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Wege entstehen dadurch, 

dass man sie geht. 
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Abb. Abbildung 
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AP-2-alpha Activating protein 2 alpha (aktivierendes Protein 2 alpha) 

AP-4 Activating protein 4 (aktivierendes Protein 4) 
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ASIC Acid-sensing sodium channel 
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CAP-1 Channel-activating protease-1 

cDNA Complementary DNA (komplementäre DNA) 

CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
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DEPC-H2O Diethylpyrocarbonat-H2O 
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ENaC Epithelialer Natriumkanal (Epithelial Sodium Channel) 

EPO Erythropoetin 
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et al. et alii (lateinisch: und andere) 
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GATA1 
GATA binding protein 1 (Globin transcription factor 1) (GATA 

Bindungsprotein 1) 

GFR Glomeruläre Filtrationsrate 
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HDL High density lipoprotein 
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qPCR quantitative PCR 

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

RCCD2 Rat cortical collecting duct 2 (Zelllinie) 

RIA Radioimmunoassay 
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ROMK Renal Outer Medullary Potassium Channel 

rRNA Ribosomal RNA (ribosomale RNA) 

SD Standard Deviation (Standardabweichung) 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

SGK1 Serum-und-Glukokortikoid-regulierte Kinase 1 

SHR Spontan Hypertensive Ratten (Spontaneously Hypertensive Rats) 
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T Testosteron 

Tab. Tabelle 

TUD100 Testosteron-Undecanoat 100 mg/kg KG 

TUD500 Testosteron-Undecanoat 500 mg/kg KG 

vCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1 

vs.  versus 

VSMC Vascular smooth muscle cells (glatte Gefäßmuskelzellen) 
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m Meter 
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mol SI-Basiseinheit der Stoffmenge 
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p piko- 

pH Konzentration der H+-Ionen (potentia hydrogenii) 
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1 Einleitung 

1.1 Geschlechtsspezifische Blutdruckregulation 

1.1.1 Studien in menschlichen Populationen 

Es gibt verschiedene Hinweise darauf, dass Geschlechtshormone eine wichtige 

Rolle bei der Blutdruckregulation bei Männern und Frauen spielen. Während Jungen 

und Mädchen noch den gleichen arteriellen Blutdruck besitzen, zeigt sich mit Beginn 

der Pubertät ein sexueller Dimorphismus, der im Laufe des Erwachsenenalters 

zunächst bestehen bleibt [1-4] (Abb. 1). Männer weisen einen systolischen arteriellen 

Blutdruck von etwa 6-7 mmHg über dem altersgleicher Frauen auf [6]. Der 

diastolische Blutdruck unterscheidet sich um etwa 3-5 mmHg und liegt bei Männern 

ebenfalls über dem der Frauen [6]. Diese Differenz ist vollkommen unabhängig von 

der ethnischen Abstammung der untersuchten Individuen. Ab etwa dem  

60. Lebensjahr steigt der systolische Blutdruck bei Frauen stärker an als der bei 

Männern. Diese Übergangsphase dauert etwa 5-20 Jahre, bis die arterielle 

Hypertonie schließlich in beiden Geschlechtern gleichermaßen prävalent ist (Abb. 2) 

[7]. Obwohl der Abfall der Estrogen-Spiegel bei meno- und postmenopausalen 

Frauen zum Teil für diesen Prozess verantwortlich sein könnte, haben Tierstudien 

gezeigt, dass eine Verschiebung des Androgen/Estrogen-Quotienten nach der 

Männer 
Frauen 

systolischer 

BD (mmHg) 

Lebensalter (Jahren) 

Abbildung 1: Einfluss von Alter und Geschlecht auf den Blutdruck (BD). Systolischer BD einer 

dänischen Kohorte (n=352) für 24 h gemessen und als Mittelwert ±SD dargestellt. *: P<0,05 

verglichen mit Frauen ähnlichen Alters. Daten von Wiinberg et al. [1], modifiziert nach Reckelhoff 

et al. [5].  
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Menopause und das resultierende „Ungleichgewicht“ die in diesem Rahmen 

stattfindenden Veränderungen von kardiovaskulären und renalen Prozessen 

bedingen könnten [5]. Des Weiteren besteht der Verdacht, dass postmenopausal 

auch die Sensibilität gegenüber Androgenen bei Frauen steigen könnte. Bezüglich 

der postmenopausalen Hormonersatztherapie wurden keine signifikanten 

Blutdrucksenkungen in den untersuchten Studienpopulationen beobachtet [8-10].  

Eine Reihe von klinischen Studien weisen darauf hin, dass Androgene Einfluss 

auf  kardiovaskuläre und renale Mechanismen im menschlichen Organismus haben. 

Männer haben ein höheres Risiko als prämenopausale Frauen, eine koronare 

Herzkrankheit (KHK) oder eine arterielle Hypertonie zu entwickeln [11-13]. Männer 

mit erniedrigten Testosteron- und erhöhten Estrogen-Spiegeln haben eine geringere 

Inzidenz für die KHK [14]. Eine Orchiektomie reduziert die Mortalität infolge kardialer 

Erkrankungen bei Männern [15]. Des Weiteren zeigt sich eine Assoziation zwischen 

dem Polyzystischen Ovariellen Syndrom (PCOS), welches mit chronischer 

Anovulation und einem erhöhten Testosteron-Spiegel bei Frauen einhergeht, und der 

arteriellen Hypertonie [16] sowie einem erhöhten Risiko für Myokardinfarkt und KHK 

[15, 17-19]. Es ist bekannt, dass die Einnahme anaboler Steroide (synthetische 

Derivate von Testosteron) mit dem Auftreten von arterieller Hypertonie, ventrikulärem 

Remodelling, myokardialer Ischämie sowie plötzlichem Herztod vergesellschaftet ist 

[20]. Studien, die die Wirkung anaboler Steroide untersuchen, müssen allerdings mit 

Vorsicht interpretiert werden, da die Einnahme dieser Substanzen oft verheimlicht 

wird und bislang nur wenige kontrollierte Studien durchgeführt worden sind. 

Abbildung 2: Prävalenz der arteriellen Hypertonie nach Alter und ethnischer Abstammung bei 

Männern und Frauen. US-amerikanische Bevölkerung ab dem 18. Lebensjahr. * Berechnung 

erfüllt nicht Kriterien des NHANES III Studiendesigns (ungenügende Gruppenstärke) oder die 

relative SD ist >30%. Abbildung modifiziert nach Burt et al. [7]. 
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1.1.2 Tiermodelle 

Geschlechtsspezifische Blutdruckunterschiede wurden ebenso in einer Reihe 

von Tiermodellen beobachtet. Männliche „spontaneously hypertensive rats“ (SHR) 

[21-23], „Dahl salt-sensitive rats“ [24, 25], „deoxycorticosterone acetate-salt 

hypertensive rats“ [26] sowie „New Zealand genetically hypertensive rats“ [27] 

besitzen einen höheren Blutdruck als ihre weiblichen Artgenossen. Kastration der 

Männchen in diesen Tiermodellen hat ein Sinken des Blutdrucks zur Folge [21-23, 

28, 29]. Eine Ovariektomie in weiblichen SHR scheint den Blutdruck hingegen nicht 

zu beeinflussen [22]. Die Behandlung der kastrierten männlichen bzw. 

ovariektomierten weiblichen SHR mit Testosteron führt wiederum zum Ansteigen des 

Blutdrucks [21, 22]. Dieser Effekt kann durch die Gabe des Androgen-Rezeptor (AR) 

Antagonists Flutamid erneut aufgehoben werden [30]. Die Metabolisierung von 

Testosteron zu dem wirkungsstärkeren Androgen 5alpha-Dihydrotestosteron (DHT) 

scheint in diesen Studien hingegen keinen relevanten Einfluss auf die Entstehung 

des Bluthochdrucks zu haben. Finasterid, welches die Reduktion von Testosteron zu 

DHT verhindert, kann die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie in SHR nicht 

verhindern [30].  

 

1.2 Blutdruckregulation durch Geschlechtshormone 

1.2.1 Einfluss von Geschlechtshormonen auf das kardiovaskuläre 

System 

1.2.1.1 Gefäßtonus und Atherogenese 

Testosteron ist in der Lage, sowohl vasodilatative als auch vasokonstriktive 

Mechanismen zu aktivieren. Dies scheint abhängig von der Vorbehandlung oder dem 

initialen Zustand der untersuchten Gefäßzellen zu sein. Dabei bestimmt 

wahrscheinlich die Summe aus vasodilatativen und vasokonstriktiven Prozessen den 

durch Testosteron beeinflussten Gefäßmuskeltonus. Abbildung 3 gibt einen Überblick 

über die Wirkung von Androgenen auf die Gefäße. 
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Testosteron relaxiert Koronararterien in Hasen in vitro [32, 33] und in vivo. Die 

kurzzeitige intrakoronare Infusion von Testosteron bei Männern mit einer KHK bewirkt 

eine Vasodilatation koronarer Arterien und erhöht den koronaren Blutfluss innerhalb 

von Minuten [34]. Dieser Prozess kann nicht durch Gabe von AR-Inhibitoren 

gehemmt werden. Inhibitoren von Transkriptions- (Actinomycin D) sowie 

Translationsprozessen (Cycloheximid) sind nicht in der Lage, die durch 

physiologische Konzentrationen von Testosteron induzierte Vasodilatation in 

Koronararterien von Schweinen zu verhindern [35]. Die akuten Wirkungen von 

Testosteron scheinen somit AR-unabhängig und nicht-genomisch zu sein. Die durch 

Testosteron induzierte Vasodilatation kann nicht durch Aromatase-Inhibitoren, die 

eine Metabolisierung von Testosteron zu Estradiol (E2) verhindern, gehemmt werden, 

wie in Ratten [36] und Hasen [33] gezeigt werden konnte. Die Gabe von DHT, 

welches nicht aromatisiert werden kann, bewirkte eine ähnliche Vasodilatation in 

Koronararterien von Schweinen wie die Gabe von Testosteron [37]. Dies weist darauf 

hin, dass E2 nicht zur durch Testosteron vermittelten Vasodilatation beiträgt. 

In klinischen Fall-Kontroll-Studien bzw. randomisierten, doppel-blinden 

Crossover-Studien konnte ebenfalls ein positiver Effekt von Testosteron auf den 

Gefäßtonus beobachtet werden. Testosteron vermindert ST-Strecken-Senkungen bei 

Abbildung 3: Einfluss von Androgenen auf die Gefäße. Ins Deutsche übersetzt aus eigener 

Publikation [31]. 
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Patienten mit Angina pectoris nach körperlicher Beanspruchung [15, 34, 38, 39] und 

verringert myokardiale Ischämien bei Patienten mit KHK [39, 40].  

Testosteron stimuliert jedoch auch verschiedene vasokonstriktive Prozesse auf 

direkte und indirekte Weise. Durch Stimulierung der Tyrosin-Hydroxylase in SHR 

fördert Testosteron die Synthese von Norepinephrin und mag so zur Entwicklung der 

arteriellen Hypertonie in diesen Tieren beitragen [41, 42]. Testosteron fördert 

außerdem die Freisetzung des Vasokonstriktors Neuropeptid Y in Ratten [43] und 

vermittelt die Wirkung von Endothelin-1 in Koronararterien von Schweinen [35]. Des 

Weiteren hemmt Testosteron die Wirkung einiger Vasodilatatoren, so zum Beispiel 

Adenosin, wie in isolierten Rattenherzen gezeigt werden konnte [44]. Sowohl 

Testosteron [45, 46] als auch sein Vorläufer Androstenedion [47] erhöhen AR-

abhängig die Expression des Thromboxan A2-Rezeptors. Dies mag die höhere 

Empfindlichkeit der Aorta intakter männlicher Ratten gegenüber Thromboxan A2, 

verglichen mit der Aorta kastrierter Männchen, erklären [46]. In Ratten bewirkt die 

Hemmung des Cytochroms P450 4A, welches in Gefäßzellen exprimiert wird und 

durch Androgene stimuliert werden kann, eine verminderte Produktion von  

20-Hydroxyeicosatetraenoat (20-HETE) [48]. 20-HETE sensibilisiert 

Gefäßmuskelzellen für Vasokonstriktoren und fördert myogene, mitogene und 

angiogene Prozesse. Dies weist darauf hin, dass 20-HETE eine Rolle im Rahmen 

der durch Androgene vermittelten Hypertonie spielen könnte. Des Weiteren steigert 

Testosteron die Homocystein-Spiegel in transsexuellen Patienten [49] und fördert die 

Synthese von Angiotensin II (Ang II) in SHR [23], wodurch vasokonstriktive und 

atherosklerotische Mechanismen induziert werden können. 

Studien, die den Einfluss von Testosteron auf Atherogenese und 

Gefäßproliferation untersucht haben, kommen zu widersprüchlichen Ergebnissen. 

Testosteron fördert mitogene Effekte in Gefäßmuskelzellen von Ratten [50]. Es 

verstärkt die Expression von vCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) und 

vermittelt so die Adhäsion von Monozyten an menschlichem Gefäßendothel [51]. 

Außerdem induziert Testosteron die Plaquebildung in den Gefäßen von Küken [52]. 

Testosteron vermindert die Konzentration von High Density Lipoprotein (HDL) und 

erhöht Low Density Lipoprotein (LDL)-Spiegel, wie in weiblichen Transsexuellen 

gezeigt werden konnte. Außerdem stimuliert Testosteron die Entwicklung von 

Atherosklerose und arteriellem Gefäß-Remodelling in weiblichen Affen [53]. 
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Dennoch gibt es auch Studien, die auf eine anti-atherosklerotische Wirkung von 

Testosteron hinweisen. In Hasen verhindert Testosteron die Plaquebildung in 

Gefäßen nach Gefäßschädigung [32]. In Hasen, die cholesterolreich ernährt werden, 

schützt Testosteron vor Atherosklerose, unabhängig vom Lipidprofil der Tiere [54]. 

Allerdings verhindert Testosteron nicht die Proliferation von Gefäßmuskelzellen in 

Hasen in vivo [55] oder die Migration von Gefäßmuskelzellen in Ratten in vitro [56]. 

Letztendlich ist nicht klar, ob der anti-atherosklerotische Effekt wirklich Androgen-

abhängig ist oder auf einer Umwandlung von Testosteron in E2 und E2-Metabolite 

beruht. Hemmung von atherosklerotischen Prozessen durch Gabe von 

Dehydroepiandrosteron (DHEA), welches ein Vorläufer von Androstenedion ist, kann 

durch den Aromatase-Inhibitor Fadrozol in Hasen wieder aufgehoben werden [57]. 

Der unmittelbare Vermittler anti-atherosklerotischer Wirkungen wurde bislang noch 

nicht identifiziert. 

Man geht hingegen davon aus, das Estrogene einen im Wesentlichen protektiven 

Einfluss auf das kardiovaskuläre System besitzen und vor der Entwicklung einer 

arteriellen Hypertonie schützen. Unter anderem bewirkt E2 eine kurz- und langfristige 

Vasodilatation im Endothel von Mensch und Schaf [58, 59]. E2 hemmt vaskuläres 

Remodelling, indem es vor vaskulären Entzündungsprozessen, Neointima-Bildung 

und Rekrutierung von Makrophagen schützt [60, 61]. Des Weiteren verhindert E2 

eine durch Mitogene vermittelte Proliferation kardialer Fibroblasten [62] und glatter 

Gefäßmuskelzellen [60]. Studien, die nach einer Korrelation zwischen Estrogenen 

und arterieller Hypertonie suchten, kamen jedoch zu widersprüchlichen Ergebnissen. 

In einer Reihe klinischer Studien konnte beobachtet werden, dass unterschiedliche 

Arten estrogenhaltiger Substanzen ganz spezifische Wirkungen zu haben scheinen 

[63]: Während kontrazeptive estrogenhaltige Medikamente den Blutdruck eher 

erhöhen, scheinen konjugierte Estrogene, welche von Pferden stammen, den 

Blutdruck nicht zu beeinflussen. E2 hingegen hat einen den Blutdruck senkenden 

Effekt. In hypertensiven Tiermodellen hat die Gabe von E2 einen Abfall des 

Blutdrucks zur Folge [24, 64-66]. Andererseits kann die Entwicklung einer arteriellen 

Hypertonie in SHR nicht durch eine Ovariektomie der Weibchen verhindert werden 

[23]. Dies lässt vermuten, dass die blutdrucksenkende Wirkung von E2 kein 

physiologischer Prozess ist, sondern auf die hohen verabreichten Konzentrationen 

von E2 zurückzuführen sein könnte. 
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1.2.1.2 Kardiale Mechanismen 

Sowohl Testosteron als auch DHT 

verursachen eine Hypertrophie des 

Herzens [67]. In Ratten, deren 

sinoaortale nervöse Kopplung 

unterbrochen wurde, induzierte 

Testosteron eine kardiale Hypertrophie, 

während E2 diese hemmte [68]. 

Androgene stimulieren das Wachstum 

kardialer Myozyten in vitro, was darauf 

hinweist, dass es sich um einen direkten 

Effekt handelt [67]. Im Gegensatz zu 

Testosteron bewirkt DHT in diesen Zellen 

einen Anstieg von atrialem 

natriuretischem Peptid (ANP). Abbildung 

4 fasst die Einflüsse von Androgenen auf 

das Herz zusammen. 

 

1.2.2 Einfluss von Geschlechtshormonen auf Nierenfunktion und 

–metabolismus 

Da Testosteron ein Risikofaktor für die Entwicklung von Atherosklerose zu sein 

scheint, wird verständlich, dass Androgene über die Schädigung von 

Glomerulumendothel auch Einfluss auf die Nierenfunktion besitzen. Männer haben 

ein höheres Risiko für Nierenschäden im Laufe ihres Lebens als Frauen [69]. Die 

Inzidenz der terminalen Niereninsuffizienz auf Boden einer Glomerulonephritis oder 

hypertensiven Glomerulosklerose liegt bei Männern ebenfalls höher als bei Frauen. 

Männer besitzen eine geringere glomeruläre Filtrationsrate (GFR) und entwickeln 

glomeruläre Schäden, Glomerulosklerose und Proteinurie in einem früheren 

Lebensalter verglichen mit dem weiblichen Geschlecht [5, 70, 71]. Die Kastration von 

Ratten in einem frühen Lebensstadium verhindert Nierenschäden und Bluthochdruck. 

Auf der anderen Seite scheint E2 auch auf die Nierenfunktion einen eher protektiven 

Abbildung 4: Einfluss von Androgenen auf 

Herz und Niere. Ins Deutsche übersetzt aus 

eigener Publikation [31]. 
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Effekt zu haben, indem es beispielsweise die Entwicklung einer Glomerulosklerose 

oder die Schädigung von Nierentubuli im Rattenmodell verhindert [72]. 

Die Transplantation prä-hypertensiver Nieren von SHR in Wistar-Kyoto-Ratten 

hat die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie zur Folge [73]. Auf der anderen Seite 

führt die Transplantation von Nieren normotensiver Spender zu einer Verbesserung 

des Blutdrucks bei Patienten, die aufgrund von Nephrosklerose und Nierenversagen 

eine essentiellen Hypertonie entwickelt hatten [74]. Die Transplantation von Nieren 

männlicher SHR in weibliche SHR führt zu keinem signifikanten Anstieg des 

Blutdrucks, und die Transplantation weiblicher Nieren in männliche SHR mildert nicht 

den Hypertonus in den männlichen Empfängern [75]. Dies lässt vermuten, dass der 

Bluthochdruck in SHR nicht auf dem Boden eines intrinsischen Geschehens in der 

Niere entsteht, sondern dass extrinsische Faktoren die Nierenfunktion beeinflussen. 

