration von NO im menschli-

chen Gefäßsystem in vivo (Kojda et al., 1998; Vallance et al., 1995), die B2R-Expres-

sion in PAEC und bEND.3 nicht erhöhen (Khosravani et al., 2015). Diese Befunde 

stimmen mit den Ergebnissen überein, die in verschiedenen Mausmodellen in vivo er-

zielt wurden, was darauf hindeutet, dass der NO-cGMP-Signalweg wahrscheinlich 
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nicht an der B2R-Genexpression in Endothelzellen beteiligt ist. Das Gleiche gilt für 

stark vaskularisiertes Mausgewebe wie Lunge, Herzmuskel und Haut.  

Unter Verwendung eines Reportergens wurde gezeigt, dass die Stimulierung des B2R 

mit Bradykinin die B2R-Promotoraktivität bei Ratten erhöht, was auf eine Hochregulie-

rung dieses G-Protein-gekoppelten Rezeptors bei Stimulierung durch den Agonisten 

hindeutet (Schmidlin et al., 1998). Im Gegensatz dazu wurde kürzlich berichtet, dass 

die Dichte des mit grün fluoreszierendem Protein markierten und in HEK 293-Zellen 

transfizierten B2R bei längerer Stimulation mit inaktivierungsresistenten Bradykinin-

Rezeptor-Agonisten abnahm. Gleichzeitig nahm die Dichte des freien grün fluoreszie-

renden Proteins zu (Schmidt et al., 2001). Diese Daten sprechen nicht für einen Me-

chanismus, der eine geringere Transkription und/oder eine geringere mRNA-Stabilität 

beinhaltet, sondern deuten auf einen posttranslationalen Mechanismus hin, der aus 

einer erhöhten Endozytose von B2R und einer anschließenden Desensibilisierung 

und/oder Degradation besteht. Höchstwahrscheinlich findet diese Art der Regulierung 

in Abwesenheit von NO-Signalen statt, da HEK 293-Zellen keine eNOS exprimieren 

(Kojda et al., 2001). 

Die Stabilität der B2-Rezeptorexpression und -funktion wurde auch nach akuter und 

längerer Hemmung der endogenen Bradykininbildung durch einen C1-Esterase-Inhi-

bitor oder die Hemmung der B2-Rezeptoren durch Icatibant beobachtet (Khosravani 

et al., 2015). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass eine verlängerte Stimulation mit in-

aktivierungsresistenten Bradykinin-Rezeptor-Agonisten auf einen posttranslationalen 

Mechanismus hinweist, der aus einer erhöhten Endozytose von B2-Rezeptoren und 

ihre anschließende Desensibilisierung und/oder Degradierung besteht (Bawolak et al., 

2009). Es ist auch möglich, dass ein kleiner Teil des gesamten B2-Rezeptor-Pools 

auch in Abwesenheit seines Agonisten in der aktivierten Konformation vorliegt, so dass 

die endogenen G-Protein gekoppelten Rezeptoren in ihrer natürlichen Umgebung in 

Abwesenheit eines Agonisten spontane Aktivität zeigen (Bond et al., 1995; Leeb-Lund-

berg et al., 2005). Wenn die Rezeptorexpression hoch ist, könnte ein kleiner Teil der 

Rezeptoren in der aktivierten Konformation ausreichen, um seine intrazellulären (zwei-

ten) Botenstoffe zu aktivieren und seine Signaltransduktionswege zu leiten. Eine Über-

expression des B2-Rezeptors könnte daher zu einem erheblichen Anstieg der Zahl 

spontan aktivierter B2-Rezeptoren in den transgenen Mäusen in Abwesenheit von 

Bradykinin führen und somit einen Anstieg der zellulären Konzentration von zweiten 
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Botenstoffen bewirken, um eine verstärkte physiologische Reaktion aufrechtzuerhal-

ten. Ein Beispiel, das diese Möglichkeit unterstützt, sind die Studien mit transgenen 

Mäusen, die den β2-Adrenorezeptor überexprimieren (Milano et al., 1994). 

 

4.2 Reaktivität der Aorta auf Bradykinin 

Basierend auf früheren Berichten scheint es, dass die durch den B2-Rezeptor vermit-

telte gefäßerweiternde Wirkung von Bradykinin für die Durchblutung bestimmter Regi-

onen, wie die Papillarregion der Niere (Fenoy et al., 1991) oder die subendokardiale 

Region des Myokards (Ruocco et al., 1995), wichtig ist, aber keinen wesentlichen Ein-

fluss auf die systemische Hämodynamik hat. Das Ausbleiben einer systemischen hy-

pertensiven Reaktion auf die Inaktivierung des B2-Rezeptors soll zum Teil darauf zu-

rückzuführen sein, dass die Ausschaltung des B2-Rezeptors zu einer Hochregulierung 

des B1-Rezeptors führt (Duka et al., 2003), der ebenfalls in der Lage ist, die Prostag-

landin-NO-Kaskade zu aktivieren (Duka et al., 2003) und damit einen Anstieg des Ge-

fäßwiderstands zu verhindern. Dies wird auch durch die Tatsache gestützt, dass die 

gleichzeitige Hemmung beider Rezeptoren notwendig ist, um einen Anstieg des sys-

temischen Blutdrucks zu bewirken, wie in früheren Studien mit B2-Rezeptor-Gen-

Knockout-Mäusen gezeigt wurde, bei denen die Blockade des B1-Rezeptors eine sig-

nifikante hypertensive Reaktion hervorrief (Duka et al., 2003). Es ist jedoch zu beach-

ten, dass bei den B2-Rezeptor-Gen-Knockout-Mäusen der Ausgangsblutdruck bereits 

leicht, aber signifikant höher ist als bei ihren Wildtyp-Pendants (Duka et al., 2001, 

2003; Madeddu et al., 1997), obwohl eine pharmakologische B2-Rezeptorblockade 

den Blutdruck nicht erhöhte (Bao et al., 1991; Madeddu et al., 1992). 

Um das vorliegende neue Tiermodell zu charakterisieren, wurde die Reaktivität der 

Aorta auf Bradykinin-Exposition untersucht (Bisha et al., 2018). In B2tg wurde eine sig-

nifikant geringere, durch Bradykinin-induzierte Vasokonstriktion gefunden, was auf 

eine tonische hemmende Wirkung hinweist, die durch die Überexpression humaner 

B2-Rezeptoren vermittelt wird. Dies mag überraschen, da ggf. eine stärkere Wirkung 

von Bradykinin in B2tg-Aortenringen zu erwarten gewesen wäre. Die vasokonstriktori-

sche Wirkung von Bradykinin war jedoch vollständig von der Aktivität der COX abhän-

gig. Ähnliche Befunde wurden für abdominale Aortenringe von C57BL/6-Mäusen be-

richtet, die auf Bradykinin mit einer konzentrationsabhängigen Konstriktion reagierten, 
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die durch Icatibant fast vollständig aufgehoben wurde (Felipe et al., 2007). Außerdem 

konnte eine ähnliche vasomotorische Reaktion auf die Stimulation des B2-Rezeptors 

in der thorakalen Aorta von C57BL/6-Mäusen nachgewiesen werden (Khosravani 

et al., 2015). Die Feststellung, dass in einer früheren Studie die kontraktilen Reaktio-

nen auf Bradykinin durch Indomethacin in der Bauchaorta der Maus bei intaktem En-

dothel signifikant reduziert wurden, deutet darauf hin, dass diese Reaktionen haupt-

sächlich durch vasokonstriktorische Prostanoide vermittelt werden (Felipe et al., 

2007). In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass die Prostanoide, die aus 

dem Arachidonsäure-Cyclooxygenase-Stoffwechselweg stammen, die in der glatten 

Gefäßmuskulatur produziert werden können (Stankelabesque et al., 2004). Eine mög-

liche Beteiligung anderer Signalwege an den kontraktilen Effekten kann jedoch nicht 

ausgeschlossen werden. 

Es wurde auch beobachtet, dass die Hemmung von eNOS durch L-NAME die durch 

Bradykinin-induzierte Vasokonstriktion in einem ähnlichen Ausmaß verstärkte wie die 

bei eNOS-defizienten Mäusen, die mit C57BL/6-Mäusen auf deren genetischen Hin-

tergrund rückgekreuzt wurden (Khosravani et al., 2015). Diese Ergebnisse legen nahe, 

dass Bradykinin in der Aorta der Maus die eNOS aktiviert und dadurch die Vasokon-

striktion durch das COX-Produkt abschwächt. Allerdings erweiterte Bradykinin weder 

die Aortenringe von C57BL/6-Mäusen (Khosravani et al., 2015) noch die B2n-Aorten-

ringe nach Behandlung mit Diclofenac, während dies bei B2tg beobachtet wurde. Diese 

gefäßerweiternde Reaktion war abhängig von intaktem Endothel, der Aktivierung von 

B2-Rezeptoren und der Aktivierung von eNOS. Es scheint also, dass die Überexpres-

sion humaner B2-Rezeptoren im Aortenendothel die Signalkaskade in diesen Zellen 

zugunsten der Bildung von endogenem NO verändert haben könnte. Der mögliche 

Mechanismus der B2-Rezeptor-vermittelten Extravasation über die Prostaglandinbil-

dung ist in Abbildung 56 veranschaulicht.  
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Abbildung 56: Grafische Darstellung des möglichen Mechanismus der Prostaglandinbildung für die dermale Extra-

vasation, die durch die Aktivierung von Bradykinin-Typ-2-Rezeptoren (B2) ausgelöst wird.  

B2 setzt das Bradykinin-Signal über den Gq-Transduktionsweg um, einschließlich der Bildung von Diacylglycerin 
(DAG) und Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3), was zu einem Anstieg der intrazellulären Konzentration von Ca2+ führt. 
Dieses Ion bindet und aktiviert eine Vielzahl von intrazellulären Proteinen. Die Bindung an Calmodulin ist ein wesent-
licher Schritt zur Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS), während die Bindung an Phospholipase A2 
(PLA2) dieses Enzym direkt zur Freisetzung von Arachidonsäure (AA) aus der Zellmembran stimuliert und die Bildung 
von PGH2 durch Cyclooxygenasen (COX) einleitet (Fahimi et al. 2020). Dieses Prostaglandin fungiert als Substrat für 
eine Vielzahl von Prostaglandinsynthasen (PG-S), die schließlich zur Bildung spezifischer Prostaglandine führen. 
Nach ihrer Synthese werden diese Lipidmediatoren von der produzierenden Endothelzelle in kleine dermale Blutge-
fäße freigesetzt und aktivieren ihre Rezeptoren, die sich entweder in der produzierenden Zelle (autokrin) oder in be-
nachbarten Zellen (parakrin) oder in beiden befinden (Fahimi et al. 2020). Diese Aktivierung endothelialer Prostaglan-
dinrezeptoren könnte zur bradykinininduzierten Extravasation beitragen, d. h. zur Erhöhung des Flüssigkeitstransfers 
in den interstitiellen Raum (rote intravaskuläre Punkte zeigen rote Blutkörperchen an). Abbildung modifiziert aus (Fa-
himi et al. 2020). 

 

Interessanterweise wurde berichtet, dass der B2-Rezeptor und eNOS in der Endothel-

zellmembran physisch miteinander verbunden sind, was zu einer Hemmung der e-

NOS-Aktivität führt (Ju et al., 1998). Die Aktivierung des B2-Rezeptors führt zu einer 

schnellen Dissoziation dieses heterodimeren Proteinkomplexes, was vermutlich zur 

Aktivierung von eNOS führt. Eine weitere Studie deutet darauf hin, dass die Hemmung 

von eNOS durch die Interaktion zwischen dem B2-Rezeptor und eNOS den Elektro-

nentransfer von Flavin zu Häm blockiert (Golser et al., 2000). Es ist daher denkbar, 

dass eine endothelspezifische Überexpression von B2-Rezeptoren zu einer größeren 

Anzahl von B2-Rezeptor-eNOS-Komplexen führt, was eine Sequestrierung des ge-

samten eNOS-Pools auf B2-Rezeptoren und möglicherweise weg von anderen eNOS-
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hemmenden Endothelproteinen wie Caveolin (Drab et al., 2001) oder dem AT1-Re-

zeptor (Ju et al., 1998) zur Folge hat. Es sind jedoch weitere detaillierte molekulare 

Studien erforderlich, um diese Vermutung zu untermauern (Bisha et al., 2018). 

Frühere Untersuchungen zeigten, dass Bradykinin eine starke kontraktile Reaktion in 

der Bauchaorta auslösen kann, die durch den B2-Rezeptorantagonisten Icatibant sig-

nifikant gehemmt wurde, was darauf hindeutet, dass dieser Agonist speziell von der 

Aktivierung dieses Rezeptors abhängt (Felipe et al., 2007). Allogho et al. zeigten, dass 

der Mausmagen funktionelle B1- und B2-Rezeptoren enthält und dass die Wirksamkeit 

von Bradykinin größer war als die von Des-Arg9-Bradykinin (Allogho et al., 1995). Wei-

terhin konnte durch die Analyse der Genexpression von B1- und B2-Rezeptoren die 

mRNA-Expression des B1-Rezeptors in frisch isolierter Maus-Aorta quantifiziert wer-

den. So konnte gezeigt werden, dass die durch Des-Arg9-Bradykinin vermittelten kon-

traktilen Reaktionen auf die Aktivierung des konstitutiven B1-Rezeptors und nicht auf 

dessen Hochregulierung zurückzuführen sind (Felipe et al., 2007). Untersuchungen 

zeigten auch, dass die Bradykinin-induzierten Kontraktionen durch die Entfernung des 

Endothels nicht beeinträchtigt wurden, was darauf hindeutet, dass die durch Kinine 

induzierte Vasokonstriktion im Gegensatz zur vasodilatatorischen Wirkung (Siragy 

et al., 1997; Zhou et al., 2004) auf eine direkte Wirkung auf die isolierte glatte Musku-

latur der Maus-Aorta zurückzuführen ist (Felipe et al., 2007). In Übereinstimmung mit 

diesem Ergebnis wurde die Bradykinin-induzierte Kontraktion nicht verändert, wenn 

die abdominale Aorta mit L-NAME behandelt wurde (Felipe et al., 2007). Dieses Er-

gebnis deutet darauf hin, dass eine NO-abhängige Vasodilatation, die einen Teil der 

vasokonstriktorischen Wirkung von Bradykinin antagonisieren würde, basierend auf 

früheren Berichten unwahrscheinlich ist. Zu berücksichtigen ist, dass die Endothelin-

1-induzierte Kontraktion desselben Präparats signifikant reduziert war, wenn L-NAME 

im Medium fehlte (Zhou et al., 2004), während dieser Effekt bei der Angiotensin-II-

induzierten Kontraktion nicht beobachtet wurde (Zhou et al., 2003). 