Die Ausschaltung des Gens für CYP4A14 (Arachidonsäure ω-1 Hydroxylase) in 

Mäusen lässt den renalen Gefäßwiderstand ansteigen und führt bei Männchen zu 

höheren Blutdruckwerten als bei Weibchen [76]. Eine Kastration in diesen Tieren 

führt zur Senkung des Blutdrucks, während die Gabe von Testosteron diesen Effekt 

wiederum aufhebt. 

 

1.2.2.1 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) 

Interessanterweise ist die renale Druck-Natriurese-Kurve bei Männern im 

Vergleich zu Frauen nach rechts verschoben [5, 73, 77]. Dies bedeutet, dass bei 

vergleichbarem Nierenperfusionsdruck männliche SHR sowie ovariektomierte 

weibliche SHR, die mit Testosteron behandelt wurden, signifikant weniger Natrium 

und Wasser sezernieren als weibliche, ovariektomierte weibliche oder kastrierte 

männliche SHR [22, 70]. 

Männer haben eine höhere Plasma-Renin-Aktivität (PRA) als Frauen, 

unabhängig von Alter oder ethnischer Abstammung [5, 22, 70, 78]. Auch die PRA in 

postmenopausalen Frauen liegt höher als die von prämenopausalen Frauen [79]. Die 

PRA sinkt nach Kastration männlicher SHR und steigt nach Gabe von Testosteron an 

ovariektomierte Weibchen. Dabei korreliert die PRA proportional mit der 

verabreichten Testosteron-Dosis [5]. In transgenen hypertensiven männlichen [80] 

und weiblichen [81] TGR(mREN2)27-Ratten, die ein überaktives RAAS aufweisen, 
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sinken nach Behandlung mit Flutamid Renin-Synthese und PRA und eine arterielle 

Hypertonie sowie maligne End-Organ-Schänden können verhindert werden. 

In den Nieren männlicher Ratten zeigt sich eine stärkere Expression von 

Angiotensinogen mRNA im Vergleich zu Weibchen [82, 83]. Dieser Prozess scheint 

ebenfalls durch Androgene reguliert zu werden, stimuliert das RAAS und hat eine 

erhöhte Retention von Natrium und Wasser bei den Männchen zur Folge. Die Gabe 

von Enalapril, einem Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE)-Inhibitor, hatte eine 

Senkung des Blutdrucks um 60% bei männlichen und bei ovariektomierten 

weiblichen SHR, die mit Testosteron substituiert wurden, zur Folge, während bei 

intakten oder ovariektomierten Weibchen bzw. kastrierten Männchen der Blutdruck 

lediglich um 40% gesenkt werden konnte [23]. Diese erhöhte Sensibilität gegenüber 

Enalapril bei männlichen bzw. ovariektomierten weiblichen SHR unter Testosteron-

Behandlung unterstützt die Vermutung, dass Androgene zum Teil über eine 

Stimulierung des RAAS zur Entwicklung einer Hypertonie beitragen. Man vermutet, 

dass ein Anstieg von Angiotensin II (Ang II) oxidativen Stress hervorruft, u.a. über die 

Stimulierung der Superoxid-Synthese, Abbau von NO, Anstieg von Peroxidnitrit und 

verstärkter Freisetzung von vasokonstriktorischen F2-Isoprostanen. Dies wiederum 

würde die Empfindlichkeit renaler Gefäße gegenüber Vasodilatatoren herabsetzen 

und gegenüber Vasokonstriktoren wie Ang II steigern und könnte die Endothelin-

Produktion stimulieren [5]. F2-Isoprostane scheinen außerdem Thromboxan-

Rezeptoren zu aktivieren, deren Expression wiederum von Androgenen in 

Gefäßmuskelzellen der Aorta reguliert wird [84]. 

Inwiefern die Freisetzung von Aldosteron durch Androgene beeinflusst wird, ist 

bislang nicht genau geklärt. Einige klinische Studien in menschlichen Populationen 

deuten auf geschlechtsspezifische Unterschiede in Aldosteron-Spiegeln hin, die 

wiederum mit Blutdruckunterschieden korrelieren [85, 86]. Dabei wurden bei jungen 

Frauen niedrigere Aldosteron-Spiegel beobachtet als bei altersgleichen Männern 

[85]. In einer anderen Studie jedoch unterschieden sich Aldosteron-Spiegel nicht 

wesentlich zwischen den untersuchten postmenopausalen Frauen und den Männern 

ähnlichen Alters [79]. In intakten bzw. mit Testosteronpropionat substituierten 

männlichen Ratten waren Aldosteron-Spiegel niedriger als bei orchiektomierten 

Ratten [87]. Die durch Corticotropin (ACTH) stimulierte Freisetzung von Aldosteron 
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aus Zona glomerulosa-Zellen der Ratte sank außerdem nach Testosteron-

Substitution [87]. 

 

1.2.2.2 Direkte Androgen-Effekte auf das renale Tubulussystem 

Werden Ratten in vivo mit Androgenen mikroperfundiert, so zeigt sich, dass 

Androgene das RAAS des proximalen Nierentubulus auf direktem Weg stimulieren 

können [88]. Der genaue Mechanismus einer durch Testosteron induzierten 

Nierenschädigung ist noch immer unbekannt, doch eine erhöhte renale Natrium-

Reabsorption im proximalen Tubulus hätte einen niedrigeren druckabhängigen 

Natriumverlust zur Folge und würde die Natriumkonzentration im Bereich der Macula 

densa herabsetzen [70]. Dies wiederum würde die Freisetzung von Renin 

stimulieren, den präglomerulären Widerstand herabsetzen und parallel zum Anstieg 

des arteriellen Blutdrucks möglicherweise Nierenschäden und Bluthochdruck 

hervorrufen. Abbildung 4 fasst die Wirkung von Androgenen auf die Niere 

zusammen. 

 

1.2.3 Zentrale Blutdruckregulation 

Weibliche SHR, die kurz nach der Geburt mit Testosteron behandelt worden sind, 

zeigen bei Behandlung mit Testosteron im Erwachsenenalter einen größeren 

Blutdruckanstieg als Kontroll-Weibchen [64]. Die neonatale Differenzierung von 

Hirnstrukturen, die in die Regulation des Blutdrucks verwickelt sind, könnte somit 

Grundlage für die Sensibilität des Blutdrucks gegenüber Androgenen im 

Erwachsenenalter sein. Androgene werden unter anderem in der Area postrema und 

in der präoptischen Region gebunden [89], die zum Teil verantwortlich sein sollen für 

Blutdruck und Herzfrequenz [90]. Geschlechtsspezifische Blutdruckunterschiede 

mögen daher teilweise Ergebnis einer unterschiedlichen Hirndifferenzierung 

zwischen den Geschlechtern sein, die sich schließlich auf die zentrale 

Blutdruckregulation auswirkt.  
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1.3 Epithelialer Natriumkanal (ENaC) 

1.3.1 Struktur des ENaC 

Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) ist Angriffspunkt für das kaliumsparende 

Diuretikum Amilorid und Bestandteil der apikalen Zellmembran vieler Epithelien, 

welche Natrium absorbieren. In der Niere übernimmt der ENaC eine wichtige 

Funktion in der Natrium-Reabsorption im Aldosteron-sensiblen distalen Nephron 

(ASDN). Dieses besteht aus dem distalen Teil der Pars convoluta des distalen 

Tubulus, dem Verbindungsstück sowie dem kortikalen und medullären Abschnitt des 

Sammelrohrs [91]. Gemein ist diesen Abschnitten die Expression von ENaC, dem 

Mineralokortikoid-Rezeptor (MR) sowie der 11beta-Hydrodxysteroid-Dehydrogenase 

Typ 2 (11beta-HSD2) [92]. Letztere gewährt eine mineralokortikoide Selektivität für 

den MR, indem sie zirkulierende Glukokortikoide in deren inaktive Metabolite 

umwandelt und somit deren Bindung an den MR verhindert. 

Der Natriumtransport über den ENaC ist elektrogen, depolarisiert die 

Zellmembran und bewirkt eine Kaliumsekretion über apikale Kaliumkanäle wie den 

ROMK (Renal Outer Medullary Potassium Channel) [93]. Über osmotische Kräfte 

wird außerdem ein transepithelialer Wassertransport über Vasopressin-abhängige 

apikale Wasserkanäle wie Aquaporin-2 (AQP-2) begünstigt [93]. Der ENaC hat somit 

Einfluss auf die Regulation des Elektrolythaushalts sowie des extrazellulären 

Volumens und damit auf den Blutdruck. 

Der ENaC wird außer in der Niere ebenso im distalen Colon, in Schweiß- und 

Speicheldrüsen, im Epithel der Atemwege sowie im Alveolarepithel exprimiert [93, 

94]. Während die Aufgabe des ENaC in Niere, Colon, Schweiß- und Speicheldrüsen 

besonders in der Gewährleistung eines ausgeglichenen Natrium-Wasserhaushaltes 

liegt, ist der Natriumkanal in der Lunge primär für die alveoläre Flüssigkeits-

Clearance und die Regulierung der Viskosität des Mukus verantwortlich. Des 

Weiteren ist der ENaC in den Geschmacksknospen der Zunge zu finden, in denen er 

mit der Empfindung der Geschmacksqualität „salzig“ in Zusammenhang stehen soll. 

In Auge und Innenohr scheint der ENaC die molekulare Zusammensetzung von 

Kammerwasser und Endolymphe zu regulieren. Die Rolle des ENaC in Keratinozyten 

und Epithelzellen von Haarfollikeln ist bislang unklar. 
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Der Expressionsgrad der drei Untereinheiten des ENaC ist gewebsspezifisch [95-

97]. Die Aktivität des ENaC hat direkten Einfluss auf die epitheliale Natrium-

Reabsorption in der Niere, stellt indirekt eine treibende Kraft für die Kalium-Sekretion 

dar und wirkt sich über die Einstellung des Flüssigkeitshaushalts auf den Blutdruck 

aus [94, 98]. Der „Acid-sensing sodium channel” (ASIC) ist dem ENaC in seiner 

Primärstruktur sehr ähnlich. Die kürzliche Identifizierung der Kristallstruktur des ASIC 

[99] lässt darauf schließen, dass der ENaC wahrscheinlich ein Heterotrimer aus drei 

Untereinheiten (alpha, beta, gamma) ist [100], die in ihrer Aminosäuresequenz zu 

ungefähr 30% homolog sind. Im menschlichen Organismus wurde eine vierte 

Untereinheit, delta-ENaC, gefunden, deren Bedeutung aber bislang unklar ist. Anders 

als beta- und gamma-Untereinheit ist die alpha-Untereinheit in der Lage, einen 

suffizienten Natrium-Fluss aufrecht zu erhalten, auch wenn sie isoliert exprimiert wird 

[101]. Beta- und gamma-ENaC verstärken den Natrium-Fluss, wenn sie mit alpha-

ENaC koexprimiert werden. Die Inaktivierung des Gens für alpha-ENaC im Knockout-

Mausmodell zeigt, dass die alpha-Untereinheit postnatal einen großen Stellenwert bei 

der pulmonalen Flüssigkeitsresorption hat. Jene Mäuse, die alpha-ENaC nicht 

exprimieren, sterben innerhalb von 40 h nach ihrer Geburt an respiratorischer 

Insuffizienz. Zusätzlich entwickeln sie eine metabolische Azidose [102]. Heterozygote 

Mutationen von alpha-ENaC im Mausmodell wirken sich hingegen nicht auf die 

Lungenfunktion aus. Die Mäuse sind in der Lage, Blutdruck und Natrium-

Homöostase aufrecht zu erhalten, aber scheinen kompensatorisch die Expression 

von Angiotensin Typ 1-Rezeptoren heraufzuregulieren [103]. Nichtsdestotrotz wurden 

auch ENaC-Heteromere aus beta- und gamma-Untereinheit identifiziert, die in der 

Lage waren, einen Natrium-Fluss aufzubauen [101]. Inaktivierung von beta- und 

gamma-ENaC in Knockout-Mäusen führt früh zu Nierenfunktionsstörungen und 

innerhalb von 48 h nach der Geburt zum Tod [104, 105]. Es kommt zu renalem 

Natriumverlust, Kaliumretention, und vermehrter Aldosteron-Ausschüttung. Bei einer 

geringen residuellen Expression von beta- und gamma-ENaC entwickeln die Mäuse 

jedoch keinen pulmonalen Phänotyp, so dass davon auszugehen ist, dass die 

Kombination von alpha-beta-ENaC bzw. alpha-gamma-ENaC ausreicht, um eine 

Natrium- und Flüssigkeitsresorption im Lungenepithel zu gewährleisten. Des 

Weiteren gelang es, Mäuse zu entwickeln, in denen die Expression von alpha-ENaC 

selektiv im kortikalen Sammelrohr ausgeschaltet wird, nicht aber in den frühen 
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Segmenten des ASDN, nämlich in der Pars convoluta des distalen Tubulus und im 

Verbindungsstück [106]. Interessanterweise bewirkte diese gezielte Inaktivierung 

keine Veränderung der Natrium-Kalium-Balance oder des Flüssigkeitshaushaltes. 

Stattdessen besteht ein axialer Gradient bezüglich der alpha-ENaC Expression, 

welche im Verbindungsstück am höchsten ist und im Sammelrohr abnimmt. Bei 

Nagetieren, die salzreich ernährt werden und niedrige Aldosteron-Spiegel aufweisen, 

sind die Untereinheiten des ENaC an der luminalen Membran kaum detektierbar und 

im Wesentlichen in intrazellulären Vesikeln lokalisiert [96, 107]. Bei einer Standard-

Diät mit moderaten Aldosteron-Spiegeln im Serum findet man die ENaC-

Untereinheiten an der luminalen Zellmembran von spätem distalem Tubulus und in 

proximalen Teilen des Verbindungsstücks. In den distaleren Segmenten verbleiben 

vor allem beta- und gamma-ENaC ausschließlich in intrazellulären Vesikeln. Steigen 

Aldosteron-Spiegel unter einer salzarmen Diät stark an, so kann der ENaC an der 

luminalen Membran des gesamten ASDN lokalisiert werden. Generell wird der ENaC 

trotzdem stärker in den frühen als in den distalen Abschnitten des ASDN exprimiert. 

Patch-Clamp Experimente konnten dieses Konzept bestätigen, indem gezeigt wurde, 

dass der Amilorid-sensitive Strom vom Verbindungsstück bis zum distalen 

Sammelrohr abnimmt [108]. Das kortikale Sammelrohr scheint somit geringere 

Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der Homöostase als das proximale ASDN zu 

besitzen und könnte vor allem dann wichtig werden, wenn die vorherigen Abschnitte 

des ASDN eine suffiziente Natriumresorption nicht mehr gewährleisten können und 

Aldosteron-Spiegel stark ansteigen [109].  

 

1.3.2 Funktion des ENaC und Regulatoren 

Die Rolle des ENaC in der Regulation des Blutdrucks wird durch seltene 

genetische Anomalien in den SCNN1-Genen verdeutlicht, welche für die einzelnen 

Untereinheiten des ENaC kodieren (alpha: SCNN1A, beta: SCNN1B, gamma: 

SCNN1G) [110, 111]. Beim Liddle-Syndrom liegen Mutationen und/ oder Deletionen 

im PY-Motiv des zytosolischen C-Terminus der beta- oder gamma-Untereinheit des 

ENaC vor. Ubiquitin-Proteinligasen wie Nedd4-2, welche über ihre WW-Domänen mit 

dem PY-Motiv interagieren und für eine Internalisierung des Natriumkanals von der 

luminalen Zellmembran und damit für eine funktionelle Inaktivierung des ENaC 

verantwortlich sind, werden so gehemmt [112]. Dies führt zu einer Überfunktion des 
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Natriumkanals (Gain-of-Function Mutation) und somit zu Natriumretention, 

Hypokaliämie, metabolischer Alkalose und einer schweren Form der arteriellen 

Hypertonie. Der Pseudohypoaldosteronismus Typ 1 (PHA-1) zeichnet sich hingegen 

durch eine Mutation im Gen einer der drei ENaC-Untereinheiten aus, die einen 

Funktionsverlust des Kanals (Loss-of-function Mutation) und somit einen renalen 

Natriumverlust und ein hypotensives Syndrom zur Folge hat. 

Aldosteron gilt als einer der wichtigsten Regulatoren des ENaC. Das 

Mineralokortikoid bindet an den MR, woraufhin Zielgene wie alpha-ENaC und die 

Serum-und-Glukokortikoid-regulierte Kinase 1 (SGK1) aktiviert werden (Abb. 5). 

SGK1 erhöht die Natriumresorption, indem sie unter anderem die Natrium-Kalium-

Abbildung 5: Wirkung von Aldosteron auf den distalen Tubulus. Aldosteron bindet an 

den Mineralokortikoid-Rezeptor (MR) und bewirkt einen Anstieg von MR-Zielgenen, wie 

zum Beispiel von alpha-ENaC, dem Kaliumkanal ROMK (Renal Outer Medullary 

Potassium Channel) oder der Serum-und-Glukokortikoid-regulierten Kinase 1 (SGK1). 

SGK1 inaktiviert die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 durch Phosphorylierung und verhindert 

damit eine durch Nedd4-2 vermittelte Endozytose des ENaC. Auf diese Weise nimmt der 

Natriumfluss über den ENaC zu. Da auch Glukokortikoide an den MR binden können, 

schützt die Inaktivierung von Cortisol zu Cortison durch die 11beta-Hydroxysteroid-

Dehydrogenase Typ 2 (11beta-HSD2) vor einer Glukokortikoid-vermittelten Stimulation 

des MR. Modifizierte Abbildung aus eigener Publikation [31]. 
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ATPase (Na+-K+-ATPase) und den Kaliumkanal ROMK zu aktivieren scheint, die Zahl 

aktiver ENaC-Einheiten an der Zellmembran durch Phosphorylierung und Inhibierung 

von Nedd4-2 erhöht [111, 113] sowie indem sie alpha-ENaC direkt beeinflusst [114, 

115]. 

In neonatalen MR Knockout-Mäusen unterscheidet sich die renale Expression 

der einzelnen ENaC-Untereinheiten nicht von der von Wildtyp-Mäusen. Werden die 

MR Knockout-Mäuse jedoch durch die Substitution von NaCl am Leben gehalten, 

sinkt die renale alpha-ENaC Expression um 40%, während die beta- und gamma-

Untereinheit in der Niere weiterhin unverändert exprimiert wird [114, 116]. 

Supraphysiologische Konzentrationen von Glukokortikoiden aktivieren den GR im 

ASDN und können durch eine gesteigerte Expression von alpha-ENaC einen Mangel 

des MR in diesen Tieren kompensieren. 

Die Regulierung der einzelnen ENaC-Untereinheiten durch Aldosteron ist 

ausgesprochen gewebsspezifisch und abhängig von der untersuchten Spezies. In 

der epithelialen Zelllinie A6, die aus der Niere des Krallenfrosches (Xenopus laevis) 

stammt, ist kein Effekt von Aldosteron auf den ENaC zu beobachten [117]. Im Darm 

von Vögeln werden alpha- und beta-ENaC durch eine Salzrestriktion stimuliert [118]. 

Im distalen Colon der Ratte stimuliert Aldosteron die Expression von beta- und 

gamma-ENaC, während es keinen Einfluss auf die alpha-Untereinheit besitzt [119]. 

Im renalen Kortex derselben Tiere hat Aldosteron hingegen eine moderat 

stimulierende Wirkung auf alpha-ENaC mRNA. Die beta- und gamma-Untereinheit 

der Niere wird durch Aldosteron in diesem Rattenmodell nicht reguliert. Die 

Stimulation der beta- und gamma-Untereinheit im Colon [120] und der alpha-

Untereinheit in der Niere [121] erfolgt innerhalb von 1-2 h nach Aldosteron-

Stimulation. In Bezug auf alpha-ENaC erfolgt die Regulation über den MR und die 

Bindung an ein imperfektes Glukokortikoid-responsives Element (GRE) in der 5’-

untranslatierten Region (5’-UTR) [122]. Interessanterweise bewirkt Vasopressin in 

der Rattenniere eine Induktion von beta- und gamma-ENaC, wodurch der Aldosteron-

Effekt ergänzt werden kann [123]. Neben Aldosteron und Glukokortikoiden, welche 

insbesondere bei der Regulation des ENaC in der Lunge Bedeutung haben, sowie 

Vasopressin sind unter anderem auch Insulin [124], Angiotensin II [125] und 

Wachstumshormon [126] in der Lage, die Aktivität des ENaC zu regulieren. Weitere 

Regulatoren sind extrazelluläre Proteasen wie Kallikrein und CAP-1 (Channel-
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activating protease-1), intra- und extrazelluläre Ionenkonzentrationen, z.B. von 

Natrium und Calcium, der osmoläre Gradient sowie die tubuläre Flussrate [125]. Der 

Einfluss von Geschlechtshormonen auf die Expression der ENaC-Untereinheiten 

wurde bislang nicht detailliert untersucht. 

 

1.4 Androgen-Rezeptor (AR) 

1.4.1 Struktur und Funktion 

Der AR gehört zur Familie Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktoren, die sowohl 

andere Steroidhormon-Rezeptoren, den Schilddrüsenhormon-Rezeptor als auch den 

Vitamin D3-Rezeptor umfasst. Der AR wird in vielen Geweben exprimiert, so zum 

Beispiel in männlichen und weiblichen Geschlechtsorganen, in Muskel, Leber, 

Hypophyse, Nebennierenrinde, Schilddrüse und Hirn, aber auch auf Gefäßzellen, 

kardialen Myozyten und in den Nieren, dort vor allem im proximalen und distalen 

Tubulus, doch auch im Glomerulum selbst und im kortikalen Sammelrohr [32, 67, 

127-130]. Testosteron ist das vorherrschende zirkulierende Androgen im Menschen 

und wird durch 5alpha-Reduktase Typ 2 in 5alpha-DHT (DHT) umgewandelt. DHT 

bindet mit höherer Affinität als Testosteron an den AR, welcher daraufhin Dimere 

bildet. Der Rezeptor-Ligand-Komplex wird in den Zellkern transloziert und induziert 

bzw. supprimiert dort über Bindung an ein Hormon-responsives Element (HRE), 

welches sich meist im Promoter des jeweiligen Gens befindet, aber auch in der 

kodierenden Region des Gens liegen kann, die Transkription Androgen-responsiver 

Gene [131, 132].  

 

1.4.2 Autoregulation des AR 

Es ist bekannt, dass der AR durch Androgene autoreguliert werden kann. Dieser 

Prozess ist jedoch äußerst gewebsspezifisch und abhängig von der untersuchten 

Spezies sowie von ihrem Entwicklungsstadium [133-135]. Die Herunterregulation von 

AR mRNA durch Androgene ist unter anderem in der ventralen Prostata, in 

Nebenhoden, Niere und Hirn beschrieben [136]. Doch auch die Androgen-induzierte 

Heraufregulation von AR mRNA wurde beobachtet, beispielsweise in glatten 

Muskelzellen des Penis der Ratte [137], im Hippocampus [138], in Vorläuferzellen 

des Fettgewebes oder Fibroblasten des Geschlechtstraktes [135].  
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1.5 Ziele der Arbeit 

Die Funktion von distalem Tubulus und Sammelrohr der Niere kann durch 

Aldosteron gesteuert werden und stellt einen wichtigen Kontrollpunkt in der 

Regulierung der renalen Natrium-, Kalium- und Wassersekretion dar. 

Interessanterweise ist der ENaC nicht nur Angriffspunkt für Aldosteron, sondern 

scheint unter anderem auch durch Androgene reguliert zu werden. Vorangegangene 

Studien von Quinkler et al. haben zeigen können, dass Testosteron die Expression 

der alpha-Untereinheit des ENaC in der menschlichen Nierenzelllinie (HKC-8) in vitro 

stimuliert [139]. Die menschliche Nierenzelllinie HKC-8 zeigt ein typisches 

Expressionsmuster des distalen Tubulus (z.B. MR, SGK1, 11beta-HSD2), besitzt 

aber auch Charakteristika des proximalen Tubulus (z.B. NHE3). Sie exprimiert 

sowohl den AR als auch die alpha-Untereinheit des ENaC, aber nicht beta- und 

gamma-ENaC. Inkubation mit Testosteron, im Gegensatz zu DHT, stimuliert die 

Expression von alpha-ENaC mRNA in diesen Zellen in vitro [139]. Dieser Effekt ist 

abhängig vom AR und wird durch den AR-Antagonisten Flutamid aufgehoben. Die 

Androgen-abhängige Regulation des ENaC könnte zum Teil zu den 

geschlechtsspezifischen Blutdruckunterschieden beitragen und ist Gegenstand 

dieser Arbeit. Dennoch müssen mögliche Blutdruckdifferenzen zwischen den 

Geschlechtern stets als Summen-Effekte betrachtet werden, beachtet man die oben 

beschriebenen vielfältigen Regulationsmechanismen in den verschiedenen 

Organsystemen durch Geschlechtshormone. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein in vivo Rattenmodell zu Hilfe genommen, um 

den Einfluss von Geschlechtshormonen, d.h. Androgenen und Estradiol, auf die 

Expression der ENaC-Untereinheiten sowie den AR in Männchen und Weibchen 

genauer zu untersuchen. Dabei wurde der Schwerpunkt auf die Untersuchung der 

Androgen-Wirkung gelegt. Zusätzlich wurden renale Zelllinien der Maus (M1) und der 

Ratte (RCCD2) hinsichtlich ihrer Regulation durch Aldosteron und Androgene 

untersucht. Außerdem wurde die Expression der ENaC-Untereinheiten auf Zellen 

einer primären Gefäßmuskelzelllinie der Ratte (VSMC) analysiert und ein Androgen-

Effekt auf den ENaC in diesem System evaluiert. Folgende Fragestellungen galt es 

zu überprüfen: 
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1. Zeigen sich zwischen gonadektomierten weiblichen und männlichen Ratten 

Unterschiede hinsichtlich der basalen Expression der einzelnen ENaC-

Untereinheiten und des AR in der Niere? 

2. Werden die einzelnen ENaC-Untereinheiten durch Geschlechtshormone 

reguliert und ist dieser Vorgang geschlechtsabhängig? Spiegeln sich 

Änderungen in der mRNA-Expression auf Protein-Ebene wider? 

3. Hat das Geschlecht einen Einfluss auf die Autoregulation des AR in der Niere 

im Rattenmodell? Geht eine Expressionsänderung des AR auf mRNA-Ebene 

ebenso mit einer Expressionsänderung des AR-Proteins einher? 

4. Gibt es potentielle Regionen im Promoter der untersuchten Zielproteine, die 

eine Regulation durch Geschlechtshormone erklären? 

5. Sind die gewählten Zelllinien geeignete Modelle, um die Steuerung der 

einzelnen ENaC-Untereinheiten durch Geschlechtshormone zu untersuchen? 

Wird der AR auf den Zellen exprimiert? 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Zelllinien und Medien 

 

Zelllinien 

M1 kortikale Sammelrohr-Zelllinie aus der Spezies Maus (LGC Standards 

GmbH, Wesel, Deutschland) 

RCCD2 kortikale Sammelrohr-Zelllinie aus der Spezies Ratte (Rat Cortical 

Collecting Duct) (zur Verfügung gestellt von Prof. Brian J. Harvey, Royal 

College of Surgeons in Ireland, Dublin, Irland) 

VSMC primäre Zelllinie glatter Gefäßmuskelzellen aus der Aorta der Spezies 

Ratte (zur Verfügung gestellt von PD Dr. med. Anette Fiebeler, Charité 

Campus Buch, Berlin, Deutschland) 

 

Zellmedien 

DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle Medium/ 

Ham’s Nutrient Mix F-12 1:1, mit L-Glutamin,  

15 mM HEPES, ohne Phenolrot) 

Gibco, Grand Island, NY, USA 

Fetales Rinderserum (FCS) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco, Grand Island, NY, USA 

Trypsin/EDTA-Lösung (0,05%/0,02% in PBS) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Trypsin/ EDTA 4NA-Lösung (0,25%/1mM) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Tabelle 1: Zellmedien 

 

2.1.2 Längenstandards, Primer, Enzyme, Antikörper 

DNA- und Protein-Längenstandards, Protein-Konzentrationsstandard 

HyperLadder I (200 – 10000 bp)    Bioline, Luckenwalde, Germany 

Precision Plus ProteinTM Standard (10 – 250 kDa) Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Protein Standard II       Bio-Rad, Hercules, CA, USA 
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Primer für die semiquantitative PCR 

Zielgene Produktgröße 

(bp) 

Primer-Sequenz (vorwärtslaufender 

Primer, rückwärtslaufender Primer) 

Hersteller 

Alpha-

ENaC 

492 5’-TCCAATCTCTGGATGTCCTC,  

5’-CTTCCGACACTTGGAGAAAC 

Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA 

Beta-

ENaC 

401 5’-TTCCAAGACCACATGATCCA,  

5’-CCACCCAGGTTAGAGAGCAG 

MWG-Biotech AG,  

Ebersberg, Deutschland 

Gamma-

ENaC  

598 5’-CTGCTTCTTCGATGGGATGT,  

5’-GCTACAGGATTGCTTGCACA 

MWG-Biotech AG,  

Ebersberg, Deutschland 

AR 557 5’-GGCAAAGGCACTGAAGAGAC,  

5’-GCAGAGAAGTCACCCTCCTG 

MWG-Biotech AG,  

Ebersberg, Deutschland 

Tabelle 2: Primer für die semiquantitative PCR. Alle angegebenen Primer für die Spezies Ratte. 

 

Endogene Kontrolle (18S): Classic II Internal Standards, Ambion, Austin, TX, USA 

 

Primer für die Realtime-PCR 

(nachfolgende Primer als „Assays on Demand” von Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA) 

 

Ratte: 

Alpha-ENaC (sodium channel, non-voltage gated, type I), Rn00580652_m1 

Beta-ENaC (sodium channel, non-voltage gated, type I), Rn00561892_m1 

Gamma-ENaC (sodium channel, non-voltage gated, type I),  Rn00566891_m1 

Androgen-Rezeptor, Rn00560747_m1 

Erythropoetin, Rn01481376_m1 

 

Maus: 

Alpha-ENaC (sodium channel, non-voltage gated, type I), Mm00803386_m1 

Beta-ENaC (sodium channel, non-voltage gated, type I), Mm00441215_m1 

Gamma-ENaC (sodium channel, non-voltage gated, type I), Mm00441228_m1 

Androgen-Rezeptor, Mm00442688_m1 
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Endogene Kontrolle: 

18S: TaqMan® Ribosomal RNA Control Reagents (VIC Probe), Applied 

Biosystems Foster City, CA, USA 

 

Enzyme 

AMV Reverse Transcriptase (HC) (20 U/µl) Promega, Madison, WI, USA 

Rnasin® Ribonuclease Inhibitor (40 U/µl) Promega, Madison, WI, USA 

Taq DNA Polymerase in Storage Buffer B  

(5 U/µl) 

Promega, Madison, WI, USA 

TaqMan® Universal PCR Master Mix (3 mM 

Mn[Oac]2, 200 µM dNTPs, 1,25 U AmpliTaq 

Gold Polymerase, 1,25 U AmpErase UNG) 

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

Tabelle 3: Enzyme 

 

Primäre Antikörper 

Anti-alpha-ENaC (PA1-920) Affinity BioReagents, Golden, CO, USA 

Anti-beta-ENaC (L558) Labor von Prof. Carolyn A. Ecelbarger, Georgetown 

University, Washington, DC, USA 

Anti-gamma-ENaC (L550) Labor von Prof. Carolyn A. Ecelbarger, Georgetown 

University, Washington, DC, USA  

Anti-AR (N-20) Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA 

 

Sekundäre Antikörper 

Goat anti-rabbit IgG-Horseradish Peroxidase Amersham Biosciences, Little 

Chalfont Buckinghamshire, UK 

 

Neutralisierende Peptide 

PA1-920 Neutralizing Peptide Affinity BioReagents, Golden, CO, USA 

AR Blocking Peptide sc-816 P Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA 
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2.1.3 Kommerzielle Reaktionssysteme 

2-D ReadyPrepTM Extraction Kit (Total Protein) Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

DCTM Protein Assay (Reagenz A, B, S) Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

ECL Western blotting detection reagents and 

analysis sytem, RPN2108 

Amersham Biosciences, Freiburg, 

Deutschland 

Reverse Transcription System Promega, Madison, WI, USA 

RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

Tabelle 4: Kommerzielle Reaktionssysteme 

 

2.1.4 Chemikalien und Biochemikalien 

2-D Rehydratations/Sample-Puffer 1 (7 M 

Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 1% (w/v) ASB-

14 Detergenz, 40 mM Tris Base, 0,001% 

Bromphenolblau) 

Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

2-Mercaptoethanol (beta-Mercaptoethanol) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

30% Acrylamide/Bis Solution 29:1 (145 g 

Acrylamid, 5 g N,N’-Methylene-bis-acrylamid) 

Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

5alpha-Dihydrotestosteron (5alpha-

Androstane-3,17-dione 

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Aldosteron Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Amiloride hydrochloride hydrate Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Bio-Lyte® 3/10 Ampholyte Buffer Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Boric acid, ACS reagent Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland 

Complete Mini Protease Inhibitor Roche, Penzberg, Deutschland 

Coomassie-Brillantblau R250 Merck, Darmstadt, Deutschland 

DEPC treated water (DEPC-H2O) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

ECL Advance Blocking Reagent Amersham Biosciences, Freiburg, 

Deutschland 

EDTA (0,5 M) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Essigsäure Merck, Darmstadt, Deutschland 

Estradiol Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 
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Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ficoll Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Flutamid Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Formestan Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Glycerol Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland 

HCl Merck, Darmstadt, Deutschland 

Igepal CA-630 Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

MgCl2 (25 mM) Promega, Madison, WI, USA 

NaCl (Sodium chloride) Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 

NaOH (2 M) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumdesoxycholat Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 

PCR Nucleotide Mix (40 mM) Promega, Madison, WI, USA 

Phosphate Buffered Saline Tablette  

(1 Tablette in 200 ml H2Obidest 0,01 M 

Phophatpuffer, 0,0027 M KCl, 0,137 M NaCl, 

pH 7,4 bei 25°C) 

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Random Primers (500 µg/ml) Promega, Madison, WI, USA 

Reverse Transcription 10x Buffer Promega, Madison, WI, USA 

SDS (Sodium dodecyl sulfate) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

SDS-Solution 10% (w/v) Promega, Madison, WI, USA 

Set of dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mM) Promega, Madison, WI, USA 

TBP Reduktions-Agens (200 mM 

Tributylphosphin (TBP) in 1-Methyl-2-

Pyrrolidinon) 

Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

TEMED (N,N,N,N’-Tetra-methyl-

ethylenediamine 

Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Testosteron Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Thermophilic DNA Poly 10x Buffer (500 mM 

KCl, 100 mM Tris-HCl (pH 9,0), 1,0% Triton 

X-100) 

Promega, Madison, WI, USA 

Tris, buffered Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Tris-Base (Trizma-Base) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Tris-HCl (Trizma hydrochloride) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Tween 20, SigmaUltra Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 
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Vistra Green Nucleic Acid Stain Amersham Biosciences, Little Chalfont 

Buckinghamshire, UK 

Xylen Cyanol FF Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA 

Tabelle 5: Chemikalien und Biochemikalien 

 

2.1.5 Standardpuffer und –lösungen 

0,05% PBS-Tween (PBS-T) 2000 ml H2Obidest, 1 ml Tween 20, 10 Phophate 

Buffered Saline Tablets 

0,1% PBS-Tween (PBS-T) 2000 ml H2Obidest, 2 ml Tween 20, 10 Phophate 

Buffered Saline Tablets 

1,5% Ammoniumpersulfat 0,15 g Ammoniumpersulfat in 10 ml mit Millipore-

Ionenaustauscheranlage gefiltertem H2O 

2x Probenpuffer für Western Blot 1,25 ml 3 M Tris (pH 8,8), 2 ml 10% SDS, 1 ml 

Glycerol, 0,25 Millipore-gefiltertes H2O, 0,5 ml beta-

Mercaptoethanol 

5% BSA 40 ml 0,05% PBS-Tween, 2 g Bovine serum 

albumin (BSA) 

5% ECL Advance Blocking Reagent 40 ml 0,05% PBS-Tween, 2 g ECL Advance 

Blocking Reagent 

5x SDS-PAGE-Laufpuffer 15 g Tris-Base, 72 g Glycin, 5 g SDS, 1 l H2Obidest 

Entfärbelösung 60 ml Methanol, 20 ml Essigsäure, 220 ml H2Obidest 

Färbelösung 0,1 g Coomassie-Brillantblau, 45 ml Methanol, 45 ml 

Essigsäure, 100 ml H2Obidest 

Ficoll-Puffer 100 ml DEPC-H2O, 15 g Ficoll, 0,25 g 

Bromphenolblau, 0,25 g Xylen Cyanol FF 

RIPA-Puffer 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1% Igepal, 

0,5% Natrium-Desoxycholat, 0,1% SDS, Complete-

Mini Protease Inhibitor (1 Tablette auf 10 ml Lösung) 

5x SDS-PAGE-Laufpuffer 15 g Tris-Base, 72 g Glycin, 5 g SDS, 1 l H2Obidest 

TBE-Puffer Gesamtvolumen 1l: 10,8 g Tris-Base, 5,5 g Boric 

Acid, 4 ml EDTA (0,5 M), 996 ml H2Obidest 

Transfer-Puffer (Toubin-Puffer) 3,03 g Trizma Base, 14,4 g Glycin, 200 ml 

Methanol, 800 ml H2Obidest 
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Tris (3 M, pH 8,8) 36,6 g Tris-Base in 100 ml mit Millipore-

Ionenaustauscheranlage gefiltertem H2O, pH mit 

HCl eingestellt 

Tris (0,5 M, pH 6,8) 6 g Tris-Base in 100 ml mit Millipore-

Ionenaustauscheranlage gefiltertem H2O, pH mit 

HCl eingestellt 

Tabelle 6: Standardpuffer und -lösungen 

 

2.1.6 Laborgeräte 

Analysenwaage Sartorius BP 121 S Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Analysenwaage Scout SPU2001 Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA 

CO2-Brutschrank Heracell Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland 

Elektrophoreseapparatur MGU-302 C.B.S. Scientific Co., Del Mar, CA, USA 

Film-Entwicklungsautomat Kodak X-OMAT 

Multiloader 300 Plus 

Kodak AG, Stuttgart, Deutschland 

Gefrierschrank Sanyo Ultra-Low MDF-U50V Sanyo Electric Biomedical Co., Osaka, Japan 