Im Gegensatz zur Bauchaorta der Maus, wo Kinine keine Relaxation von mit Noradre-

nalin-vorkontrahierten Präparaten induzieren konnte, induzierte Bradykinin eine kon-

zentrationsabhängige Entspannung in Phenylephrin-vorgezogenen Ratten-Aorta-Rin-

gen, die durch Icatibant gehemmt wurde (Felipe et al., 2007). Diese Vasorelaxation 

der Rattenaorta mit intaktem Endothel wurde auf die Bildung von Cyclooxygenase-

Produkten durch Aktivierung von B2-Rezeptoren auf glatten Muskelzellen zurückge-

führt (Fukada et al., 2005). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Wirkung von 
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Kininen auf die Gefäße je nach Tierart und Lokalisation im Organismus sehr unter-

schiedlich sein kann. Dies sollte bei der Interpretation der Ergebnisse und zukünftigen 

Studien berücksichtigt werden. 

 

4.3 Einfluss der Überexpression auf den Blutdruck 

In einer früheren Untersuchung wurde eine allgemeine Überexpression menschlicher 

B2-Rezeptoren mit einem hypotensiven Phänotyp in Verbindung gebracht, was auf 

eine funktionell aktive Überexpression von B2-Rezeptoren in Widerstandsgefäßen 

schließen lässt (Wang et al., 1997). In diesem Bericht kam es zu einem ähnlichen Blut-

druckabfall, was darauf hindeutet, dass dieser Effekt nach einer allgemeinen Überex-

pression durch den Rous-Sarkom-Virus-30-LTR-Promotor auch durch Endothelzellen 

vermittelt wurde. Ebenso haben B2-Rezeptor-defiziente Mäuse einen Anstieg des sys-

tolischen und mittleren Blutdrucks von etwa 20 mmHg (Madeddu et al., 1997, 1999), 

was dem Anstieg des Blutdrucks ähnelt, der nach einer Unterbrechung der eNOS fest-

gestellt wurde (Kojda et al., 1999; Shesely et al., 1996). 

In-vitro-Studien haben gezeigt, dass Ang II die NO-Produktion in vaskulären Endothel-

zellen stimuliert, indem es die Synthese und Freisetzung von Bradykinin steigert (Wie-

mer et al., 1993). In der frühen Phase der Hypertonie, wenn der erhöhte Blutdruck 

durch erhöhtes Ang II aufrechterhalten wird, ist die endothelabhängige Vasodilatation 

nicht vermindert, sondern kann sogar gesteigert werden. Tatsächlich führt die Hem-

mung der NO-Synthase bei hypertensiven Ratten zu einem übermäßigen Anstieg des 

Blutdrucks und einem Rückgang des kontralateralen Nierendurchflusses (Sigmon & 

Beierwaltes, 1993). Dies lässt vermuten, dass eine erhöhte NO-Freisetzung eine kom-

pensatorische Reaktion auf die vasokonstriktorische Aktivität des aktivierten RAAS 

darstellen könnte. Derselbe vasodilatatorische Mechanismus könnte zur Pufferung der 

Angiotensin II unabhängigen Vasokonstriktion während der chronischen Phasen der 

Hypertonie beitragen (Sigmon & Beierwaltes, 1998). Ein Mangel an NO-Freisetzung, 

der auf die unterbrochene Signalübertragung durch endogene Kinine zurückzuführen 

ist, könnte die Entwicklung der renovaskulären Hypertonie verschlimmern. Eine dys-

funktionale endothelabhängige Vasodilatation in hypertensiven Mäusen wird durch die 

Beobachtung dokumentiert, dass sie eine reduzierte Blutdruckreaktion auf chronische 
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NO-Synthase-Hemmung und eine Rechtsverschiebung der Dosis-Druck-Reaktions-

kurve auf Acetylcholin zeigen (Alfie et al., 1996). Es ist bekannt, dass neben NO auch 

andere relaxierende Faktoren wie PGE2 und endogenes, von Arachidonat abgeleitetes 

Cannabinoid (Arachidonylethanolamid/Anandamid) die vaskulären Wirkungen von BK 

vermitteln (Randall et al., 1996; Vanhoutte, 1989). Es sind weitere Studien erforderlich, 

um festzustellen, ob die Ausschaltung des B2-Rezeptorgens die Hypertonie durch Be-

einträchtigung der Produktion von PGE2 und/oder endogenem Cannabinoid ver-

schlechtert. Andere unvorhergesehene Anpassungsmechanismen, die bei Tieren 

stattfinden, die während ihrer Entwicklung einem höheren Blutdruck ausgesetzt sind, 

könnten ebenfalls zur Verstärkung der Druckreaktion auf das Clipping (Abklemmung 

der Gefäße) bei B2-/--Knockout-Mäusen beigetragen (Fleming, 2016). 

Da L-NA oder Diclofenac keinen Einfluss auf die Blutdrucksenkung in B2tg hatten, ist 

es unwahrscheinlich, dass die Gefäßerweiterung der Widerstandsgefäße in B2tg durch 

die Aktivierung der eNOS und die anschließende vermehrte Bildung von NO oder die 

Freisetzung von gefäßerweiternden Prostaglandinen vermittelt wird. Daher scheint es 

möglich, dass die Senkung des Blutdrucks in B2tg aus einer erhöhten Freisetzung ei-

nes endothelabhängigen hyperpolarisierenden Faktors resultiert, der unempfindlich 

gegenüber einer Hemmung von eNOS und COX ist (Fleming, 2016). So wurde bei-

spielsweise gezeigt, dass Bradykinin in kleinen Koronararterien von Schweinen 11,12-

Epoxyeicosatriensäure produziert (Fisslthaler et al., 1999). Weitere Studien sind erfor-

derlich, um die genauen Mechanismen zu bewerten, die diesem Aspekt der kardiovas-

kulären Physiologie von Btg zugrunde liegen. 

 

4.4 Erhöhte Gefäßpermeabilität durch Bradykinin 

Die Pathophysiologie des durch ACEi induzierten Angioödems wird hauptsächlich 

durch die Bradykinin-induzierte Aktivierung der vaskulären B2-Rezeptoren vermittelt, 

da die Behandlung mit ACEi den Bradykinin-Abbau weitgehend hemmt (Bas et al., 

2007). Die erste klinische Studie, die sich mit letzterem befasst, hat gezeigt, dass die 

pharmakologische Hemmung von ACE die B2-Rezeptoraktivierung bei Hypertonikern 

erhöht (Gainer et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass die akute blutdrucksenkende Wir-

kung von Captopril nach Blockade von B2 mit Hoe140 (icatibant) um etwa die Hälfte 

vermindert war. Diese Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass nach Hemmung von 
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ACE eine erhöhte Aktivierung von B2-Rezeptoren zur Blutdrucksenkung beiträgt. In 

einer späteren Studie an einigen wenigen Patienten, darunter einem, der an einem 

ACEi-induzierten Angioödem litt, wurde berichtet, dass der Bradykininspiegel im 

Plasma nach Absetzen des ACEi abnahm (Nussberger et al., 1998). Experimentelle 

Studien an transgenen Mäusen haben durchweg gezeigt, dass die durch Bradykinin-

induzierte Zunahme der Extravasation durch die Überaktivierung von B2-Rezeptoren 

vermittelt wird (Bas et al., 2007; Han et al., 2002; Oschatz et al., 2011). Daher ist es 

nicht überraschend, dass randomisierte, kontrollierte klinische Studien zeigten, dass 

der spezifische B2-Rezeptorblocker Icatibant die Schwere der Symptome und die Zeit 

bis zum vollständigen Verschwinden der Symptome, d. h. die Geschwindigkeit der Er-

holung, bei erblichem Angioödem (Cicardi et al., 2010) und bei ACEi-induziertem An-

gioödem (Baş et al., 2015) wirksam reduziert. 