Gelherstellungsapparatur (Casting Stand and 

frame) 

Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Heizblock Eppendorf Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Heizblock Heidolph MR 3002S Heidolph, Schwabach, Deutschland 

Image Scanner Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 

Deutschland 

Kühl-Gefrierschrank Liebherr Premium 

(+4°C, -20°C) 

Liebherr, Biberach an der Riss, Deutschland 

Magnetrührer Reverstir Model RS-8 Toyo Kagaku Sangyo Co., Ltd., Tokyo, Japan 

Mikrowellenofen Micromaxx MM41580 Medion, Essen, Deutschland 

Millipore-Ionenaustauscheranlage Milli-Q Millipore, Schwalbach, Deutschland 

Multipipette Plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Netzteil Model 1000/500 PowerSupply Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Netzteil Model 200/2.0 PowerSupply Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

PCR-Cycler Eppendorf Mastercycler 

personal 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

pH-Meter pH211 Microprocessor pH Meter HANNA Instruments, Kehl am Rhein, 

Deutschland 
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Pipetten Eppendorf Reference 0,5-10 µl,  

10-100 µl, 100-1000 µl 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipettierhilfe Macro Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 

qPCR-Cycler iCycler iQ Bio-Rad Laboratories, München, 

Deutschland 

Röntgenfilmkassette Hypercassette 

RPN1642 

Amersham Life Science, Little Chalfont 

Buckinghamshire, UK 

Schwenkbank Rocky RT-1 Biometra – biomedizinische Analytik GmbH, 

Göttingen, Deutschland 

SDS-PAGE-Apparatur Mini-Protean 3 Cell Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Semidry-Elektroblotting-Apparatur Trans-Blot 

SD, Semi-dry Transfer Cell 

Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Spectrophotometer Genesys 10 UV/Vis Thermospectronic, Rochester, NY, USA 

Sterile Werkbank HERAsafe LaminAir 

HB2448 

Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland 

Typhoon 8600 Variable Mode Imager Amersham Biosciences, Little Chalfon 

Buckinghamshire, UK 

Ultraschall-Homogenisator Labsonic M B. Braun Biotech International, Melsungen, 

Deutschland 

Vortex VWR Mini Vortexer VM-3000 VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Wasserbad VWR 1228-2E Sheldon Manufacturing Inc., Cornelius, OR, 

USA 

Xenox Motorhandstück MHX (E) Proxxon Zentralservice, Warberg/Aist, 

Deutschland 

Zentrifuge Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Centrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Tabelle 7: Laborgeräte 

 

2.1.7 Molekularbiologische Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien 

Cell Scraper 3010 Costar Corning Inc., Corning, NY, USA 

Einmal-UV-Küvette Plastibrand® mikro (70 µl) Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 

Falcon Rundbodenröhrchen (5 ml) Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, 

NJ, USA 
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Hybond ECL Nictrocellulose Membrane 

RPN2020D 

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 

Deutschland 

Hyperfilm ECL Amersham Biosciences, Little Chalfon 

Buckinghamshire, UK 

Kryo-Tubes (1,8 ml) Nunc, Roskilde, Dänemark 

PCR iCycler PCR Plates, 96 wells Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

PCR Sealer Microseal ‘B’ Film Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Pergaminpapier (100x100 mm) Schleicher & Schuell Microscience GmbH, 

Dassel, Deutschland 

Pipettenspitzen 0,5-10 µl, 10-100 µl,  

100-1000 µl 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

PYREX Borosilicat Glas Reaktionsröhrchen Corning Inc., Corning, NY, USA 

Safe-Lock Tubes (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Serologische Pipetten Falcon (1 ml, 2 ml,  

5 ml, 10 ml, 25 ml) 

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, 

NJ, USA 

Short und Spacer Glasplatten Mini-Protean 3 Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Thermo-Tube (0,2 ml) Abgene House, Epsom, Surrey, UK 

Wägeschälchen Diamant (25 ml) VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Whatman GB005 Gel-Blotting-Papier Schleicher & Schuell Microscience GmbH, 

Dassel, Deutschland 

Zentrifugenröhrchen mit Schraubkappen  

(15 ml, 50 ml) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Tabelle 8: Molekularbiologische Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien 

 

2.1.8 Software 

Endnote Version 9.0.0, Thomson Scientific, New York, NY, USA 

GraphPad Prism 4, Version 4.01, GraphPad Software, San Diego, CA, USA 

Image Master Labscan Version 3.00, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland 

Image Master TotalLab Version 1.11, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland 

Image Quant Version 5.1, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland 

Microsoft Office 2002, Microsoft, Unterschleißheim, Deutschland 

NCBI National Center for Biotechnology Information  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

Primer3 Design Program (http://primer3.sourceforge.net) 

TESS Transcription Element Search System (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess) 
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Typhoon Scanner Control Version 1.0, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland 

Tabelle 9: Software 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Expressionsstudien in vitro 

2.2.1.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellen 

Zur Untersuchung der Regulation des epithelialen Natriumkanals in Nierenzellen 

durch Androgene in vitro wurden in dieser Arbeit Versuche mit einer kortikalen 

Sammelrohr-Zelllinie der Spezies Maus (M1) und einer der Spezies Ratte (RCCD2, 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Brian J. Harvey, Royal College of 

Surgeons in Ireland, Dublin, Irland) sowie mit einer primären glatten 

Gefäßmuskelzelllinie aus der Aorta der Spezies Ratte (VSMC, freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von PD Dr. med. Anette Fiebeler) durchgeführt. Die Zellen wurden 

unter kontrollierten und sterilen Bedingungen im Brutschrank bei 37°C und einem 

CO2-Gehalt von 5% in Standard-Kulturmedium (500 ml DMEM/F12 (Gibco) und  

26,3 ml (5%) fetalem Rinderserum (FCS) (Biochrom AG)) in 75 cm2-Flaschen 

kultiviert, bis sie zu ca. 80% konfluent waren. Zellen der Zelllinie VSMC wurden mit 

10% FCS kultiviert. Das Passagieren der Zellen erfolgte alle 2 – 3 Tage unter einer 

sterilen Werkbank, indem das Medium mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt, 

die Zellen mit sterilem PBS (Gibco) zweimalig gewaschen und mit 0,05%/0,02% 

Trypsin/EDTA-Lösung (Biochrom AG) bzw. bei VSMC-Zellen mit 0,25% Trypsin/1 mM 

EDTA 4Na (Gibco) vom Flaschenboden gelöst wurden. Im Folgenden wurden die 

Zellen in Standard-Kulturmedium aufgenommen und im Verhältnis 1:4 bis 1:10 in 

neue Zellkulturflaschen überführt. Für die einzelnen in vitro Experimente wurden 

Zellpassagen von P5 – P20 verwendet. 

 

2.2.1.2 Stimulation von Zellen 

Für die Versuche wurden die Zellen in 25 cm2-Flaschen überführt, so dass jede 

Flasche 1 ml (ca. 105 Zellen) Zellsuspension in Standard-Kulturmedium enthielt.  

24 – 48 h nach Umsetzen der Zellen wurde das Standard-Kulturmedium durch 

Medium ersetzt, dem statt normalem FCS mit Aktivkohle behandeltes FCS 
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(hergestellt durch Inkubation mit Aktivkohle-Dextran-Lösung für 30 min bei 50°C, 

Zentrifugation mit 10000 g für 30 min bei 4°C und Sterilfiltration) zugesetzt worden 

war, um den Einfluss von anderen Steroiden auf die Versuche auszuschließen. 

Abhängig vom jeweiligen Versuch wurde dem Versuchsmedium zudem Testosteron 

(Sigma-Aldrich) in einer finalen Konzentration von 10-10 M – 10-6 M (5 µl des 

jeweiligen Stimulus auf 5 ml Versuchsmedium), DHT (Sigma-Aldrich) von  

10-6 M – 10-10 M, Flutamid (Sigma-Aldrich) 10-5 M, Estradiol (Sigma-Aldrich) von  

10-10 M – 10-8 M, Formestan (Sigma-Aldrich) 10-6 M, Aldosteron (Sigma-Aldrich) von 

10-7 – 10-11, Spironolacton 10-7 M (Sigma-Aldrich) oder Ethanol zugesetzt und die 

Zellen für 24 bzw. 48 h im Brutschrank inkubiert. 

 

2.2.2 Expressionsstudien in vivo 

Alle beschriebenen Tierexperimente wurden gemäß gemeingültiger Standards 

humaner Tierhaltung wie dem „Guide for the Care and Use of Laboratory Animals“ 

der National Institutes of Health (NIH) im Institut für Endokrinologie der Universität 

Würzburg (Leitung Prof. Dr. Bruno Allolio), Deutschland durchgeführt. 12 männliche 

und 25 weibliche Wistar-Ratten im Alter von 8 – 10 Wochen und einem 

Körpergewicht (KG) von 180 – 200 g wurden von Charles River Breeding 

Laboratories (Kisslegg, Deutschland) erworben. Die Tiere erhielten Wasser und 

reguläres Rattenfutter ad libitum. An Tag 0 wurden die männlichen Wistar-Ratten 

orchiektomiert und ab Tag 7 mit einem langanhaltenden Testosteron-Präparat 

(Testosteron-Undecanoat, 500 mg/kg KG als einmalige Injektion, Jenapharm GmbH 

& Co. KG, Jena, Deutschland), mit einem 5alpha-Dihydrotestosteron-Präparat (75 mg 

pro Pellet bei 21-tägiger Freisetzung, Innovative Research of America, Sarasota, FL, 

USA) oder mit Placebo in Form einer intramuskulären Injektion von Rizinusöl 

behandelt. Jede männliche Tiergruppe bestand aus 4 Tieren (n=4). Die weiblichen 

Wistar-Ratten wurden mit einem langanhaltenden Testosteron-Präparat (Testosteron-

Undecanoat, 100 oder 500 mg/kg KG), mit einem 5alpha-Dihydrotestosteron-

Präparat (75 mg pro Pellet bei 21-tägiger Freisetzung), mit einem Estradiol-Präparat 

(1 mg pro Pellet bei 90-tägiger Freisetzung, Innovative Research of America, 

Sarasota, FL, USA) oder mit Placebo (intramuskuläre Injektion von Rizinusöl) 

behandelt. Wegen der physiologisch geringeren Konzentration von Testosteron im 

Serum weiblicher Tiere, war im Vergleich zu den Männchen bei den Weibchen eine 
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zweite, niedrigere Testosteron-Dosis (Testosteron-Undecanoat 100 mg/kg KG) 

gewählt worden. Die weiblichen Gruppen bestanden aus jeweils 5 Tieren (n=5). Nach 

14 Tagen wurden die Tiere getötet, ihre Nieren entnommen und Blutserum 

gewonnen. Das Nierengewicht beider Nieren sowie das Gesamt-Körpergewicht 

wurden bestimmt. Die entnommenen Gewebe wurden bei -80°C gelagert. Die 

Serumspiegel der einzelnen Hormone wurden mittels Immunoassays in den 

Laboratorien der Universitätsklinik Würzburg gemessen. Gesamt-Testosteron wurde 

mit Hilfe eines RIAs (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA) bei 

einer Sensitivität von 0,06 ng/ml und einer intra- sowie inter-Assay-spezifischen 

Variabilität von 6-15% bzw. 9-16% bestimmt. DHT-Serumspiegel wurden ebenfalls 

mittels RIA (Diagnostic Systems Laboratories, Sinsheim, Deutschland) bestimmt, der 

eine Sensitivität von 0,004 ng/ml besaß und eine intra- sowie inter-Assay-spezifische 

Variabilität von 3-6% und 5-12%. Der RIA zur Messung von 17beta-Estradiol-

Serumspiegeln (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA) besaß eine 

Sensitivität von 3,5 pg/ml. 

 

2.2.3 Isolierung von RNA 

Die Nieren männlicher und weiblicher Wistar-Ratten wurden freundlicherweise 

von Prof. Allolio, Universität Würzburg, für dieses Projekt zur Verfügung gestellt. 

Gesamt-RNA wurde aus Gesamt-Nierengewebe mittels Säulenextraktion gemäß 

Herstelleranweisungen isoliert (RNeasy® Mini Kit, Qiagen). Ca. 30 mg Gewebe eines 

Nieren-Querschnitts jeder Probe wurde in 350-700 µl RLT-Puffer aufgenommen, 

welcher zuvor mit beta-Mercaptoethanol (10 µl pro 1 ml RLT-Puffer) versetzt worden 

war. Das Gewebe wurde mit einem Xenox Motorhandstück (Proxxon) für ca. 30 s bei 

etwa 10000 Umdrehungen homogenisiert, das Homogenisat ungekühlt für 3 min bei 

14000 rpm zentrifugiert und der Überstand für die weitere Verarbeitung genutzt. Den 

Proben wurde das gleiche Volumen 70%igen Ethanols wie anfangs RLT-Puffer 

hinzugegeben und die Lösung gut gemischt. Maximal 700 µl dieses Gemisches 

wurden auf eine RNeasy® Mini-Säule aufgetragen und für 15 s bei 10000 rpm 

zentrifugiert. Das Eluat, welches im Sammelgefäß aufgefangen worden war, wurde 

verworfen und der Vorgang wiederholt, sollte noch Gewebe in RLT/ 70%igem Ethanol 

vorhanden sein. Danach wurden 700 µl RW1-Puffer auf die Säule aufgetragen und 

diese erneut für 15 s bei 10000 rpm zentrifugiert. Eluat und Sammelgefäß wurden 



Materialien und Methoden 

42 

verworfen und die RNeasy® Mini-Säule auf ein neues Sammelgefäß aufgesetzt. Pro 

Säule wurden nun 500 µl RPE-Puffer aufgetragen und für 15 s bei 10000 rpm 

zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und der Vorgang wiederholt. Nach diesem 

Schritt wurde für 2 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und 

die RNeasy® Mini-Säule nochmals für 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Eluat und 

Sammelgefäß wurden nun verworfen und die RNeasy® Mini-Säule auf ein steriles 

Eppendorf-Gefäß aufgesetzt. 30 µl RNase-freies Wasser wurden direkt auf die 

Membran der RNeasy® Mini-Säule aufgetragen und das Gefäß nochmals für 1 min 

bei 10000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde erneut auf die Membran der RNeasy® 

Mini-Säule aufgetragen und zentrifugiert. Anschließend wurde die RNeasy® Mini-

Säule verworfen. Das Eluat enthielt die isolierte Gesamt-RNA der einzelnen Proben. 

Gesamt-RNA aus Zellkulturexperimenten wurde ebenfalls mittels 

Säulenextraktion isoliert. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 

anschließend 350 µl RLT-Puffer/ beta-Mercaptoethanol pro 25 cm2-Kulturflasche 

zugesetzt. Die Zellen wurden mit einem Cell Scraper (Costar, Corning Inc.) vom 

Boden gelöst und die Zellsuspension in ein steriles Eppendorf-Gefäß überführt. Mit 

Hilfe eines Xenox Motorhandstücks (Proxxon) wurden die einzelnen Proben für 30 s 

homogenisiert. Nach Hinzusetzen von 350 µl 70%igen Ethanols wurde das 

Gesamtvolumen auf eine RNeasy® Mini-Säule übertragen und wie oben beschrieben 

Gesamt-RNA isoliert.  

Die Integrität und Qualität der RNA wurde durch eine elektrophoretische 

Auftrennung auf 1%igem Agarosegel überprüft. Die quantitative Analyse der isolierten 

RNA erfolgte spektrophotometrisch in Einmalküvetten (Plastibrand® UV-Küvette 

mikro, Brand, Wertheim, Deutschland) bei optischer Dichte von 260 nm in einem 

Genesys 10 UV/Vis Spektrophotometer (Thermospectronic). Als nächstes wurden mit 

Hilfe des Reverse Transcription System (Promega) 2 – 5 µg der RNA in 

komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Durch Erhitzung der RNA auf 70°C für 

10 min wurde diese denaturiert. 30 U Reverse Transkriptase aus Avian 

Myeloblastosis Virus (AMV-RT), 1 µg Random Hexamers, 1 µl Ribonuclease Inhibitor 

und 40 nmol deoxy-NTPs (PCR Nucleotide Mix) wurden zusammen mit 4 µl  

10x Reaktionspuffer, 8 µl MgCl2 und einem entsprechenden Volumen von DEPC-H2O 

zu einem Gesamtvolumen von 40 µl zusammengefügt. Die reverse Transkription der 

RNA erfolgte bei Raumtemperatur für 10 min und nachfolgend 42°C für 15 min. 
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Schließlich wurde die cDNA für 5 min auf 95°C erhitzt, um verbleibende Enzyme zu 

inaktivieren. 

 

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

2.2.4.1 Semiquantitative PCR 

Mit Hilfe der PCR erfolgt die enzymatische Vervielfältigung spezifischer DNA-

Fragmente in vitro. Dazu werden dem PCR-Reaktionsansatz zwei 

sequenzspezifische, entgegengesetzt gerichtete Oligonukleotide (Primer) im 

Überschuss hinzugesetzt. Durch thermische Denaturierung der DNA kann die DNA-

Doppelhelix aufgetrennt werden. Nach Abkühlung des Reaktionsgemisches erfolgt 

die Anlagerung der Primer an den jeweils komplementären Strang (Annealing) und 

die Synthese des Komplementärstranges durch DNA-Polymerasen (Elongation). Die 

Wiederholung dieser Zyklen führt zur exponentiellen Amplifikation der gewünschten 

DNA-Sequenz. 

Die Menge der cDNA und damit die Expression der Messenger RNA (mRNA) 

wurde mit Hilfe der in Tabelle 2 aufgelisteten Primer ermittelt. Die Primer wurden 

mittels der Internet-basierten Software Primer3 entworfen und ihre Kreuzreaktivität 

zwischen verschiedenen Spezies mittels der NCBI Blast Datenbank überprüft. 

Reagenzien zum Nachweis ribosomaler 18S rRNA (Classic II 18 S Internal 

Standards, Ambion) mit einer Endprodukt-Größe von 324 bp wurden als endogene 

Kontrolle zur Überprüfung der cDNA-Konzentration verwendet. Die spezifischen 

PCRs wurden in thermophilem DNA Poly 10x Buffer (Promega), welcher 500 mM 

KCL, 100 mM Tris-HCl (pH 9,0) und 1,0% Triton X-100 enthält, durchgeführt 

zusammen mit 2 mM MgCl2, jeweils 10 mM der 4 Desoxyribonukleosidtriphosphate 

(dNTPs), jeweils 30 µM der antiparallelen Primer sowie 0,25 U thermostabiler Taq 

DNA-Polymerase (Promega). Zu jeweils 1 µl der cDNA-Matrize (ca. 50 ng) wurden  

9 µl des PCR-Reaktionsgemisches zugesetzt. Die Amplifizierung der Proben erfolgte 

durch initiale Denaturierung bei 94°C für 5 min, gefolgt von 30 Zyklen von 94°C  

(30 s), 60°C (30 s) und 72°C (30 s), sowie einem Elongationsschritt von 72°C für  

7 min. Die Kontrolle der Amplifikate erfolgte mittels Gelelektrophorese. 
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2.2.4.2 Gelelektrophorese 

Die spezifischen Amplifikationsprodukte der PCR wurden entsprechend ihrer 

Größe mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Dabei wandern die negativ geladenen 

cDNA-Fragmente im elektrischen Feld in unterschiedlicher Geschwindigkeit Richtung 

Anode. Der Fluoreszenzfarbstoff Vistra Green (Amersham Biosciences) in der 

Gelmatrix interkaliert mit der Doppelhelix der DNA und erzeugt eine sichtbare 

Fluoreszenz im grünen Bereich (520 nm).  

Die Amplifikationsprodukte wurden auf 1,5%iges Agarosegel aufgetragen. Hierzu 

wurde pro Gel 0,6 g Agarose eingewogen, mit 40 ml TBE-Puffer versetzt und in der 

Mikrowelle aufgekocht. Der Lösung wurden 4 µl Vistra Green zugesetzt und diese in 

eine Gelkammer mit eingesetzten Probenkämmen gegossen. Nach Polymerisation 

der Gelmatrix wurden die Probenkämme entfernt und die Elektrophoreseapparatur 

mit TBE-Puffer aufgefüllt. Die PCR-Amplifikationsprodukte wurden mit jeweils 2 µl 

Probenpuffer (Ficoll-Puffer) versetzt und 10 µl dieses Gemisches neben der 

HyperLadder I (Bioline) als Molekulargewichtsstandard in die Geltaschen überführt. 

Nach elektrophoretischer Auftrennung der cDNA bei einer konstanten Spannung von 

80 V für ca. 1 h wurden die Agarosegele mit einem Typhoon 8600 Variable Mode 

Imager (Amersham Biosciences) bei 532 nm gescannt. Der Vergleich der 

Laufstrecken der Amplifikationsprodukte mit den Längenstandards ließ eine 

annähernde Bestimmung der Größe der cDNA-Fragmente zu. Die relative 

Expression der Zielgene wurde durch Berechnung des Zielgen/18S Quotienten 

ermittelt. Dazu wurden die spezifischen Banden mit Hilfe der Software Image Master 

TotalLab Version 1.11 (Amersham Pharmacia Biotech) densitometrisch vermessen. 

 

2.2.4.3 Realtime-PCR 

Die RNA wurde wie oben beschrieben extrahiert. Der Expressionsgrad der 

ENaC-Untereinheiten wurde quantitativ durch TaqMan® Realtime-PCR mit Hilfe eines 

iCycler iQ (Bio-Rad) untersucht. Bei der TaqMan® Realtime-PCR gibt ein Donor-

Fluorochrom (Reporter), das durch eine Lichtquelle angeregt wird, einen Teil seiner 

Energie an ein in der Nähe befindliches Akzeptor-Fluorochrom (Quencher) ab. Dabei 

wird eine TaqMan®-Sonde (Probe) genutzt, die an ihrem einen Ende den Quencher-, 

am anderen den Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (hier FAM oder VIC) trägt. Die Taq-

Polymerase besitzt neben ihrer Polymeraseaktivität eine 5’-3’-Exonukleasefunktion 
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und baut die Sonde während der Synthese des Gegenstranges an ihrem 5’-Ende ab. 

Dadurch nimmt die Entfernung zwischen Quencher und Reporter zu. Während bei 

intakten TaqMan®-Sonden die Fluoreszenz des Reporters durch den Quencher 

mittels strahlungsfreier Energieübertragung unterdrückt wird, kann durch Abbau des 

Quenchers nun eine erhöhte Fluoreszenz des Reporters detektiert werden. Eine 

Messung des Lichtsignals findet im Anschluss an den Elongationsschritt in jedem 

Zyklus statt. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der synthetisierten 

DNA zu.  

Die einzelnen Reaktionen wurden in einem Reaktionsansatz von insgesamt 

jeweils 25 µl auf 96-Well Platten durchgeführt, wobei sich der Ansatz aus TaqMan® 

Universal PCR Master Mix (3 mM Mn[Oac]2, 200 µM dNTPs, 1,25 U AmpliTaq Gold 

Polymerase, 1,25 U AmpErase UNG; Applied Biosystems) und jeweils 1 µl (ca.  

50 ng) cDNA-Matrize zusammensetzte. Alle Reaktionen erfolgten im Singleplex-

Verfahren (Untersuchung nur eines Zielgens pro Well). 18S rRNA diente als 

endogene Kontrolle und ermöglichte, Expressionsdaten im Verhältnis zu einer 

internen Referenz darzustellen und individuelle Abweichungen der cDNA-

Konzentration aufgrund unterschiedlicher Effizienz der reversen Transkription 

auszugleichen. Primer und Sonde für 18S (Applied Biosystems) wurden als 

präoptimierte Kontrolle erworben. Primer und Sonde zur Analyse der Zielgene, d.h. 

der ENaC-Untereinheiten, des AR und Erythropoetins (EPO) der Spezies Ratte und 

Maus, wurden als vorgefertigte “Assays on Demand” (Applied Biosystems) erworben. 

Die Sonde für die Zielgene wurde mit FAM, die Sonde für die endogene Kontrolle mit 

VIC markiert. Die Realtime-Messungen wurden für jede Sonde in Triplikaten 

(Duplikate in in vitro Studien) in mindestens 2 PCR-Durchläufen durchgeführt. 

Amplifizierung der cDNA erfolgte bei 50°C (2 min), 95°C (10 min) sowie 44 Zyklen 

von 95° (15 s) und 60°C (1 min). Entsprechend der Hersteller-Hinweise wurden die 

gemessenen Daten als “Threshold cycle” (Ct) dargestellt (Zahl des Zyklus, bei dem 

der logarithmische PCR Plot einen festgelegten Schwellenwert übersteigt). Threshold 

cycles unterschiedlicher PCR-Durchläufe des gleichen Zielgens wurden einander 

anhand einer Standardkurve (1:1 – 1:1000) angepasst. Ct-Werte wurden zur 

Berechnung von dCt-Werten genutzt (Differenz Expression der endogenen Kontrolle 

– Expression des Zielgens). Der Expressionsgrad eines Zielgens wurde als 
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Vielfaches der Expression wie folgt berechnet: Expressionsgrad=2-Differenz der Mittelwerte 

von dCt der verglichenen Gruppen.  

 

2.2.5 Isolierung von Protein 

Die weiblichen Ratten betreffend wurde Protein aus Gesamt-Nierengewebe 

mittels einer Gesamt-Proteinextraktions-Methode isoliert. Die Proben (ca. 30 mg 

Gewebe eines Nierenquerschnitts) wurden in je 1 ml RIPA-Puffer, bestehend aus  

50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% Igepal 40, 0,5% Natrium-Desoxycholat, 0,1% 

SDS und Protease-Inhibitor (Complete Mini, Roche, 1 Tablette auf 10 ml 

Pufferlösung), homogenisiert. Zur Denaturierung von DNA wurde das Homogenisat 

für 1 min auf 95°C erhitzt und anschließend auf Eis gekühlt. Nach Sonifizierung der 

Proben mit Hilfe des Ultraschall-Homogenisators Labsonic M (B. Braun Biotech 

International) wurden die Proben bei 10000 rpm für 10 min bei Zimmertemperatur in 

einer Centrifuge 5415C (Eppendorf) zentrifugiert und der das Protein beinhaltende 

Überstand zur weiteren Analyse genutzt. 

Die männlichen Ratten betreffend wurde das Protein aus dem Gesamt-

Nierengewebe mit Hilfe des ReadyPrepTM Protein Extraction Kits (Bio-Rad) gemäß 

Herstelleranweisungen isoliert. Dazu wurde das Gewebe in jeweils 1 ml Mastermix 

aufgenommen, welcher sich aus 10 µl ReadyPrepTM TBP-Reduktions-Agens und  

10 µl Bio-Lyte® 3/10 Ampholyte Buffer (Bio-Rad) auf 1 ml ReadyPrepTM 2-D 

Rehydratations/Sample-Puffer 1 sowie Protease-Inhibitor (Complete Mini, Roche) 

zusammensetzte. Das Gemisch wurde für 90 – 120 s sonifiziert und bei 16000 rpm 

sowie 18°C für 25 min zentrifugiert. Der Überstand enthielt das Protein und wurde zur 

weiteren Analyse verwendet. 

Protein aus Zellkulturexperimenten wurde ebenfalls mittels RIPA-Puffer 

extrahiert. Dazu wurden die Zellen mit vorgekühltem PBS gewaschen und 

anschließend kurz mit 300 µl RIPA-Puffer pro 25 cm2-Kulturflasche inkubiert. Die 

Zellen wurden mit einem Cell Scraper (Costar, Corning Inc.) vom Boden gelöst und 

mit einer sterilen Pipette in ein Eppendorf-Gefäß übernommen. Im Folgenden 

wurden die Zellen für 5 min bei –80°C eingefroren und anschließend für 30 min auf 

Eis aufgetaut. Nach Zentrifugieren der Zellsuspension für 10 min bei 4°C und 14000 

rpm wurde der Überstand mit dem isolierten Gesamt-Proteingemisch in ein neues 

Eppendorf-Gefäß überführt.  
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Die Konzentration des Gesamt-Proteins wurde mittels eines modifizierten Lowry-

Assays (DCTM Protein-Assay, Bio-Rad) bestimmt. Albumin aus Rinderserum (Protein 

Standard II, Bio-Rad) wurde in definierten Konzentrationen von 0,25 – 1,5 mg/ml zur 

Ermittlung einer Standardkurve genutzt. 5 µl jedes Standards bzw. jeder Probe 

wurden 25 µl Natriumhydroxid mit 2% Natrium-Dodecylsulfat (Reagenz A und S),  

200 µl Folin-Reagenz (Reagenz B) sowie 30 µl DEPC-H2O zugesetzt und für 15 min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Die spezifische Absorption bei 690 nm wurde in einem 

Genesys 10 UV/Vis Spektrophotometer (Thermospectronic) bestimmt. 

 

2.2.6 Western Immunoblot 

2.2.6.1 Western Blot 

Die Auftrennung des Gesamt-Proteingemisches erfolgte mittels SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE bzw. Western Blot). Dabei werden die 

positiv und negativ geladenen Proteine abhängig von ihrer Molekülgröße im 

elektrischen Feld aufgetrennt. Vor den einzelnen Versuchen wurden die 

Polyacrylamidgele gegossen. Nach Herstellung des 10%igen Trenngels, welches 

sich aus 3,33 ml 30% Acrylamid/Bis-Lösung 29:1 (Bio-Rad), 1,25 ml 3 M Tris (pH 

8,8), 0,1 ml 10% SDS, 0,5 ml 1,5% Ammoniumpersulfat, 4,82 ml mit einer Millipore-

Ionenaustauscheranlage gewonnenem H2O und 0,01 ml TEMED zusammensetzte, 

polymerisierte dieses für ca. 40 min. Im Folgenden wurde es mit dem 3,75%igen 

Sammelgel überschichtet, welches aus 1,25 ml 30% Acrylamid/Bis Lösung 29:1 (Bio-

Rad), 2,5 ml 0,5 M Tris (pH 6,8), 0,1 10% SDS, 0,5 ml 1,5% Ammoniumpersulfat, 

5,65 ml Millipore-gefiltertem H2O und 0,01 ml TEMED bestand. Die Zeit zur erneuten 

Polymerisierung betrug ca. 40 min. Vor dem Füllen der Geltaschen wurde der 

Proteingehalt der einzelnen Proben hinsichtlich der spektrophotometrischen 

Messungen so angepasst, dass schließlich 30 µg Gesamt-Protein jeder Probe 

miteinander verglichen werden konnten. Das Protein wurde entsprechend mit DEPC-

H2O verdünnt und schließlich 1:1 mit einem 2x Probenpuffer versetzt, dem beta-

Mercaptoethanol zugefügt worden war, um Schwefelbrückenbindungen im Protein 

aufzubrechen. Die Proben wurden für 5 min auf 95°C erhitzt, um die Proteine 

vollständig zu denaturieren. Es wurden maximal 25 µl der Proben in die Geltaschen 

gefüllt, als Längenstandard wurde pro Gel 5 µl Precision Plus ProteinTM Standard 
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(Bio-Rad) genutzt. Die Elektrophorese erfolgte in 1x SDS-PAGE-Laufpuffer für  

15 min bei 50 V und anschließend ca. 3,3 h bei einer Spannung von 110 V. 

Die Qualität des Gesamt-Proteingemisches wurde durch Auftrennung mittels 

SDS-PAGE und anschließender Färbung mit Coomassie-Blau überprüft. Dazu wurde 

wie eingangs beschrieben vorgegangen, jedoch 12,5%iges Trenngel genutzt und  

10 µl des Gesamt-Proteingemisches pro Probe aufgetragen. Die elektrophoretische 

Auftrennung erfolgte bei 110 V für ca. 1 h. Das Sammelgel wurde vom Trenngel 

befreit und bei 60°C für 15 min unter einem Abzug in der Färbelösung, bestehend 

aus 0,1 g Coomassie-Blau, 45 ml Methanol, 45 ml Essigsäure und 100 ml H2Obidest, 

inkubiert. Anschließend wurde das Gel zweimal in Entfärbelösung, bestehend aus  

60 ml Methanol, 20 ml Essigsäure und 220 ml H2Obidest für 30 min bei 60°C 

gewaschen. Die Gele wurden dann mit dem Image Scanner (Amersham Pharmacia 

Biotech) gescannt und die Proteinqualität der einzelnen Proben bewertet.  

 

2.2.6.2 Immunoblot 

Unter Immunoblotting versteht man die elektrophoretische Übertragung der 

Proteine von einem Gel auf eine Membran und ihre anschließende Detektion mittels 

spezifischer Antikörper. In dieser Arbeit wurden die Proteine elektrophoretisch mittels 

Semi-Dry-Blotting auf Nitrocellulose-Membran (Hybond ECL, Amersham 

Biosciences) übertragen. Die Nitrocellulose-Membran wurde vor der Elektrophorese 

mit H2Obidest angefeuchtet, für 5 min in Transfer-Puffer (Toubin-Puffer) inkubiert und 

zwischen zwei Schichten von ebenfalls in Transfer-Puffer getränktem Whatman 

GB005 Gel-Blotting-Papier (Schleicher & Schuell Microscience GmbH) im Blotting-

System gebettet. Vor Auflegen des oberen Filters wurde das vom Sammelgel 

befreite und ebenso in Transfer-Puffer getränkte Gel auf der Membran positioniert. 

Das Sandwich aus Filtern, Membran und Gel wurde zwischen Anoden- und 

Kathodenplatte gespannt und die Proteine schließlich bei 0,2 A (für den Transfer 

zweier Gele) für 2 h auf die Nitrocellulose-Membran übertragen. Anschließend 

wurden die Proteine für 1 h mit 5% ECL Advance Blocking Reagenz (Amersham 

Biosciences) in 0,05%igem PBS-Tween inkubiert und so auf der Membran fixiert. 

Zum Nachweis von AR und alpha-ENaC wurden polyklonale Antikörper vom 

Kaninchen (AR: Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA; alpha-ENaC: 

Affinity BioReagents, Golden, CO, USA) 1:500 in 5% BSA verdünnt. Die polyklonalen 
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anti-beta-ENaC (L558) und anti-gamma-ENaC (L550) Antikörper vom Kaninchen 

wurden freundlicherweise von Prof. Carolyn A. Ecelbarger (Georgetown University, 

Washington, DC, USA) zur Verfügung gestellt und 1:1000 (beta-ENaC) bzw. 1:750 

(gamma-ENaC) in 5% BSA verdünnt. Die Membranen wurden über Nacht bei 

Raumtemperatur inkubiert und nach einer Serie von 3 Waschschritten in 0,1%igem 

PBS-Tween am nächsten Morgen mit dem sekundären, Horseradish-Peroxidase-

konjugierten anti-Kaninchen Antikörper (Amersham Biosciences) in einer 

Verdünnung von 1:1000 (für beta-ENaC und AR), 1:3000 (für gamma-ENaC) oder 

1:4000 (für alpha-ENaC) in 5% BSA für 1,5 h inkubiert. Nach einer weiteren Serie 

von Waschschritten wurden die Proteine schließlich mittels Peroxidase-katalysierter 

Chemilumineszenz (ECL, Amersham Biosciences) und Autoradiographie detektiert. 

Als Detektionssystem diente das ECL Western Blot Detection System (Amersham 

Biosciences). Die Herstellung des Detektionsreagenz erfolgte nach 

Herstellerangaben, die Membran wurde für 1 min im Detektionsreagenz inkubiert. 

Überschüssiges Reagenz wurde entfernt, die Membran mit einer durchsichtigen Folie 

abgedeckt und die Lichtemission im Film-Entwicklungsautomaten Kodak X-OMAT 

Multiloader 300 Plus (Kodak AG) detektiert und fotografiert.  

Neutralisierendes AR-Blocking Peptid (Santa Cruz Biotechnology Inc.) und 

alpha-ENaC-Blocking Peptid (Affinity Bioreagents) wurde in den spezifischen 

Immunoblots initial mit dem primären Antikörper präinkubiert, um AR- und alpha-

ENaC-spezifische Banden zu hemmen und die Spezifität des Immunoblots zu 

überprüfen (Abb. 6). Laut Hersteller-Richtlinien wurde erwartet, dass der anti-AR 

Antikörper das spezifische Rattenprotein bei einer Größe von etwa 120 kDa bindet. 

Der anti-alpha-ENaC Antikörper sollte das unglycosylierte Rattenprotein bei ungefähr 

75 kDa binden. Dies konnte in unseren Immunoblots bestätigt werden. Anti-beta-

ENaC und anti-gamma-ENaC Antikörper wurden bereits charakterisiert [140] und 

sollten spezifische Banden bei 90 kDa bzw. 85 kDa bilden. Für die ENaC Western 

Blots wurden 30 µg Protein aus Rattenleber als Negativkontrolle, für die AR Western-

Blots 15 µg Protein aus HKC-8 Zelllysaten, die vorher mit Testosteron behandelt 

worden waren, als Positivkontrolle genutzt. Da die Western Blots lediglich 

repräsentative Bilder darstellen, erfolgte keine densitometrische Auswertung. 
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2.2.7 Statistische Auswertung 

Die Daten aus Realtime-PCR wurden als arithmetischer Mittelwert  

± Standardabweichung (SD) angegeben. Die statistische Analyse der Realtime-PCR-

Daten erfolgte auf Grundlage der mittleren dCt-Werte (und nicht dem Vielfachen der 

Expressionsänderung), um potentielle Bias, die durch Rundung und 

Zusammenfassung bei der Transformation 2-Ct auftreten könnten, auszuschließen. 

Der statistische Vergleich zwischen den Gruppen erfolgte in zutreffenden Fällen 

mittels eines ungepaarten T-Tests. Andernfalls wurde der einfaktorielle ANOVA-Test 

mit anschließendem Post-Hoc-Test nach Bonferroni genutzt. Als Software stand 

GraphPad Prism 4 Version 4.01 (San Diego, CA, USA) zur Verfügung. Ein P-Wert 

von <0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. 