Es wurde der Miles Assay zur Quantifizierung der dermalen Extravasation des Al-

bumin-gebundenen Farbstoffs Evans-Blau verwendet, wie er ursprünglich von Miles & 

Miles (1952) beschrieben wurde (Bisha et al., 2018). Dieser Assay wurde in der Ver-

gangenheit häufig verwendet, um den Anstieg der Extravasation als Reaktion auf die 

intradermalen Entzündungsstimuli zu untersuchen (Nagy et al., 2008). Der Miles As-

say wurde jedoch nur selten zur Untersuchung der Bradykinin-induzierten Extravasa-

tion bei Mäusen verwendet. In einer Studie verdoppelte die intradermale Injektion von 

Bradykinin die Extravasation in C57BL/6-Mäusen innerhalb von 20 min, aber es wurde 

keine Dosisabhängigkeit festgestellt (Benest et al., 2013). Hier konnte durch gleichzei-

tige Injektion steigender Konzentrationen gezeigt werden, dass Bradykinin die Extra-

vasation dosisabhängig erhöht, wobei ein signifikanter Anstieg bei einer Dosis von 

0,6 nmol beobachtet wurde (Bisha et al., 2018). Wie erwartet, wurde die erhöhte Ext-

ravasation auf Bradykinin spezifisch durch B2-Rezeptoren vermittelt. Auch die Injek-

tion von Labradimil, einem B2-Agonisten, der wesentlich stabiler gegenüber abbauen-

den Peptidasen wie ACE ist (Shimuta et al., 1999), zeigte fast identische Ergebnisse 

(Bisha et al., 2018). Darüber hinaus konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, 

dass eine endothelspezifische Überexpression von B2-Rezeptoren die Extravasation 

als Reaktion auf Bradykinin verstärkte, was auf eine funktionelle Überexpression in 

kleinen Hautgefäßen hindeutet (Bisha et al., 2018). 

Zur Erklärung der Bewegung von Makromolekülen durch das Gefäßendothel wurden 

mehrere Mechanismen vorgeschlagen (Curry & Adamson, 1999; Feng et al., 1999; 
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McDonald et al., 1999; Michel & Neal, 1999). Interzelluläre und transzellulärer Trans-

portmechanismen, endotheliale Vesikelfusion, vesikulovakuoläre Organellen, 

Transzytose und Fenestrationen werden als mögliche Faktoren angesehen. In den 

klassischen Studien von Majno und Palade wurden endotheliale Lücken mit dem Aus-

tritt von Plasma aus entzündeten Venolen in Verbindung gebracht (Majno & Palade, 

1961). Die Ergebnisse vieler späterer Studien stimmen mit diesen Befunden überein 

(Adamson et al., 2003; Hirata et al., 1995; Hulström & Svensjö, 1979). Das Vorhan-

densein von Endothelspalten an Stellen, an denen partikuläre Tracer austreten, und 

die Extravasation von Tracern aus entzündeten Gefäßen nach der Fixierung liefern 

weitere Beweise für Öffnungen im Endothel, welche eine Extravasation ermöglichen, 

die durch Druckgradienten und nicht durch transzellulären Transport angetrieben wird 

(McDonald et al., 1999; Wettschureck et al. 2019). Unter Ausgangsbedingungen trägt 

die Signalisierung von Adhäsionsproteine wie VE-Cadherin zur Aufrechterhaltung des 

Ruhephänotyps von Endothelzellen bei (Dejana et al., 2000; Vestweber, 2000). Ent-

zündungsmediatoren ändern dies zum Teil durch Wirkungen auf das Zytoskelett, die 

mit Adhäsionsproteinen verbunden sind (Waschke, Baumgartner, et al., 2004; 

Waschke et al., 2005). Die Kontraktion von Zytoskelett-Elementen scheint für die Lü-

ckenbildung nicht wesentlich zu sein. Vielmehr bilden sich Lücken durch elastisches 

Zurückfedern der Endothelzellränder, wenn die funktionellen und zytoskelettalen Ver-

bindungen punktuell geschwächt oder gestört sind (Waschke, Baumgartner, et al., 

2004; Waschke, Drenckhahn, et al., 2004). Die Erforschung der genauen Mechanis-

men könnte neue therapeutische Zielmoleküle identifizieren, um die Extravasation the-

rapeutisch zu reduzieren (Wettschureck et al.; 2019). 

Auch wurde in der vorliegenden Studie herausgefunden, dass der unspezifische COX-

Inhibitor Diclofenac die Wirkung von Bradykinin auf die dermale Extravasation stark 

verringert (Bisha et al., 2018). Es ist bekannt, dass Prostaglandine wie PGE2 die Wir-

kung von Bradykinin auf die endotheliale Permeabilität verstärken, während sie bei 

Injektion ohne Bradykinin nur eine sehr geringe Extravasation auslösen. So führt bei-

spielsweise die gleichzeitige intradermale Injektion von Prostaglandinen und Bradyki-

nin bei Kaninchen zu einer viel größeren Flüssigkeitsextravasation, d. h. Ödembildung, 

als die alleinige Injektion von Bradykinin (Williams, 1973). Dies wurde auf die gefäßer-

weiternde Wirkung von PGE2 zurückgeführt, die den Blutfluss in der Injektionsregion 

erhöht (Williams, 1977). In einer Studie wurde eine starke Hemmung der durch die 

Kombination von Bradykinin/PGI2-induzierten dermalen Extravasation bei Mäusen mit 
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PGI2-Rezeptormangel im Vergleich zu transgennegativen Mäusen nachgewiesen. Ein 

möglicher Einfluss des Rezeptormangels auf die Reaktion auf Bradykinin allein wurde 

jedoch nicht untersucht (Murata et al., 1997). In einer anderen Studie an der Ohrhaut 

von FVB/NJcl-Mäusen wurde berichtet, dass die Injektion von PGE2 eine erhöhte Ext-

ravasation auslöste, die durch die Aktivierung der E-Prostaglandinrezeptoren EP2 und 

EP4 vermittelt wurde (Omori et al., 2014). Obwohl diese Studien eindeutig die wichtige 

Rolle der Prostaglandine bei der Plasmaextravasation unter entzündlichen Bedingun-

gen aufzeigten, wurde bisher keine Untersuchung durchgeführt, um die Rolle der 

Prostaglandine zu bewerten, die als Reaktion auf Bradykinin, während der Bradykinin-

induzierten Ödembildung gebildet werden. Unsere Daten deuten jedoch stark darauf 

hin, dass die Bildung von Prostaglandinen als Reaktion auf die Aktivierung von B2-

Rezeptoren in kleinen dermalen Blutgefäßen von Mäusen zur Erhöhung der Gefäßper-

meabilität beitragen könnte (Bisha et al., 2018). 