 

Abbildung 6: Detektion spezifischer Banden von renalem Protein von alpha-ENaC (A) und AR (B) 

im Western Blot. Protein von unbehandelten HKC-8-Zellen als Positivkontrolle. Spezifische 

Banden für alpha-ENaC und AR durch Präinkubation mit dem primären Antikörper und dem 

neutralisierenden Peptid detektiert. Alle Banden von demselben repräsentativen Immunoblot. 
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2.2.8 Transkriptionsfaktorenanalyse der Promoterregion 

Die Sequenzen der Gene von alpha- (SCNN1A), beta- (SCNN1B) und gamma-

ENaC (SCNN1C) sowie AR für die Spezies Ratte und Maus wurden über die 

internationale Genbank des National Center for Biotechnology Information 

abgerufen. Eine Analyse der 2 kb umfassenden 5’-UTR stromaufwärts vom 

Transkriptionsstart des jeweiligen Gens erfolgte mit Hilfe des Transcription Element 

Search System (TESS). Die dort ermittelten Transkriptionsfaktoren sind potentielle 

Liganden, ihre Funktionalität ist damit jedoch nicht erwiesen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der Tiere der in vivo 

Expressionsstudien 

Sowohl bei männlichen als auch bei weiblichen Wistar-Ratten, die mit dem 

langwirkenden Ester Testosteron-Undecanoat (TUD) behandelt worden waren, waren 

Testosteron-Serumspiegel nach der Behandlung signifikant höher verglichen mit 

gonadektomierten Kontrolltieren, die Placebo erhalten hatten (Tabelle 10). Die 

Testosteron-Serumspiegel bei Weibchen, die mit TUD 500 mg/kg KG (TUD500) 

behandelt worden waren, waren höher als die der mit TUD 100 mg/kg KG (TUD100) 

behandelten weiblichen Wistar-Ratten. 17beta-Estradiol (17beta-E2)-Serumspiegel 

waren in den TUD-Gruppen im Vergleich zu den Kontrolltieren nicht erhöht, was 

darauf hinweist, dass die Effekte, die in diesen Tieren beobachtet wurden, Androgen-

abhängig sind. 17beta-E2-Serumspiegel waren in Weibchen, die mit Estradiol (E2) 

behandelt worden waren, im Vergleich zu ovariektomierten Kontrolltieren erhöht. 

Weibliche Ratten, die TUD oder 5alpha-Dihydrotestosteron (DHT) erhalten hatten, 

tendierten zu einem höheren relativen Nierengewicht, angegeben als Summe beider 

Nieren im Verhältnis zum Gesamtgewicht des Tieres. Die Nieren zeigten eine 

signifikante Hypertrophie bei den Männchen, die mit TUD500 (P<0,001) oder DHT 

(P<0,01) behandelt worden waren, im Vergleich zu solchen Tieren, die Placebo 

(PLAC) erhalten hatten.  

Als weiterer Indikator der Androgen-Wirkung konnte in der Realtime-PCR eine 

Heraufregulation der Erythropoetin (EPO) mRNA-Expression bei TUD500-Männchen 

auf 391% (P<0,05) und bei DHT-Männchen auf 143% (statistisch nicht signifikant) 

gezeigt werden.  
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Behandlungsgruppen 

Hormon-Serumspiegel Relatives 

Nierengewicht 

(Nierengewicht pro 

Körpergewicht) (%) 

T  

(ng/ml) 

17beta-E2 

(pg/ml) 

DHT  

(pg/ml) 

weiblich 

 

 

 

 

PLAC <0.20 <5.0 n.b. 0.74 ± 0.04 

TUD100 1.96 ± 0.62 <5.0 n.b. 0.75 ± 0.09 

TUD500 11.48 ± 7.95 <5.0 n.b. 0.78 ± 0.10 

DHT <0.20 n.b. 3920 ± 3391 0.78 ± 0.02 

E2 <0.20 198.5 ± 111.9 n.b. 0.83 ± 0.07 

männlich 

 

 

PLAC <0.20 <5.0 n.b. 0.63 ± 0.02 

TUD500 7.80 ± 2.30 <5.0 n.b. 0.84 ± 0.04* 

DHT 0.4 ± 0.20 n.b. 6180 ± 3222 0.79 ± 0.06** 

Tabelle 10: Bestimmung von Hormonspiegeln in vivo und relativem Nierengewicht in weiblichen und 

männlichen Wistar-Ratten. Relatives Nierengewicht: Gewicht beider Nieren im Verhältnis zum 

Gesamtkörpergewicht nach 14-tägiger Hormonbehandlung; n.b.: nicht bestimmt; *: P<0,001 vs. 

männliche Placebo-Kontrolltiere; **: P<0,01 vs. männliche Kontrolltiere. 

3.2 Renale ENaC Expression 

Die Untersuchung der gonadektomierten und anschließend mit Placebo 

behandelten Ratten zeigte in der Realtime-PCR, dass sich die Expression aller 

ENaC-Untereinheiten wie auch des AR zwischen den Geschlechtern im 

unstimulierten Zustand nicht unterscheidet (P>0,05). 

In der semiquantitativen PCR zeigte sich eine höhere Expression renaler alpha-

ENaC mRNA in männlichen Wistar-Ratten, die mit TUD500 behandelt worden waren, 

im Vergleich zu männlichen Kontrolltieren (Abb. 7). Diese Beobachtung konnte in der 

quantitativen Realtime-PCR mit einer moderaten Heraufregulation der alpha-ENaC 

mRNA Expression auf 127% (in % der Expression bei Kontrolltieren des gleichen 

Geschlechts) bestätigt werden (statistisch jedoch nicht signifikant) (Abb. 8A). 

Interessanterweise wurde die Expression von alpha-ENaC mRNA bei weiblichen 

Ratten durch Testosteron eher herunterreguliert (Abb. 8B) und war schließlich bei 

DHT-Behandlung mit einer Expression von 15% signifikant niedriger im Vergleich zu 

weiblichen Kontrolltieren (P<0,05). Eine Behandlung mit E2 bewirkte eine nicht-

signifikante Abnahme der Expression aller ENaC-Untereinheiten bei weiblichen 

Wistar-Ratten (Abb. 8B, 10B, 12B). 
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Die Analyse der repräsentativen Western Blots bestätigte die Beobachtungen 

aus der Realtime-PCR. Bei männlichen Ratten war die renale alpha-ENaC Protein-

Expression nach TUD500-Behandlung, aber auch nach Gabe von DHT höher im 

Vergleich zu den mit PLAC behandelten Kontrolltieren (Abb. 9A). Bei den weiblichen 

Wistar-Ratten hingegen war die alpha-ENaC Protein-Expression nach Testosteron- 

und E2-Gabe im Vergleich zu den weiblichen Kontrolltieren herunterreguliert (Abb. 

9B). Renales alpha-ENaC Protein war kaum detektierbar in solchen Weibchen, die 

mit DHT behandelt worden waren. 

Abbildung 7: Semiquantitative PCR für ENaC-Untereinheiten und AR in orchiektomierten 

männlichen Ratten. Expression von 18S rRNA als endogene Kontrolle (A). Relative Expressionen 

von renaler alpha-ENaC (B), beta-ENaC (C), gamma-ENaC (D) und AR mRNA (E) wurden 

standardisiert durch Berechnung des Zielgen/18S Quotienten. H2O als Negativkontrolle. 
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Abbildung 8: Vielfache Änderung der alpha-ENaC mRNA Expression bei gonadektomierten 

männlichen (A) und weiblichen (B) Ratten. Placebo-Kontrolltiere als Einfaches der Expression 

dargestellt. Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (SD). *: P<0,05 vs. Kontrolltiere. 
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Abbildung 9: Repräsentative Western Blots von alpha-ENaC Protein 

in männlichen (A) und weiblichen (B) Ratten. 
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Hinsichtlich der renalen beta-ENaC mRNA Expression zeigten Männchen weder 

in der semiquantitativen noch in der quantitativen Realtime-PCR eine Androgen-

abhängige Regulation (Abb. 10A). Bei weiblichen Ratten bewirkte TUD eine 

verminderte Expression von beta-ENaC mRNA im Vergleich zu weiblichen 

Kontrolltieren und DHT regulierte jene Untereinheit sogar signifikant auf 26% des 

ursprünglichen Expressionsniveaus herunter (P<0,05) (Abb. 10B). Die Western Blots 

zeigten im Wesentlichen eine geringe Expression von beta-ENaC Protein in allen 

Gruppen. Während eine spezifische Regulation der renalen beta-ENaC Protein 

Expression bei den männlichen Tieren nicht gesehen werden konnte (Abb. 11A), 

zeigte sich in den repräsentativen Western Blots der Weibchen eine Androgen-

abhängige Herunterregulierung des beta-ENaC Proteins (Abb. 11B). 

In ähnlicher Weise war eine Androgen-abhängige Regulation der gamma-ENaC 

mRNA Expression bei Männchen in semiquantitativer oder Realtime-PCR nicht zu 

sehen (Abb. 12A). Die Gabe von TUD500 und DHT bei Weibchen bewirkte jedoch 

eine Abnahme der gamma-ENaC mRNA Expression auf 50% bzw. 25% des 

Expressionsniveaus der weiblichen Kontrolltiere (P<0,05) (Abb. 12B). Die 

Proteinexpression der renalen gamma-Untereinheit des ENaC war in allen Gruppen 

sehr gering. Eine Androgen-abhängige Regulation bei Weibchen oder Männchen 

konnte daher nicht detektiert werden. 

 

Abbildung 10: Vielfache Änderung der renalen beta-ENaC mRNA Expression in orchiektomierten 

männlichen (A) und ovariektomierten weiblichen (B) Ratten. Placebo-Kontrolltiere als Einfaches der 

Expression dargestellt. Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (SD). *: P<0,05 vs. Kontrolltiere; **: 

P<0,01 vs. Kontrolltiere. 

A

0

0 ,2

0 ,4

0 ,6

0 ,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

PLAC TU D  50 0 D HTV
ie

lf
a
c
h

e
s
 d

e
r 

m
R

N
A

 E
x
p

re
s
s
io

n

MW dCt            12,92                      12,85                    13,21 

±SD                  ±0,96                      ±0,55                    ±0,95 

B

MW dCt      11,17          12,65         12,16          13,13         11,84 

±SD            ±0,48          ±0,87         ±0,49          ±1,61         ±0,58 

0

0 ,2

0 ,4

0 ,6

0 ,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

PLA C TU D  10 0 TU D  50 0 D HT E2V
ie

lf
a
c
h

e
s
 d

e
r 

m
R

N
A

 E
x
p

re
s
s
io

n

** 
* 



Ergebnisse 

57 

 

 

Abbildung 11: Repräsentative Western Blots von beta-ENaC Protein in 

männlichen (A) und weiblichen (B) Ratten. 
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Abbildung 12: Vielfache Änderung der renalen gamma-ENaC mRNA Expression in 

orchiektomierten männlichen (A) und ovariektomierten weiblichen (B) Ratten. Placebo-Kontrolltiere 

als Einfaches der Expression dargestellt. Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (SD). *: P<0,05 vs. 

Kontrolltiere. 
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3.3 Renale AR Expression 

Die quantitative Realtime-PCR zeigte, dass AR mRNA in allen männlichen und 

weiblichen Nieren exprimiert wurde. Das Expressionsniveau unterschied sich dabei 

nicht signifikant zwischen gonadektomierten unstimulierten weiblichen und 

männlichen Kontrolltieren. Die Gabe von TUD500 erhöhte die AR mRNA Expression 

bei männlichen Wistar-Ratten auf 285% im Vergleich zu männlichen Kontrolltieren 

(P<0,05) (Abb. 13A). Interessanterweise zeigte sich bei den weiblichen Tieren 

hingegen eine Tendenz zur Androgen-abhängigen Herunterregulation von AR mRNA 

(Abb. 13B). Diese war signifikant niedriger bei Ratten, die für 14 Tage mit E2 

behandelt worden waren (39%), verglichen mit weiblichen Kontrolltieren (P<0,05). In 

Übereinstimmung mit dieser Beobachtung war die Proteinexpression des AR bei 

Männchen, denen TUD500 verabreicht worden war, im Western Blot im Vergleich zu 

männlichen Kontrolltieren erhöht (Abb. 14). Des Weiteren war die Expression von AR 

Protein auch in den Tieren erhöht, die mit DHT behandelt worden waren. Bei den 

weiblichen Tieren konnte der AR im Western Blot hingegen nur sehr schwach oder 

kaum detektiert werden. Eine Regulation des AR Proteins durch Androgene bei 

weiblichen Wistar-Ratten konnte daher nicht beurteilt werden. 
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Abbildung 13: Vielfache Änderung der renalen AR mRNA Expression in orchiektomierten 

männlichen (A) und ovariektomierten weiblichen (B) Ratten. Placebo-Kontrolltiere als Einfaches der 

Expression dargestellt. Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (SD). *: P<0,05 vs. Kontrolltiere. 
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3.4 In Vitro Studien 

3.4.1 Expressions- und Stimulationsstudien in M1-Zellen 

Während die semiquantitative PCR eine Expression von AR mRNA in M1-Zellen 

bestätigte, schien die unstimulierte Expression von AR Protein im Western Blot 

fraglich. Auch nach Stimulation mit 10-6 M Testosteron konnte eine Expression von 

Abbildung 14: Repräsentative Western Blots von AR 

Protein in männlichen Ratten. 

       PLAC                TUD 500             DHT          HKC-8 
                                                                              Testo 

100 kDa 

100 kDa 

       PLAC               TUD 500               DHT          

Abbildung 15: Vielfache Änderung der renalen alpha-ENaC mRNA Expression in M1-Zellen nach 

Stimulation mit Testosteron 10-7 M über mehrere Stunden. Mittelwert (MW) ± Standardabweichung 

(SD). 
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AR Protein nicht eindeutig nachgewiesen werden. Die ENaC-Untereinheiten zeigten 

unstimuliert ebenfalls eine sehr schwache Proteinexpression. 

Die Inkubation der Zelllinie mit 10-7 M Testosteron für 6, 12, 18, 24 und 48 h 

zeigte zunächst eine signifikante Stimulation von alpha-ENaC mRNA nach 48 h (48 h 

vs. 6 h sowie vs. 12 h P<0,01, 48 h vs. 18 h P<0,05) (Abb. 15). Aus diesem Grund 

wurde für die folgenden Experimente ein Inkubationszeitraum von 48 h gewählt. 

Dennoch zeigte die Inkubation mit 10-10 M, 10-9 M, 10-8 M, 10-7 M und 10-6 M 

Testosteron im Vergleich zur Inkubation mit 0,1%igem Ethanol (Kontrolle) keine 

signifikante Regulation von alpha-ENaC mRNA. Ebenso hatte eine Inkubation mit 10-

10 M, 10-9 M, 10-8 M, 10-7 M und 10-6 M DHT keine signifikante Auswirkung auf die 

Expression von alpha-ENaC mRNA. Inkubation der M1-Zellen mit 10-11 M, 10-10 M, 

10-9 M und 10-8 M Aldosteron zeigte keine Regulation der einzelnen ENaC-

Untereinheiten (Abb. 16). 

 

3.4.2 Expressions- und Stimulationsstudien in RCCD2-Zellen 

In Western Blots bestätigte sich, dass RCCD2-Zellen alle Untereinheiten des 

ENaC exprimieren, wenngleich die Expression von ENaC Protein zum Teil nur sehr 

schwach war. Besonders für beta- und gamma-ENaC mRNA zeigte sich auch in der 

Realtime-PCR eine ausgesprochen schwache Expression. AR mRNA wurde zwar in 

der Realtime-PCR detektiert, aber AR Protein konnte in Western Blots kaum 

identifiziert werden. 

Inkubation der RCCD2-Zellen mit 1 nM Aldosteron für 48 h führte zu keinem 

Konzentrationsanstieg von alpha-ENaC mRNA, aber die Stimulation von alpha-ENaC 

mRNA war signifikant nach Inkubation mit 100 nM Aldosteron (Abb. 17). Die 

Stimulation von beta- und gamma-ENaC mRNA wurde aufgrund der schwachen 

Expression nicht näher untersucht. Nach Inkubation der Zellen mit 50 nM Testosteron 

und 50 nM DHT sowie dem AR-Antagonisten Flutamid (50 nM) zeigte sich keine 

Expressionsänderung von alpha-ENaC mRNA (Abb. 18). Ebenso die Inkubation mit 

Testosteron (1 nM, 10 nM, 100 nM), DHT (1 nM, 10 nM, 100 nM), Flutamid (10 µM), 

Flutamid (10 µM) mit Testosteron (100 nM), Flutamid (10 µM) mit DHT (100 nM), dem 

Aromatase-Inhibitor Formestan (1 µM), Formestan (1µM) mit Testosteron (100 nM) 

sowie E2 (100 pM, 1 nM, 10 nM) für 24 h ergab keine signifikante Regulierung der 

einzelnen ENaC-Untereinheiten. 
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Abbildung 16: Vielfache Änderung der renalen mRNA Expression von alpha-ENaC (A), beta-ENaC 

(B) und gamma-ENaC (C) in M1-Zellen nach Stimulation mit Aldosteron 10-11 M bis 10-8 M über  

48 h. Inkubation mit Ethanol als Kontrolle (Ctr) als Einfaches der Expression dargestellt. Mittelwert 

(MW) ± Standardabweichung (SD). 
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Abbildung 18: Vielfache Änderung der renalen alpha-ENaC mRNA Expression in RCCD2-

Zellen nach Stimulation mit Testosteron (T) 50 nM, DHT 50 nM und Flutamid 50 nM über 24 h. 

Inkubation mit Ethanol als Kontrolle (Ctr) als Einfaches der Expression dargestellt. Mittelwert 

(MW) ± Standardabweichung (SD). 
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Abbildung 17: Vielfache Änderung der renalen alpha-ENaC mRNA Expression in RCCD2-Zellen 

nach Stimulation mit Aldosteron (Aldo) und Spironolacton (Spiro) über 48 h. Inkubation mit 

Ethanol als Kontrolle (Ctr) als Einfaches der Expression dargestellt. Mittelwert (MW)  

± Standardabweichung (SD). 
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3.4.3 Expressions- und Stimulationsstudien in VSMC-Zellen 

Es ist bekannt, dass der AR auf Gefäßmuskelzellen exprimiert wird [141]. Aus 

diesem Grund wurde in dieser Arbeit zunächst auf eine Expressionsanalyse der 

VSMC-Zellen verzichtet. Die unstimulierte Expression von alpha-ENaC mRNA war 

deutlich schwächer als in den untersuchten renalen Zelllinien, während die beta- und 

gamma-Untereinheit in VSMC-Zellen nicht exprimiert wird. 

Nach Inkubation der Zellen mit 50 nM Testosteron und 50 nM DHT sowie zur 

Kontrolle mit dem AR-Antagonisten Flutamid (50 nM) für 24 h konnte keine 

Regulierung der alpha-Untereinheit durch Androgene in VSMC-Zellen beobachtet 

werden (Abb. 19). Ebenso ergab die Inkubation mit Testosteron (1 nM, 10 nM,  

100 nM), DHT (1 nM, 10 nM, 100 nM), Flutamid (10 µM), Flutamid (10 µM) mit 

Testosteron (100 nM), Flutamid (10 µM) mit DHT (100 nM), dem Aromatase-Inhibitor 

Formestan (1 µM), Formestan (1µM) mit Testosteron (100 nM) sowie E2 (100 pM,  

1 nM, 10 nM) für 24 h keine signifikante Regulierung der einzelnen ENaC-

Untereinheiten. 
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Abbildung 19: Vielfache Änderung der renalen alpha-ENaC mRNA Expression in VSMC-Zellen 

nach Stimulation mit Testosteron (T) 50 nM, DHT 50 nM und Flutamid 50 nM über 24 h. Inkubation 

mit Ethanol als Kontrolle (Ctr) als Einfaches der Expression dargestellt. Mittelwert (MW)  

± Standardabweichung (SD). 