 

4.5 Funktionelle Aspekte der ACE-vermittelten Beeinträch-

tigung der endothelialen Barrierefunktion 

Das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE) ist ein Ektoenzym, das die Umwand-

lung von Angiotensin I in den Vasokonstriktor Angiotensin II sowie den Abbau des 

starken Vasodilatators Bradykinin katalysiert (Jaspard et al., 1992). Beim Menschen 

werden zwei verschiedene Formen von ACE exprimiert, eine somatische Form, die 

besonders häufig auf der Endotheloberfläche der Lunge vorkommt und ein kleineres 

Isoenzym, das ausschließlich in den Hoden zu finden ist. Es wird angenommen, dass 

die Aktivität des somatischen ACE eine entscheidende Rolle bei der Blutdruckregulie-

rung und bei Prozessen spielt, die mit dem Gefäßumbau verbunden sind. Dies wird 

am besten durch die Tatsache verdeutlicht, dass der In-vivo-Gentransfer von ACE in 

die unverletzte Karotisarterie der Ratte zur Entwicklung einer Gefäßhypertrophie führt, 

die von systemischen Faktoren und hämodynamischen Effekten unabhängig ist. Es 

wurde berichtet, dass die Hemmung der ACE-Aktivität die Endothelfunktion verbessert 

(Mancini et al., 1996) und den Gefäßumbau stimuliert (Schartl et al., 1994) sowie das 

Fortschreiten der Arteriosklerose (Lonn et al., 2001) und das Auftreten kardiovaskulä-

rer Ereignisse beim Menschen abschwächt (Lonn et al., 2001; ONTARGET Investiga-
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tors et al., 2008). Ursprünglich wurde angenommen, dass die schädlichen Auswirkun-

gen von ACE auf das kardiovaskuläre System auf die Bildung von Angiotensin II zu-

rückzuführen sind, das eine Kaskade von Ereignissen in Gang setzt, die eine erhöhte 

Produktion freier Radikale und die Proliferation der glatten Gefäßmuskelzellen ein-

schließt. Da Bradykinin jedoch viel leichter von ACE hydrolysiert wird als Angiotensin 

I (Jaspard et al., 1992; Soubrier et al., 1993), kann die Hydrolyse von Bradykinin eben-

falls zu diesem Phänomen beitragen. Tatsächlich sind die kardioprotektiven Wirkun-

gen des ACE-Hemmers Ramipril bei Mäusen, denen das B2-Kinin-Rezeptor-Gen fehlt, 

vermindert (Yang et al., 2001). In den letzten zehn Jahren gab es jedoch eine Reihe 

von Berichten, die zeigen, dass ACE-Hemmer die Reaktionen auf Bradykinin in konti-

nuierlich perfundierten Systemen verstärken können, bei denen nicht davon ausge-

gangen werden kann, dass die Akkumulation des Peptids schnell genug erfolgt, um 

die beobachteten Effekte zu erklären (Benzing et al., 1999; Hecker et al., 1994). Dar-

über hinaus verstärken ACE-Hemmer auch die Wirkungen von ACE-resistenten Ana-

loga von Bradykinin (Hecker et al., 1997, 1994), verhindern die Sequestrierung des 

B2-Rezeptors über Caveolae (Benzing, 1999) und reaktivieren den desensibilisierten 

B2-Kinin-Rezeptor (Benzing et al., 1999; Marcic et al.; 1999). Da ACE-Hemmer nicht 

direkt an den B2-Rezeptor binden (Minshall, 1997), wurde vorgeschlagen, dass eine 

Form von „Cross-Talk“ zwischen ACE und dem B2-Kinin-Rezeptor stattfinden könnte 

(Benzing et al., 1999; Minshall et al., 1997). 

Auf den ersten Blick scheint ACE ein unwahrscheinlicher Kandidat für ein Signaltrans-

duktionsmolekül zu sein, da es eine Zinkmetallopeptidase ist und die zytoplasmatische 

Domäne des Enzyms kurz ist (nur 29 Aminosäuren). Mindestens zwei andere 

Ektoenzyme, Matrix-Metalloproteinase-1 (MMP-1) (Galt et al., 2002) und ADAM12 

(Kang et al., 2000), wurden jedoch mit einer Signalfunktion in Verbindung gebracht. 

MMPs haben gut dokumentierte Auswirkungen auf die intrazelluläre Signalübertra-

gung als Folge der extrazellulären Spaltung von Proteinen wie Big Endothelin-1 

(Fernandez-Patron et al., 1999), Calcitonin Gene-Related Peptide (Fernandez-Patron 

et al., 2000) und Thrombin (Fernandez-Patron et al., 2000). Eine direkte Rolle als Sig-

naltransduktionsmolekül wurde jedoch MMP-1 in Thrombozyten auf der Grundlage der 

Beobachtung zugeschrieben, dass seine Aktivierung die Tyrosinphosphorylierung so-

wie die Ausrichtung von β3-Integrin auf Bereiche mit Zellkontakt deutlich erhöht (Galt 

et al., 2002). Darüber hinaus können Mitglieder der ADAM-Familie (A-Disintegrin und 



138 

A-Metalloprotease) nicht nur aktive Signalmoleküle wie EGF aus inaktiven Vorläufer-

formen als Reaktion auf eine Reihe von Stimuli freisetzen (Prenzel et al., 1999; Yan 

et al., 2002), sondern auch eine aktive Rolle bei der Signaltransduktion spielen. So ist 

ADAM12 in der Lage, über die Bindung der Tyrosinkinase Src an spezifische Domänen 

innerhalb seines kurzen zytoplasmatischen Schwanzes intrazelluläre Signalübertra-

gung zu initiieren (Kang et al., 2000). Die genauen Mechanismen der Interaktionen von 

ACE sind jedoch immer noch nicht ausreichend erforscht. 

In der vorliegenden Studie sollten experimentelle Beweise für die Hypothese erbracht 

werden, dass die pharmakologische Hemmung von ACE die endotheliale Barrierefunk-

tion durch Erhöhung der stationären Plasmaspiegel von Bradykinin vermindern kann, 

indem ein funktioneller Ansatz verwendet wurde (Bisha et al., 2018). Es wurde heraus-

gefunden, dass Moexipril die durch eine mittlere Bradykinin-Dosis ausgelöste Extra-

vasation verstärkte, nicht aber die durch höhere oder niedrigere Dosen ausgelöste. Es 

könnte argumentiert werden, dass hohe intradermale Konzentrationen von Bradykinin 

die Wirkung von ACE auf die Bradykinin-Aktivität überschatten (Bisha et al., 2018). Es 

bleibt jedoch zu klären, warum Moexipril bei der niedrigsten Bradykinin Dosis keine 

Wirkung zeigte. Wir vermuteten, dass dies eine Folge einer zu niedrigen Moexipril-

Dosis sein könnte. Bei höheren Dosen bewirkte Moexipril jedoch eine Senkung des 

Blutdrucks, was zu einer verringerten durch Bradykinin und Histamin induzierten Ext-

ravasation führte, vermutlich aufgrund einer Zentralisierung des Blutflusses (Bisha 

et al., 2018). Es wurde berichtet, dass eine Dosis von 2,5 mg∙kg-1 KG Captopril den 

mittleren Blutdruck bei Mäusen um etwa 40 mmHg auf weniger als 80 mmHg senkt 

(Emanueli et al., 1998). Bei einer Moexipril-Dosis, die dieser Captopril-Dosis ent-

spricht, lösten weder Bradykinin noch Histamin eine nachweisbare Extravasation aus, 

auch nicht bei der höchsten intradermalen Dosis von 2 nmol pro Injektion. Daher deu-

ten die Daten der vorliegenden Studie darauf hin, dass die Hemmung von ACE die 

durch Bradykinin-induzierte Extravasation verstärkt (Bisha et al., 2018). 

Der Miles Assay scheint zwar eine zuverlässige Methode zur Messung von Verände-

rungen der dermalen Extravasation zu sein, die durch verschiedene Interventionen her-

vorgerufen werden, hat jedoch gewisse Einschränkungen (Nagy et al., 2008). So eignet 

sich der Assay beispielsweise nicht für die Quantifizierung spontaner Extravasate. Im 

Gegensatz dazu bietet die Zwei-Photonen-Laser-Methode diesen Vorteil und ermöglicht 

es, die spontane Extravasation der rot fluoreszierenden 10 kDa-Sonde aus dem in-
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travaskulären Raum in den interstitiellen Raum auf kontinuierliche Weise zu untersu-

chen, wie bereits berichtet (Egawa et al., 2013). Um einen möglichen Beitrag von B2-

Rezeptoren zur spontanen Extravasation zu bewerten wurden drei verschiedene An-

sätze verwendet, nämlich die Wirkung einer funktionell aktiven Überexpression des Re-

zeptors in kleinen Hautgefäßen, die Wirkung von Icatibant und die Wirkung von Moexipril 

(Bisha et al., 2018). In keiner dieser Situationen wurden Veränderungen in der Kinetik 

der spontanen Extravasation beobachtet. Die Genauigkeit der Messungen zur Akkumu-

lation im Gewebe ist jedoch weniger zuverlässig als im intravaskulären Raum. Dies ist 

das Ergebnis eines weniger genauen Fokus, da es nicht möglich ist, vordefinierte Mess-

bereiche festzulegen. Im intravaskulären Raum erfolgt dies nach Injektion des grünen 

250 kDa-Fluoreszenzfarbstoffs, der den Messbereich genau anzeigt. In auffälligem Ge-

gensatz dazu sind die Messungen im Gewebe selbst eher diffus. Dies gilt auch für die 

Messung der extravaskulären Autofluoreszenz, die sich im Laufe der Zeit nicht verändert 

und nicht korrekt subtrahiert werden kann. Zusammengenommen deuten diese Daten 

darauf hin, dass die Aktivierung von B2-Rezeptoren wahrscheinlich nicht zur spontanen 

Extravasation bei Mäusen beiträgt (Bisha et al., 2018). 

 

4.6 ABRASE-Studie 

Die ABRASE-Studie wurde initiiert, um die Rolle der COX-Aktivität für die Bradykinin-

induzierte Extravasation beim Menschen zu untersuchen (Gholamreza-Fahimi et al., 

2020). Die intradermale Injektion von Bradykinin bildet ein interstitielles Reservoir, aus 

dem das Kinin kontinuierlich in die kleinen Blutgefäße der Haut abgegeben wird. Die-

ser lokale Anstieg von Bradykinin führt zur Bildung sichtbarer und tastbarer Quaddeln, 

wie in den Ergebnissen gezeigt. Experimentelle Hinweise deuten darauf hin, dass das 

ACE-Hemmer-induzierte Angioödem durch Bradykinin vermittelt wird und daher nicht 

auf die Standardtherapie mit Antihistaminika ansprechen dürfte. Glukokortikoide indu-

zieren nachweislich die Expression von ACE und könnten dadurch möglicherweise 

den Bradykinin-Stoffwechsel beschleunigen (Dasarathy et al., 1992; Hubert et al., 

1991). Ihre Verwendung zur Behandlung des nicht-allergischen Angioödems wurde 

jedoch bisher nicht systematisch untersucht. Obwohl die kausale Rolle von Bradykinin 

beim ACE-Hemmer-induzierten Angioödem noch nicht vollständig geklärt ist, ist ACE 

das wichtigste Enzym, das den Abbau von Bradykinin im Plasma und in den Geweben 
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reguliert. Studien an Tieren sowie Studien am Menschen haben gezeigt, dass die Blo-

ckierung von B2-Rezeptoren die blutdrucksenkende Wirksamkeit von ACE-Hemmern 

abschwächt (Gainer et al., 1998; Hoover et al., 2010). Icatibant ist daher eine logische 

Behandlungsoption für ACE-Hemmer-induzierte Angioödeme. In Anlehnung an klini-

sche Studien, in denen der B2-Antagonist Icatibant zur Behandlung des HAE (Cicardi 

et al., 2010) und des ACE-induzierten Angioödems (Baş et al., 2015) eingesetzt 

wurde, wurde die Zeit bis zur vollständigen Auflösung der Quaddeln als primärer End-

punkt gewählt. Es wird angenommen, dass die Auflösung der dermalen Extravasation 

und des Angioödems durch den Abbau von Bradykinin und den Lymphabfluss vermit-

telt wird (Nagy et al., 2008), aber die klinischen Studien mit Icatibant bei nicht-allergi-

schen Angioödemen deuten darauf hin, dass die Hemmung der B2-Aktivierung durch 

den B2-Antagonismus offensichtlich dazu beiträgt (Baş et al., 2015; Cicardi et al., 

2010). In dieser Studie verkürzte die unselektive Hemmung der COX-Aktivität mit Ibu-

profen signifikant die Zeit bis zum vollständigen Verschwinden der Symptome und 

führte zu einer Verringerung der maximalen Quaddelgröße, was darauf hindeutet, dass 

die Hemmung der B2-Signaltransduktion, die dem B2-Agonismus nachgeschaltet ist, 

sowohl die Entwicklung als auch die Persistenz der Bradykinin-induzierten dermalen 

Extravasation beim Menschen abschwächt (Gholamreza-Fahimi et al., 2020). 

Die Wirkung von 600 mg Ibuprofen auf die dermale Extravasation bei gesunden Frei-

willigen, was einer empfohlenen Einzeldosis zur Behandlung von Schmerzen, Fieber 

und Entzündungen entspricht, war geringer als die Wirkung bei Mäusen (Gholamreza-

Fahimi et al., 2020). Abgesehen von der höheren Dosis pro kg Körpergewicht bei Mäu-

sen wurde Ibuprofen durch i. p. Injektion und nicht oral verabreicht. Es ist bekannt, 

dass die i. p. Injektion zu einer schnelleren Resorption führt, die mit einer kürzeren Zeit 

bis zum Erreichen der maximalen Plasmakonzentration (tmax) und einer höheren ma-

ximalen Plasmakonzentration (cmax) verbunden ist (Salama et al., 2016). Dieser Ver-

abreichungsweg wird beim Menschen nur selten für die systemische Verabreichung 

von Arzneimitteln verwendet. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die aktive Ibu-

profen Plasmakonzentration zum Zeitpunkt der Bradykinin Injektion bei Mäusen we-

sentlich höher war. Darüber hinaus könnte sich die Signalisierung von Bradykinin in 

kleinen dermalen Blutgefäßen bei Mäusen von der Situation beim Menschen insofern 

unterscheiden, als bei Mäusen eine größere Abhängigkeit von der COX-Aktivität be-

steht. In großen Blutgefäßen von Mäusen, wie z. B. Aortenringpräparaten, bewirkt 
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Bradykinin eine Verengung, die vollständig von der durch die Aktivierung von B2 induzier-

ten COX-Aktivität abhängig ist (Bisha et al., 2018; Felipe et al., 2007; Khosravani et al., 

2015). Im Gegensatz dazu bewirkt die kontinuierliche Infusion von Bradykinin in die Arteria 

brachialis beim Menschen eine Vasodilatation und einen Anstieg des Blutflusses im Un-

terarm, während der COX-Hemmer Aspirin keine Wirkung zeigte (Benjamin et al., 1989). 