Ergebnisse 

64 

3.5 Transkriptionsfaktorenanalyse der Promoter-

Regionen 

In entgegengesetzter Leserichtung vom Transkriptionsstart von Exon 1a des 

alpha-ENaC Gens der Ratte aus finden sich unter anderem Sp1-Bindungselemente, 

AP-1, AP-2-alpha und AP-4-Elemente, korrespondierende Sequenzen für GATA1 und 

NF1-alpha, sowie mehrere C/EBP alpha-Bindungselemente, GREs und ein Estrogen-

responsives Element (ERE). An Nukleotid-Position 805-791 in 5’-Richtung vom 

Transkriptionsstart konnte ein Androgen-responsives Element identifiziert werden 

(AGAACA-GAA-TGTCCT) (Abb. 20). Die 5’-UTR des alpha-ENaC Gens der Maus 

zeigt ein ähnliches Muster potentieller Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren. 

Neben einer Vielzahl von GREs findet sich auch hier ein ARE, welches 807-794 

Basen vom Transkriptionsstart des Exon 1 entfernt ist. In den Promotoren der Gene 

von beta- und gamma-ENaC sowohl der Ratte als auch der Maus konnten mehrere 

GREs, jedoch kein ARE identifiziert werden. Auch die 5’-UTR des AR-Gens der Ratte 

zeigte in der Sequenzanalyse keine Transkriptionsfaktoren-Bindungsstelle für den 

AR. 

 

 

Abbildung 20: Repräsentative schematische Darstellung der 5’-UTR des alpha-ENaC-Gens der Ratte mit 

potentiellen Bindungsmotiven für ausgewählte Transkriptionsfaktoren. Blaue Pfeile zeigen den 

Transkriptionsstart für Exon 1 an (Exon 1a und Exon 1b). ARE: Androgen-responsives Element mit zugehöriger 

Basensequenz. 
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4 Diskussion 

Mehrere Studien haben gezeigt, dass Estrogene insgesamt einen eher 

protektiven Effekt auf das kardiovaskuläre und renale System ausüben, während 

Testosteron eine arterielle Hypertonie eher zu fördern scheint. Die genauen 

Mechanismen dieser Regulation sind allerdings komplex und noch nicht vollständig 

verstanden. 

 

4.1 Androgen-Wirkung im Rattenmodell in vivo 

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Androgenen auf die Expression von AR 

und ENaC-Untereinheiten am Rattenmodell untersucht. Dabei ist wichtig, sich 

bewusst zu machen, dass lokal oder in anderen Organen Testosteron in vivo durch 

5alpha-Reduktase zum potenteren Androgen-Metaboliten 5alpha-DHT aktiviert oder 

sogar durch die Aromatase in Estradiol umgewandelt werden kann (Abb. 21). Aus 

diesem Grund wurde der Serumspiegel von 17beta-Estradiol bestimmt, der in den mit 

TUD behandelten Gruppen nicht erhöht war. Dies deutet darauf hin, dass die Effekte, 

die in diesen Tieren beobachtet wurden, tatsächlich Androgen- und nicht Estrogen-

abhängig sind. Nichtsdestotrotz ist zu bedenken, dass steroidogene Enzyme in der 

Abbildung 21: Metabolisierung von Testosteron. 
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menschlichen Niere exprimiert werden [142] und die Niere auf diese Art und Weise in 

der Lage wäre, Testosteron selbst zu synthetisieren und metabolisieren. Es gab 

jedoch keinen Hinweis auf eine intrarenale Umwandlung von Androgenen in 

Estrogene [142].  

Als Bestätigung der androgenen Wirkung in diesem in vivo Rattenmodell war die 

Expression von EPO mRNA nach Androgen-Behandlung in männlichen Wistar-

Ratten erhöht. Die stimulatorische Wirkung von Androgenen auf die Erythropoese 

[143] bzw. von Testosteron auf EPO ist seit langem bekannt [144, 145]. Dennoch 

waren in einer klinischen Testosteron-Dosis-Wirkungs-Studie beim Vergleich von 

Männern vom 19. – 35. Lebensjahr mit solchen vom 60. – 75. Lebensjahr die 

Testosteron-Spiegel nicht signifikant mit EPO-Serumspiegeln korreliert, obgleich 

Testosteron einen Anstieg von Hämatokrit und Hämoglobin bewirkt hatte [146]. 

Ebenso hatte der Androgen-Entzug im Rattenmodell durch Orchiektomie oder 

Injektion des AR-Antagonisten Flutamid keine Suppression von EPO mRNA-Spiegeln 

nach vier Wochen zur Folge [147]. Als weitere mögliche Wirkungsmechanismen von 

Androgenen auf die Erythropoese wurde eine verstärkte Sensitivität von 

erythrozytären Vorläuferzellen gegenüber EPO, eine längere Lebensdauer von 

Erythrozyten, ein direkter Effekt von EPO auf erythrozytäre Vorläuferzellen 

unterschiedlicher Reifegrade oder eine über IGF-1 vermittelte Stimulation postuliert 

[148]. Der genaue Mechanismus der Androgen-abhängigen Regulation von EPO ist 

noch immer nicht ganz klar, sollte aber nicht weiterer Gegenstand dieser Arbeit sein. 

In dieser Arbeit waren die Nieren der mit TUD oder DHT behandelten Tiere im 

Verhältnis zu deren Gesamt-Körpergewicht vergrößert. Auch bei den weiblichen 

Wistar-Ratten konnte eine renale Hypertrophie nach Androgen-Behandlung gesehen 

werden, die allerdings nicht signifikant war. Studien an uninephrektomierten Ratten 

konnten zeigen, dass das Wachstum der einzelnen Niere sowie die glomeruläre 

Hypertrophie bei Männchen ausgeprägter ist als bei Weibchen [72]. Außerdem wurde 

beobachtet, dass bei uninephrektomierten Weibchen, die ovariektomiert und 

anschließend mit Geschlechtshormonen behandelt wurden, Nierenwachstum und 

glomeruläre Hypertrophie durch Testosteron gefördert werden. 

 



Diskussion 

67 

4.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der 

Grundexpression von ENaC und AR 

Insgesamt gibt es wenige Daten darüber, ob sich die Grundexpression des ENaC 

zwischen beiden Geschlechtern in vivo unterscheidet. In dieser Arbeit unterschied 

sich die unstimulierte renale Expression der ENaC-Untereinheiten wie auch des AR 

zwischen den Geschlechtern nicht. In einer Studie von Riazi et al. war jedoch die 

Proteinexpression aller ENaC-Untereinheiten in den Nieren weiblicher Zucker-Ratten 

im Vergleich zu den Nieren der Männchen erhöht [149]. Allerdings waren diese Tiere 

zuvor nicht gonadektomiert worden. In einer anderen Studie von Gambling et al. 

zeigte sich im Northern Blot ebenfalls eine stärkere Expression von alpha-, beta- und 

gamma-ENaC mRNA in den Nieren weiblicher Wistar-Ratten im Vergleich zu denen 

männlicher Tiere [150]. Diese Differenz des Expressionsniveaus wurde jedoch nach 

Ovariektomie der Weibchen wieder aufgehoben. In den Lungen weiblicher, nicht-

schwangerer, erwachsener Wistar-Ratten schienen alpha- und beta-ENaC im 

Vergleich zu Männchen oder schwangeren Weibchen ebenso stärker exprimiert zu 

werden [151]. Dabei zeigte sich, dass das quantitative Vorliegen der beiden ENaC-

Untereinheiten in den Lungen durch die Phase des Estrogen/ Progesteron-Zyklus 

beeinflusst wird [151]. Andererseits schienen Geschlecht, Schwangerschaft oder 

Estrogen/ Progesteron-Zyklus keinen Einfluss auf die Expression von gamma-ENaC 

mRNA in der Lunge zu haben [151]. 

Auch für den AR sind geschlechtsspezifische Expressionsunterschiede 

beschrieben [135]. So soll AR mRNA in der Niere von männlichen Ratten ca. vierfach 

höher exprimiert sein als in weiblichen Ratten, was in dieser Arbeit nicht bestätigt 

werden konnte. Die Zusammenschau aller Daten deutet aber darauf hin, dass eine 

Gonadektomie die Unterschiede in der Expression des ENaC zwischen beiden 

Geschlechtern ausgleichen könnte und der Kanal auf unterschiedliche Weise durch 

Geschlechtshormone reguliert wird. 

 

4.3 Geschlechtsspezifische Regulation von ENaC 

Wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist, dass der Einfluss von Androgenen auf 

den renalen ENaC geschlechtsspezifisch zu sein scheint. Eine Behandlung mit 

Androgenen bei männlichen Wistar-Ratten ergab einen Trend in Richtung 
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Heraufregulation der alpha-Untereinheit, der in dieser Arbeit allerdings nicht 

signifikant war. In vorherigen Untersuchungen durch Quinkler et al. konnte eine 

signifikante Expressionszunahme von alpha-ENaC nach Behandlung mit TUD 500 in 

männlichen Wistar-Ratten beobachtet werden [139]. Zudem zeigten Studien von 

Reckelhoff et al., dass durch Hemmung der Umwandlung von Testosteron in DHT  

mittels Gabe von Finasterid die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie in 

männlichen SHR nicht verhindert werden kann [30] und DHT somit keinen 

wesentlichen Einfluss auf die Entstehung der Hypertonie zu haben scheint. Diese 

Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestätigt werden und sind 

möglicherweise auf eine unterschiedliche methodische Vorgehensweise und 

unterschiedliche Dosierungen der Androgene zurückzuführen. Dennoch war auch in 

dieser Arbeit ein Trend in Richtung Expressionszunahme des alpha-ENaC nach 

Androgen-Stimulation bei männlichen Wistar-Ratten zu sehen (P>0,05). Bei 

weiblichen Ratten bewirkten Androgene hingegen eine Abnahme der alpha-ENaC 

Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene. Der Einfluss von 

Androgenen war signifikant bei Behandlung mit DHT (P<0,05). Androgene 

beeinflussten nicht die renale Expression der beta- oder gamma-Untereinheit des 

ENaC in männlichen Ratten. Mit Hilfe der quantitativen Realtime-PCR und des 

Western Blots konnte allerdings ähnlich wie für alpha-ENaC gezeigt werden, dass bei 

Weibchen beta- und gamma-ENaC durch Androgene herunterreguliert werden. 

Dieser Effekt war ebenfalls signifikant nach Behandlung mit DHT (P<0,05).  

 

4.3.1 Mögliche molekulare Funktionsmechanismen Androgen-

abhängiger Wirkungen: Hormon-responsive Elemente 

Hormon-responsive Elemente (HREs) arbeiten in den meisten Fällen unabhängig 

von ihrer Orientierung oder Position und vermitteln die Hormonwirkung auf einen 

benachbarten heterologen Promoter [152]. Sequenz-Analysen zeigten, dass HREs 

durch eine kurze, palindrome Konsensus-Sequenz charakterisiert werden können, 

die den jeweiligen Steroid-Rezeptor-Komplex bindet. Natürlich vorkommende HREs 

beinhalten oft die Sequenz TGTTCT und eine weitere hexamere Sequenz, die sich 

stark von dieser unterscheidet [153]. Dies trifft auch auf das Androgen-responsive 

Element (ARE) zu. Da die HREs einer Reihe von Steroiden sich in ihrer Sequenz 
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sehr ähnlich sind, wird deutlich, dass einzelne Gene oft einer Regulation durch 

mehrere Steroidhormone unterliegen [154].  

Sowohl beim Menschen (Abb. 22) als auch bei der Ratte (Abb. 20) beinhaltet die 

5’-UTR der alpha-Untereinheit des ENaC ein ARE, welches zu mehr als 90% 

Homologie mit dem GRE besitzt [155]. Wie auch das GRE [156] besteht das ARE 

aus einem palindromen Paar einer hexameren TGTYCT-Sequenz, welches durch 

drei Nukleotide voneinander getrennt wird. Promoter-Reporter-Studien in HKC-8-

Zellen zeigten, dass das ARE für eine direkte Heraufregulation von alpha-ENaC 

mRNA durch Testosteron in vitro notwendig ist [139].  

In der Promoter-Analyse der 5’-UTR der Gene von beta- und gamma-ENaC der 

Ratte konnte hingegen kein ARE gefunden werden [157, 158]. Dennoch fanden sich 

eine Vielzahl von hexameren Sequenzen, die als GRE wirken, und es ist nicht 

ausgeschlossen, dass der Androgen-AR-Komplex mit bestimmter Affinität an diese 

GREs bindet. Nichtsdestotrotz bleibt der genaue molekulare Mechanismus hinter der 

Androgen-abhängigen Regulation von beta- und gamma-ENaC bei weiblichen Ratten 

unklar. Ebenso sind weitere Studien nötig, um die geschlechtsspezifische Expression 

der ENaC-Untereinheiten detaillierter zu untersuchen. Interessanterweise war bei 

Männchen die Wirkung von DHT auf ENaC-Untereinheiten und Expression des AR 

Abbildung 22: Repräsentative schematische Darstellung der 5’-UTR des alpha-ENaC-Gens des 

Menschen mit potentiellen Bindungsmotiven für ausgewählte Transkriptionsfaktoren (nach Quinkler 

et al. [139]). Der blaue Pfeil zeigt den Transkriptionsstart für Exon 1 an. ARE: Androgen-responsives 

Element mit zugehöriger Basensequenz. 
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nicht so stark wie die Wirkung von Testosteron. Bei Weibchen hingegen war der 

Effekt von DHT stärker als der von Testosteron. Ursache dessen könnte sein, dass in 

weiblichen im Vergleich zu männlichen Rattennieren der Testosteron-AR-ARE-

Komplex bzw. der DHT-AR-ARE-Komplex möglicherweise unterschiedliche Co-

Regulatoren oder Co-Suppressoren rekrutiert.  

Die Promoter-Reporter-Studien in HKC-8-Zellen zeigten nicht nur, dass das ARE 

im Promoter des Gens für alpha-ENaC für dessen transkriptionelle Aktivierung 

verantwortlich ist, sondern auch, dass dieser Effekt durch Gabe des AR-Antagonisten 

Flutamid gehemmt werden kann [139]. Die Mutation des ARE hob den durch 

Testosteron vermittelten Effekt auf die Transkription des Gens für alpha-ENaC auf. 

Insofern ist davon auszugehen, dass die Heraufregulation von alpha-ENaC mRNA 

durch Androgene über AR und ARE vermittelt wird. In der Originalbeschreibung der 

Zelllinie HKC-8 durch Racusen et al. wurde leider nicht erläutert, ob die isolierten 

Zellen ursprünglich von einem männlichen oder einem weiblichen Patienten 

stammen [159]. Der Vergleich der AR-Proteinexpression in HKC-8-Zellen mit der in 

primären menschlichen Nierenzelllinien [139] weist jedoch darauf hin, dass HKC-8-

Zellen wahrscheinlich von einem männlichen Spender stammen. Im Gegensatz zu 

Nierengewebe von männlichen Spendern und im Vergleich zu HKC-8-Zellen zeigt 

Nierengewebe von weiblichen Spendern eine schwache Expression von AR-Protein 

[139]. Dies könnte eine Erklärung dafür liefern, warum sich die Ergebnisse von 

Quinkler et al. aus HKC-8-Zellen von denen aus der Untersuchung weiblicher Wistar-

Ratten unterscheiden. Zudem sollte bedacht werden, dass zur Untersuchung der 

Expression der ENaC-Untereinheiten in dieser Arbeit Gesamt-Protein der Niere 

genutzt wurde. Auf die Analyse spezifischer Abschnitte des Nephrons wurde 

verzichtet. 

Interessanterweise konnte in menschlichen embryonalen 293T-Zellen der Niere 

gezeigt werden, dass Androgene ebenso Einfluss auf die Aktivität des MR haben 

[160]. Androgene sind selbst nicht in der Lage, den MR zu aktivieren, aber sie 

antagonisieren die durch Aldosteron bedingte Aktivierung des MR und hemmen den 

durch Aldosteron induzierten Natrium-Fluss in mpkCCDcl4-Zellen (Sammelrohr-

Zelllinie) [160]. Es ist daher nicht ausgeschlossen, dass die in dieser Studie 

beobachteten Effekte zum Teil durch Hemmung des MR vermittelt wurden. DHT ist 
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dabei ein potenterer MR-Antagonist als Testosteron. Androgene hatten im Übrigen 

keinen Einfluss auf die Aktivität des GR. 

 

4.3.2 Einfluss von Estrogenen auf die Expression von ENaC 

Der Estrogen-Rezeptor alpha (ER alpha) wird ebenfalls in den Nieren von Ratten 

exprimiert [161]. In dieser Arbeit hatte die Behandlung mit E2 für 14 Tage keinen 

signifikanten Einfluss auf die ENaC-Untereinheiten bei weiblichen Ratten, obgleich 

ein Trend in Richtung verminderter Expression gesehen werden konnte. Studien von 

Reckelhoff et al. zeigten ebenso, dass Ovariektomie und somit Verminderung des 

E2-Spiegels keinen Einfluss auf den Blutdruck in SHR hat [22]. Andere Studien 

demonstrierten jedoch in Northern Blots, dass ovariektomierte Ratten, die mit 17beta-

Estradiolbenzoat behandelt wurden, einen Expressionsanstieg der renalen alpha-

Untereinheit des ENaC nach 8 und 24 h aufwiesen, während beta- und gamma-

ENaC mRNA nach 24-stündiger Behandlung nicht reguliert zu sein schienen [150]. 

Des Weiteren zeigte die kombinierte, aber nicht isolierte Gabe von 17beta-Estradiol 

und Progesteron eine Heraufregulation von alpha- und gamma-ENaC in der Lunge 

von Ratten nach 24 h [151]. Die Expression der beta-Untereinheit sank nach 

Behandlung mit 17beta-Estradiol oder Progesteron für 8 h in diesen ovariektomierten 

Ratten. Auch die Behandlung mit E2 über 12 Wochen in ovariektomierten Sprague-

Dawley-Ratten, welche einen durch Streptozotocin induzierten Diabetes mellitus 

entwickelt hatten, führte zu einer Herunterregulation der renalen beta-ENaC-

Proteinexpression in Western Blots [162]. Allerdings ist zu bedenken, dass 

Streptozotocin als nephrotoxisch gilt und damit einen potentiellen Einfluss auf die 

Nierenfunktion besitzt. Die Diskrepanz all dieser Ergebnisse könnte Hinweis darauf 

sein, dass der in dieser Arbeit gesehene Effekt von E2 auf die ENaC-Expression 

durchaus gewebsspezifisch und abhängig von Behandlungsdauer, Vorbehandlung 

und Rattenart ist. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Promoter-Analyse der 

ENaC-Untereinheiten identifizierte mögliche EREs in der 5’-UTR jeder Untereinheit. 

Die Funktionalität dieser EREs wurde bislang jedoch noch nicht genauer untersucht. 
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4.3.3 Funktionalität des ENaC 

Es ist bekannt, dass eine Verschiebung des relativen Verhältnisses von alpha-, 

beta- und gamma-ENaC mRNA in der Zelle in einer veränderten Zusammensetzung 

des epithelialen Natriumkanals mit anderen Charakteristika wie Ionenselektivität, 

Fluss und Amilorid-Sensitivität resultieren kann [163]. Die geschlechtsspezifischen 

Expressionsunterschiede, die in dieser Arbeit beschrieben werden, sind nicht groß, 

doch in der Summe könnten sie eine wichtige Rolle bezüglich der relativ kleinen 

Blutdruckunterschiede zwischen Männern und Frauen spielen. Da Testosteron auch 

über eine intrazelluläre Synthese in der menschlichen Niere selbst gebildet werden 

könnte [142], sind Androgen-Spiegel im Bereich des Nierenepithels möglicherweise 

höher, als Blutserumspiegel erwarten lassen. In Ratten, die sowohl kastriert als auch 

adrenalektomiert worden sind, kann Testosteron noch immer im Serum 

nachgewiesen werden [130]. Dies deutet auf eine extra-adrenale und -gonadale 

Androgen-Synthese hin. Elektrophysiologische Messungen in M1-Zellen zeigten, 

dass im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen eine Testosteron-Behandlung der 

Zellen zu einer signifikant erhöhten Antwort gegenüber Amilorid, einem ENaC-

Inhibitor, führt [139]. Dies deutet wiederum daraufhin, dass Testosteron die ENaC-

Aktivität stimulieren kann.  