Darüber hinaus bewirkte der NOS-Inhibitor NG-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) eine 

starke Hemmung des Bradykinin-induzierten Blutflusses im Unterarm von Menschen 

(Cockcroft et al., 1994), während NOS bei Mäusen nicht zur Bradykinin-induzierten Ext-

ravasation der Haut beitrug. Interessanterweise hängt der erhöhte Blutfluss nach einer 

Bradykinin-Infusion weitgehend von der Vasodilatation der Widerstandsgefäße ab, was 

darauf hindeutet, dass die durch Bradykinin-induzierte COX-Aktivierung in diesen Gefä-

ßen beim Menschen von geringerer Bedeutung ist. Die Ergebnisse von ABRASE deuten 

jedoch darauf hin, dass beim Menschen die COX-Aktivität maßgeblich an der durch 

Bradykinin-induzierten endothelialen Hyperpermeabilität in den kleinen Hautgefäßen be-

teiligt ist, was darauf schließen lässt, dass die Bradykinin-Signalgebung in diesen beiden 

Gefäßbetten unterschiedlich ist (Gholamreza-Fahimi et al., 2020). 

Es gab in den letzten Jahren weitere Studien der Arbeitsgruppe um Kojda et al. die im 

Kontext der vorliegenden Arbeit diskutiert werden sollten. Die Studie von Strassen 

et al. untersuchte die Wirksamkeit von C1-Esterase-Inhibitor (C1INH) bei der Behand-

lung von ACE-Hemmer-induziertem Angioödem (Strassen et al., 2023). Obwohl 

C1INH seit vielen Jahren als wirksame und zugelassene Behandlung bei Bradykinin-

vermitteltem hereditärem Angioödem bekannt ist, zeigte die Studie, dass C1INH im 

Kontext einer Standardbehandlung mit Steroiden und Antihistaminika gegenüber Pla-

cebo weniger wirksam war. Es ist wichtig zu betonen, dass die Studie von Strassen 

et al. eine doppelblinde, multizentrische, randomisierte, placebokontrollierte Studie 

war, die eine hohe Qualität der Evidenz liefert. Dennoch bleibt die Frage offen, ob 

C1INH bei Patienten, die auf die Standardbehandlung nicht ausreichend ansprechen, 

eine bessere Wirksamkeit zeigen könnte (Strassen et al., 2023). 

Die Studie von Hahn et al. analysierte den Einfluss von ACE-Hemmer Behandlung auf 

die C1INH Werte (Hahn et al., 2019). Die Autoren fanden heraus, dass eine inkubation 

von Blutproben mit Captopril zu einer dosisabhängigen Abnahme der C1INH-Aktivität 

und -Konzentration führte. Bei Patienten, die erstmals eine ACE-Hemmer Behandlung 

erhielten, zeigten sich jedoch heterogene Reaktionen der C1INH Werte. Die Autoren 
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schlugen vor, dass größere Studien über längere Zeiträume erforderlich sind, um mög-

liche Korrelationen zwischen der Wirkung von ACE-Hemmer Therapie auf C1INH 

Werte und dem klinischen Verlauf oder der Entwicklung von Nebenwirkungen zu fin-

den (Hahn et al., 2019).  

Die experimentelle Studie von Krybus et al. untersuchte die Rolle von COX-1 abhän-

giger Prostaglandin Produktion bei dermaler Exsudation nach Aktivierung von B2-Re-

zeptoren in kleinen dermalen Blutgefäßen der Maus (Krybus et al., 2022). Die Ergeb-

nisse dieser Studie legen nahe, dass die Inhibition von Prostacyclin-Produktion 

und/oder -Signalisierung eine geeignete Option für die akute Behandlung von nicht-

allergischem Angioödem sein könnte. Es ist jedoch wichtig, weitere Studien durchzu-

führen, um diese Ergebnisse zu bestätigen und mögliche Nebenwirkungen einer sol-

chen Therapie zu untersuchen (Krybus et al., 2022). 

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass es trotz verschiedener zugelassener Thera-

peutika zur Behandlung des hereditären Angioödems bislang keine etablierte Pharmako-

therapie anderer durch Bradykinin-induzierter Angioödeme existiert, vor allem nicht für 

das ACE-Hemmer induzierte Angioödem, welches aufgrund der starken Verbreitung die-

ser Arzneistoffe der häufigste durch Bradykinin vermittelte Angioödem überhaupt darstellt. 

Möglicherweise stellen die neu berichteten Mechanismen der Signalkaskade nach Akti-

vierung des B2-Rezeptors eine Möglichkeit dar, bestimmte Zielproteine identifizieren, de-

ren pharmakologische Beeinflussung weitere Optionen bereitstellt.  

 

4.7 Limitationen der Untersuchungen 

Unsere Studie hat einige Einschränkungen. Erstens sind die Ergebnisse aus dem vor-

liegenden Mausmodell nicht direkt auf dem Menschen übertragbar. Zweitens kann 

nicht zwischen den bekannten Extravasationswegen differenziert werden. Im Allge-

meinen können Plasmaflüssigkeit und Proteine die Endothelschranke auf einem para-

zellulären und einem transzellulären Weg passieren und beide Wege sind an der phy-

siologischen und pathophysiologischen Extravasation, d. h. an der Entstehung von 

Ödemen, beteiligt (Bisha et al., 2018). Parazelluläres Extravasat in Kapillaren, das 

hauptsächlich Flüssigkeit und kleine Moleküle transportiert, erfolgt durch interendothe-

liale Verbindungen (kontinuierliche Kapillaren) und/oder Endothelzellporen (gefens-

terte Kapillaren) (Mehta & Malik, 2006) und beide Arten von Kapillaren sind in der 
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menschlichen Haut vorhanden (Takada & Hattori, 1972). Im Gegensatz dazu ist der 

transzelluläre Weg (Transzytose) für den Großteil des Proteintransports über die En-

dothelbarriere verantwortlich, zum Beispiel für das am häufigsten vorkommende in-

terstitielle Protein Albumin. Dieser Weg ist durch Vesikel gekennzeichnet, die von 

George E. Palade entdeckt und mit der Extravasation in Verbindung gebracht wurden 

(Majno & Palade, 1961; Weibel & Palade, 1964). Schließlich ist derzeit nicht bekannt, 

ob andere Mediatoren als Prostaglandine und/oder Veränderungen in der endothelia-

len Glykokalyx zu der durch Bradykinin-induzierten Extravasation beitragen. Weitere 

Studien sind erforderlich, um dies genauer zu untersuchen. 

Auch die ABRASE-Studie hat mehrere Einschränkungen (Gholamreza-Fahimi et al., 

2020). Ibuprofen ist ein unspezifischer COX-Inhibitor, der die Frage offenlässt, ob 

COX1, COX2 oder beide zur Entwicklung und Persistenz der dermalen Extravasation 

beim Menschen beitragen. Die Ergebnisse von ABRASE schließen auch einen Beitrag 

der NOS-Aktivität zur Bradykinin-induzierten Hyperpermeabilität nicht aus. Schließlich 

deckt die intradermale Injektion von Bradykinin nur einen Teil der Pathophysiologie 

des nicht-allergischen Angioödems ab und es ist bislang ungewiss, ob die COX-Akti-

vität bei diesem Zustand eine Rolle spielt. Nichtsdestotrotz ist die Aktivierung von B2 

ein entscheidender Schritt in der Entwicklung eines nicht-allergischen Angioödems 

(Baş et al., 2015; Cicardi et al., 2010) und die Daten der vorliegenden Studie legen 

nahe, dass die COX-Aktivität zur Bradykinin-induzierten Extravasation beim Menschen 

beiträgt (Gholamreza-Fahimi et al., 2020). 

 

4.8 Schlussfolgerung 

Insgesamt legen die Ergebnisse der vorliegenden Studie nahe, dass die Aktivierung 

von B2-Rezeptoren durch endogenes Bradykinin wahrscheinlich nicht zur physiologi-

schen Extravasation beiträgt (Bisha et al., 2018). Die Annahme, dass die Behandlung 

mit einem ACEi zu einer Veränderung der physiologischen Gefäßbarrierefunktion 

führt, die zu einem nicht-allergischen Angioödem prädisponiert, wird daher durch die 

vorliegenden Ergebnisse dieser Studie nicht gestützt (Bisha et al., 2018). Die AB-

RASE-Studie liefert Evidenz für einen Beitrag der COX-Aktivität zur Bradykinin-indu-

zierten dermalen Extravasation bei Mäusen und Menschen (Gholamreza-Fahimi et al., 

2020). Die Identifizierung der Prostaglandine sowie der entsprechenden Rezeptoren 
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beim Menschen könnte neue Behandlungsmöglichkeiten für nicht-allergische An-

gioödeme eröffnen und auf eine mögliche Wirkung von Medikamenten hinweisen, die 

die Freisetzung von Arachidonsäure beeinträchtigen. 
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Zusammenfassung 

Das nicht-allergische Angioödem ist eine lebensbedrohliche Erkrankung, die durch die 

Aktivierung von Bradykinin-Typ-2-Rezeptoren (B2-Rezeptoren) vermittelt wird. Ziel 

dieser Studie war es, zu untersuchen, ob die Aktivierung von B2-Rezeptoren durch 

endogenes Bradykinin zur physiologischen Extravasation beiträgt. Dies könnte ein 

neues Licht auf die Annahme werfen, dass die Behandlung mit einem Angiotensin-

Converting-Enzyme-Hemmer (ACEI) zu einer Veränderung der vaskulären Barriere-

funktion führt, die zu einem nicht-allergischen Angioödem prädisponiert. Wir haben ein 

neues transgenes Mausmodell entwickelt, das sich durch eine endothelspezifische 

Überexpression des B2-Rezeptors (B2tg) auszeichnet und einen nicht-invasiven Zwei-

Photonen-Lasermikroskopie-Ansatz zur Messung der Kinetik der spontanen Extra-

vasation in vivo etabliert. Die B2tg Mäuse zeigten eine normale Morphologie und Wurf-

größe im Vergleich zu ihren transgen-negativen Wurfgeschwistern (B2n). Die Überex-

pression von B2-Rezeptoren war in Leit- und Widerstandsgefäßen funktionell, wie die 

B2-Rezeptor-vermittelte Aortendilatation auf Bradykinin in Gegenwart des unspezifi-

schen COX- Hemmers Diclofenac bzw. die signifikante Hypotonie bei B2tg zeigt. Die 

Messung der dermalen Extravasation mittels Miles Assay zeigte, dass die durch 

Bradykinin-induzierte Extravasation bei B2tg im Vergleich zu B2n signifikant erhöht war. 

Allerdings hatten weder die endotheliale Überexpression von B2-Rezeptoren noch die 

Behandlung mit dem ACEI Moexipril oder dem B2-Antagonisten Icatibant irgendeine 

Auswirkung auf die mittels Zwei-Photonen-Lasermikroskopie gemessene spontane 

Extravasation. Somit scheint die Aktivierung von B2-Rezeptoren nicht an der sponta-

nen Extravasation beteiligt zu sein. Daher wird die Annahme, dass die Behandlung mit 

einem ACEI zu einer Veränderung der physiologischen Gefäßbarrierefunktion führt, 

die zu einem nicht-allergischen Angioödem prädisponiert, durch die Ergebnisse der 

vorliegenden Studie nicht bestätigt. In der multizentrischen klinischen Studie ABRASE 

erhielten 38 gesunde Freiwillige i. d. Bradykinin-Injektionen in den ventralen Unterarm 

vor und nach einer oralen Behandlung mit dem COX-Hemmer Ibuprofen (600 mg). 

Primärer Endpunkt der ABRASE-Studie war die mittlere Zeit bis zum vollständigen Ab-

klingen der Quaddeln (TTCR), sekundärer Endpunkt war die Veränderung der maxi-

malen Quaddelgröße. Bei Probanden reduzierte Ibuprofen signifikant die TTCR (p < 

0.001) und die maximale Quaddelgröße (p = 0.0044). Auch wenn B2 für die nicht sti-

mulierte bzw. physiologische Extravasation wahrscheinlich keine Rolle spielt, weisen 
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die Ergebnisse der hier vorgelegten Untersuchungen auf eine signifikante Beteiligung 

der Bildung von Prostaglandinen im Rahmen der Signaltransduktion nach Aktivierung 

von B2 sowohl bei Mäusen als beim Menschen hin. Auf dieser Grundlage könnten 

weitere Untersuchungen, beispielsweise zur Identifizierung dieser Prostaglandine, An-

stoß für mögliche neue Therapieoptionen wie der spezifischen Blockade von deren 

Rezeptoren sein. 
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Summary 

Non-allergic angioedema is a life-threatening disease mediated by the activation of 

bradykinin type 2 receptors (B2 receptors). The aim of this study was to investigate 

whether activation of B2 receptors by endogenous bradykinin contributes to physiolog-

ical extravasation. This could shed new light on the assumption that treatment with an 

angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEI) leads to a change in vascular barrier 

function that predisposes to non-allergic angioedema. We have developed a new 

transgenic mouse model characterized by endothelial-specific overexpression of the 

B2 receptor (B2tg) and established a non-invasive two-photon laser microscopy ap-

proach to measure the kinetics of spontaneous extravasation in vivo. The B2tg mice 

showed normal morphology and litter size compared to their transgene-negative litter-

mates (B2n). The overexpression of B2 receptors was functional in conduction and 

resistance vessels, as shown by B2 receptor-mediated aortic dilation to bradykinin in 

the presence of the non-specific COX inhibitor diclofenac and significant hypotension 

in B2tg, respectively. Measurement of dermal extravasation by Miles assay showed 

that bradykinin-induced extravasation was significantly increased in B2tg compared to 

B2n. However, neither endothelial overexpression of B2 receptors nor treatment with 

the ACEI moexipril or the B2 antagonist Icatibant had any effect on spontaneous ex-

travasation measured by two-photon laser microscopy. Thus, B2 receptor activation 

does not appear to be involved in spontaneous extravasation. Therefore, the assump-

tion that treatment with an ACEI leads to a change in physiologic vascular barrier func-

tion predisposing to non-allergic angioedema is not confirmed by our results. In the 

multicenter clinical trial ABRASE, 38 healthy volunteers received i. d. bradykinin injec-

tions in the ventral forearm before and after oral treatment with the COX inhibitor ibu-

profen (600 mg). The primary endpoint of the ABRASE study was the mean time to 

complete resolution of wheals (TTCR); the secondary endpoint was the change in max-

imum wheal size. In volunteers, ibuprofen significantly reduced TTCR (p < 0.001) and 

maximum wheal size (p = 0.0044). Although B2 probably plays no role in non-stimu-

lated or physiological extravasation, the results of the studies presented here indicate 

a significant involvement of prostaglandin formation in signal transduction following B2 

activation in both mice and humans. On this basis, further investigations, for example 

to identify these prostaglandins, could provide the impetus for possible new therapeutic 

options such as the specific blockade of their receptors. 
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