 

4.4 Autoregulation des AR 

Die Autoregulation des AR durch Androgene ist gewebsspezifisch und 

altersabhängig [133-135], jedoch wurden Geschlechtsunterschiede in der Androgen-

vermittelten Regulation des AR in der Rattenniere bislang nicht beschrieben. 

Immunohistochemische Experimente zeigten eine Expression des AR im distalen 

Tubulus der menschlichen Niere [127, 161] wie auch im renalen Sammelrohr der 

Ratte [130] und im Glomerulum [128]. In diesem in vivo Rattenmodell konnte eine 

renale AR mRNA Expression in allen Gruppen gefunden werden. Die Testosteron-

Behandlung erhöhte die renale Expression von AR mRNA in männlichen Wistar-

Ratten. Während DHT keinen Effekt auf den AR auf mRNA-Ebene hatte, erhöhte er 

dessen Protein-Expression. Dies weist darauf hin, dass die Autoregulation des AR 

durch DHT in der Rattenniere auf posttranskriptionaler Ebene stattfindet, z.B. durch 

erhöhte AR-Stabilität durch die Ligandenbindung. Eine Autoregulation des AR konnte 

allerdings nicht bei weiblichen Wistar-Ratten gesehen werden, bei denen eine  
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14-tägige Behandlung mit Androgenen die AR mRNA eher herunterzuregulieren 

schien. Eine AR-Proteinexpression war bei besagten Weibchen kaum detektierbar. 

Unter Nutzung der Northern Blot-Technik beschrieben andere Autoren einen Anstieg 

renaler AR mRNA in Rattennieren 4 Tage nach Orchiektomie der Ratten sowie einen 

Abfall der AR mRNA nach erneuter Stimulierung mit Testosteronpropionat für 24 h 

[136]. Die Diskrepanz im Hinblick auf die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse ist 

möglicherweise auf unterschiedliche Behandlungszeiträume zurückzuführen. Die  

5’-UTR des menschlichen Gens [164, 165] wie auch des Ratten-Gens für den AR 

[166] beinhaltet kein ARE, aber in der kodierenden Region des menschlichen AR-

Gens konnten zwei AREs identifiziert werden, die mit der Heraufregulation von AR 

mRNA in der menschlichen Protstatakarzinom-Zelllinie PC3 in Zusammenhang 

stehen könnten [132]. Ebenso ist es denkbar, dass der DHT-AR-Komplex über ein 

autokrines Feedback non-genomische Transduktionswege wie den MAPK-Signalweg 

aktiviert, so zur Phosphorylierung von AR und von AR-Co-Regulatoren führt und 

damit die transkriptionelle Aktivität des AR verstärkt [167]. Die Gewebsspezifität und 

geschlechtsabhängigen Unterschiede in der Autoregulation des AR weisen jedoch 

darauf hin, dass andere Faktoren als allein der AR bzw. Unterschiede in der 

posttranslationalen Modifikation des AR eine Rolle zu spielen scheinen. Des 

Weiteren ist bekannt, dass die transkriptionelle Aktivität des AR zum Teil von CAG-

kodierten Polyglutamin-Sequenzen innerhalb des AR abhängig ist [168]. Eine 

Korrelation zwischen der Länge der CAG-Sequenzen und dem Blutdruck älterer 

Männer konnte jedoch nicht festgestellt werden. Eine mögliche Assoziation zwischen 

der Länge der CAG-Sequenzen innerhalb des AR und den geschlechtsabhängigen 

Blutdruckunterschieden wurde bislang nicht untersucht und könnte Gegenstand 

künftiger Studien sein. 

Eine Regulation des renalen AR in der Niere durch E2 ist bislang in keiner 

anderen Studie beobachtet worden. Quarmby et al. untersuchten die Autoregulation 

von AR mRNA in der ventralen Prostata der Ratte bzw. in vitro in LNCaP-Zellen, 

einer menschlichen Prostatakarzinom-Zelllinie [136]. Eine Behandlung mit E2 hatte 

weder in vivo noch in vitro Einfluss auf die Expression von AR mRNA. 
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4.5 Regulation von ENaC in Stimulationsexperimenten in 

vitro 

4.5.1 Ergebnisse aus einer kortikalen Sammelrohr-Zelllinie der 

Maus (M1) 

Die renale Zelllinie M1 stammt von gesundem Nierengewebe einer transgenen 

Maus (tg(SV40E)Bri7). Die Zellen haben viele Eigenschaften des kortikalen 

Sammelrohrs behalten, so zum Beispiel Morphologie und Antigene des kortikalen 

Sammelrohrs wie ENaC und CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator) [169]. In vorangegangenen Experimenten konnte in elektrophysiologischen 

transepithelialen Messungen in der Ussing-Kammer gezeigt werden, dass M1-Zellen, 

die vorher mit Testosteron behandelt worden waren und durch Amilorid gehemmt 

wurden, einen größeren Abfall des Natriumflusses zeigten als solche Zellen, die nicht 

behandelt worden waren [139]. In dieser Arbeit konnte jedoch durch die quantitative 

Realtime-PCR Analyse eine Androgen-abhängige Regulation der mRNA der 

einzelnen ENaC-Untereinheiten nicht sicher beobachtet werden. Zwar fiel zunächst 

eine signifikante Stimulation von alpha-ENaC nach Inkubation mit 10-7 M Testosteron 

für 48 h auf, aber in weiteren Experimenten zur Ermittlung der Dosis-Wirkungs-

Beziehung konnte dieser Effekt nicht reproduziert werden. Ebenso ergab sich keine 

signifikante Stimulation von alpha-ENaC nach Behandlung mit DHT. Des Weiteren ist 

bekannt, dass M1-Zellen ihre physiologische Antwort auf Aldosteron-Stimulation 

verloren haben [169]. In dieser Arbeit konnte keine der drei ENaC-Untereinheiten 

durch Aldosteron stimuliert werden. Náray-Fejes-Tóth et al. haben jedoch inzwischen 

eine Zelllinie aus M1 entwickeln können, die den MR exprimiert und einen 

Natriumfluss nach Aldosteron-Stimulation entwickelt (M1-MR+) [170]. Wenn es 

gelänge, die Expression des AR durch Transfektion in diesen Zellen zu erhöhen, so 

wäre diese Zelllinie ein mögliches System zur Untersuchung der Wirkung von 

Geschlechtshormonen auf den ENaC in vitro. 

 

4.5.2 Ergebnisse aus einer kortikalen Sammelrohr-Zelllinie der 

Ratte (RCCD2) 

Die ebenfalls in dieser Arbeit untersuchte Zelllinie RCCD2 stammt aus dem 

kortikalen Sammelrohr der Rattenniere und ist hoch-differenziert. RCCD1-Zellen 
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wurden ursprünglich durch Infektion primärer kortikaler Sammelrohr-Zellen mit dem 

Wild-Typ Affenvirus 40 (SV40) immortalisiert [171] und ein besonders proliferativer 

Subklon dieser Zellen als RCCD2-Zelllinie weiterkultiviert [172]. Die Zelllinie besteht 

sowohl aus Hauptzellen als auch aus Schaltzellen des Sammelrohrs und zeichnete 

sich in Studien von Djelidi et al. charakteristischerweise durch einen hohen 

transepithelialen Widerstand und Ionentransport aus [172]. Im Vergleich zu RCCD1-

Zellen hat die RCCD2-Zelllinie ihre Sensitivität gegenüber Aldosteron nicht verloren. 

RCCD2-Zellen exprimieren die Steroidrezeptoren GR und MR, die Na+-K+-ATPase, 

SGK1 sowie 11beta-HSD2 . Des Weiteren exprimiert die Zelllinie alle Untereinheiten 

des ENaC, doch fiel in der vorliegenden Arbeit auf, dass die Expression von beta- 

und gamma-ENaC ausgesprochen schwach ist. Auf eine Untersuchung dieser 

beiden Untereinheiten wurde daher in den in vitro Stimulationsexperimenten 

verzichtet. Ähnlich wie bereits beschrieben [172] führte die Inkubation mit Aldosteron 

zu einem Anstieg der mRNA-Expression von alpha-ENaC auf mehr als 600%. Dieser 

Effekt war allerdings erst nach Inkubation mit 10-7 M Aldosteron sichtbar, während in 

Studien von Djelidi et al. bereits eine Konzentration von 10-9 M in der Lage war, 

diesen Expressionsunterschied zu bewirken. Es ist daher generell nicht 

auszuschließen, dass der durch Aldosteron bewirkte Effekt neben dem MR auch über 

den GR vermittelt wurde. Durch die Gabe von Spironolacton, das primär als MR-

Antagonist wirkt und eine geringe Affinität für den GR besitzt, konnte jedoch die 

Aldosteron-Wirkung in den RCCD2-Zellen aufgehoben werden. In Anbetracht der 

schwachen Expression der ENaC-Untereinheiten muss zudem vermutet werden, 

dass die in dieser Arbeit genutzten Passagen von RCCD2-Zellen ihre ursprünglichen 

Eigenschaften zum Teil verloren haben könnten. Eine Expression des AR konnte in 

dieser Arbeit zwar auf mRNA-Ebene detektiert, aber nicht sicher im Western 

Immunoblot identifiziert werden. Dies erklärt, dass eine Inkubation von RCCD2 mit 

Testosteron und DHT keinen Einfluss auf die Expression der alpha-Untereinheit von 

ENaC hatte. 

 

4.5.3 Ergebnisse aus primären Gefäßmuskelzellen der Ratte 

(VSMC) 

Die primäre Zelllinie VSMC (vascular smooth muscle cells) wurde aus der Aorta 

von Sprague-Dawley-Ratten isoliert [173]. Auf mRNA-Ebene zeigte sich eine 
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schwache Expression von alpha-ENaC, während die beta- und gamma-Untereinheit 

des ENaC im Rahmen dieser Arbeit auf VSMC-Zellen nicht detektiert werden 

konnten. Es ist bekannt, dass glatte Gefäßmuskelzellen den ENaC exprimieren, 

wobei dessen genaue Rolle in diesem Kontext bislang nicht hinreichend geklärt ist. 

Zudem scheint es eine große Variabilität der Expression von ENaC-Untereinheiten 

auf glatten Gefäßmuskelzellen zu geben, die abhängig ist von Spezies, Alter und 

Passage der Zellkultur [174]. Es gibt Hinweise darauf, dass die ENaC-Expression im 

Zusammenhang mit dehnungs-induzierter Vasokonstriktion steht bzw. eine Rolle bei 

der Migration glatter Gefäßmuskelzellen im Rahmen von Reparationsmechanismen 

nach vaskulären Mikrotraumata spielt [174]. Des Weiteren ist bekannt, dass der 

Androgen-Rezeptor auf Endothel und glatten Gefäßmuskelzellen exprimiert wird 

[141] und Androgene selbst in der Lage sind, die Expression des Rezeptors 

heraufzuregulieren [175]. Eine Inkubation von VSMC mit Androgenen hatte in dieser 

Arbeit jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von alpha-ENaC 

mRNA. Auf die Untersuchung der anderen beiden ENaC-Untereinheiten wurde 

aufgrund der geringen Expression verzichtet. 

 

4.6 Limitationen der vorliegenden Arbeit 

Die in dieser Arbeit beobachtete Wirkung von Geschlechtshormonen auf die 

Untereinheiten von ENaC und auf den AR beschränkt sich auf deren Expression auf 

mRNA- und Protein-Ebene. Allerdings konnten keine Daten erhoben werden, die 

Rückschlüsse auf die Funktionalität des ENaC nach Androgen-Stimulation in vivo 

zulassen. Es ist zwar fraglich, ob die beobachteten Veränderungen der ENaC-

Expression eine messbare Veränderung der Natriumexkretion im Urin der Ratte zur 

Folge gehabt hätten, zumal diese auch stark von der aufgenommenen Nahrung 

abhängt. Riazi et al. nutzten jedoch in einer Studie den Nachweis von ENaC-Protein 

im Urin der Versuchstiere als möglichen Marker für einen erhöhten ENaC-Umsatz 

[149]. Da die Behandlung der Wistar-Ratten, deren Nieren in dieser Arbeit untersucht 

wurden, ursprünglich in Würzburg stattgefunden hatte, stand nachträglich kein Urin-

Probenmaterial zur Evaluierung von Nierenfunktionsparametern zur Verfügung. 

Deshalb wäre interessant, derartige Messungen in zukünftigen Experimenten 

nachzuholen. Zudem erfolgte in dieser Arbeit lediglich eine Messung von Gesamt-

Protein der Niere, wobei sich die Frage stellt, ob sich die geschlechtsabhängige 



Diskussion 

77 

Regulation der ENaC-Expression in der Niere regional unterscheidet. Strukturelle 

Analysen und immunohistochemische Experimente wären nötig, um die 

verschiedenen Abschnitte des ASDN hinsichtlich ihrer ENaC-Expression nach Gabe 

von Androgenen zu untersuchen. Nicht zuletzt sollte auch in Betracht gezogen 

werden, dass andere renale Natriumkanäle ebenfalls Angriffspunkt für 

Geschlechtshormone sein könnten und so zusätzlich zu Blutdruckunterschieden 

zwischen den Geschlechtern beitragen würden. Bislang gibt es dazu ebenfalls keine 

genauen Studien. 

Abbildung 23 fasst die geschlechtsspezifische Regulation von ENaC und AR 

durch Androgene zusammen. Insgesamt ist zu bedenken, dass der Blutdruck 

generell auf verschiedenen Ebenen des Organismus durch Geschlechtshormone 

reguliert wird. Androgene, Estrogene und Progesteron haben Einfluss auf 

Gefäßtonus, Atherogenese, Herz, Nierenfunktion und -metabolismus sowie auf 

Abbildung 23: Wirkung von Androgenen auf den distalen Tubulus. Testosteron und DHT binden an 

den Androgen-Rezeptor (AR) und bewirken auf transkriptionellem wie auch nicht-transkriptionellem 

Weg eine veränderte Expression der ENaC-Untereinheiten. Diese Regulation ist geschlechtsabhängig 

und scheint weitere geschlechtsabhängige Faktoren zu involvieren. Der genaue Mechanismus bleibt 

jedoch unklar. Des Weiteren wird der AR in der Niere der Ratte ebenso geschlechtsspezifisch durch 

Androgene autoreguliert. Bei weiblichen Ratten hat zudem E2 einen Einfluss auf die Expression des 

AR (hier nicht gezeigt).  
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zentrale Steuerungsmechanismen des Nervensystems. Deshalb leisten die hier 

beschriebenen geschlechtsspezifischen Effekte von Androgenen auf die Expression 

des ENaC allenfalls einen Beitrag zur Blutdruckadjustierung. Weiterführende Studien 

in vivo und in vitro müssen zeigen, welchen Einfluss Geschlechtshormone auf die 

Funktion des ENaC haben. Des Weiteren werden große klinische Studien nötig sein, 

um eine direkte Korrelation zwischen Androgen-Spiegeln beim Menschen und 

Einflüssen auf das renale sowie kardiovaskuläre System zu zeigen. 
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5 Zusammenfassung 

Mit Beginn der Pubertät steigt der normale Blutdruck bei Jungen bzw. Männern 

stärker an als der bei Mädchen bzw. Frauen. Diese Differenz bleibt im 

Erwachsenenalter zunächst bestehen, bis sich schließlich die Blutdruckwerte 

zwischen den Geschlechtern im höheren Lebensalter wieder angleichen. In 

verschiedenen Rattenmodellen fielen ebenfalls geschlechtsspezifische 

Blutdruckunterschiede auf, welche durch Kastration der männlichen Tiere 

aufgehoben werden konnten. Des Weiteren ist bekannt, dass Geschlechtshormone 

komplexe Effekte auf das renale und kardiovaskuläre System ausüben und eine 

Rolle bei der Blutdruckregulation spielen. 

Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) moduliert Natrium- und 

Wasserreabsorption in der Niere. Aldosteron ist einer der Hauptregulatoren des 

ENaC. Eine geschlechtsspezifische Regulation des ENaC insbesondere über 

Androgene war bislang nicht ausreichend untersucht. Androgene selbst wirken über 

den Androgen-Rezeptor (AR). Dessen Autoregulation durch Androgene ist sehr 

gewebsspezifisch und abhängig von der untersuchten Spezies sowie von deren 

Entwicklungsstadium. 

Gegenstand dieser Arbeit ist die Frage, ob es in vivo geschlechtsspezifische 

Expressionsunterschiede von ENaC und AR basal sowie nach Hormonstimulation 

gibt. Außerdem wurde überprüft, ob es im Promoter der untersuchten Zielproteine 

potentielle Regionen gibt, die eine Regulation durch Geschlechtshormone erklären. 

Dies erfolgte am Rattenmodell in vivo sowie in vitro an den renalen Zelllinien M1 und 

RCCD2 wie auch an primären Gefäßmuskelzellen der Ratte (VSMC). Dabei wurden 

mittels semiquantitativer und quantitativer PCR und Western Immunoblot die 

Expressionsniveaus aller ENaC-Untereinheiten sowie des AR auf mRNA- und 

Protein-Ebene untersucht.  

Die basale renale Expression der ENaC-Untereinheiten sowie des AR 

unterschied sich zwischen gonadektomierten Männchen und Weibchen nicht. Die 

Behandlung der männlichen Ratten mit Testosteron 500 mg/kg KG (TUD500) führte 

zu einer moderaten Heraufregulation von alpha-ENaC mRNA. Ebenso war alpha-

ENaC Protein nach Behandlung der Männchen mit Testosteron oder 5alpha-

Dihydrotestosteron (DHT) heraufreguliert. Die Expression von beta- und gamma-

ENaC war bei männlichen Ratten durch Androgene unbeeinflusst, es zeigten sich 
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keine quantitativen Unterschiede von mRNA oder Protein in PCR oder Western Blot 

im Vergleich zu gonadektomierten männlichen Kontrolltieren. Im Gegensatz zu den 

männlichen Tieren zeigte sich bei weiblichen Wistar-Ratten eine Herunterregulation 

der mRNA-Expression aller ENaC-Untereinheiten durch Androgene im Vergleich zu 

ovariektomierten weiblichen Kontrolltieren. Dieser Effekt war signifikant nach 

Behandlung der Weibchen mit DHT. Die Western Blots für alpha-und beta-ENaC 

Protein konnten diesen Effekt bei den weiblichen Tieren bestätigen, während die 

Expression von gamma-ENaC Protein insgesamt sehr gering war.  

In gleicher Art und Weise ergaben sich geschlechtsspezifische Unterschiede in 

der Autoregulation des AR. Die Gabe von TUD500 führte zu einer signifikant 

stärkeren Expression von renaler AR mRNA und AR Protein bei männlichen Wistar-

Ratten. Im Western Blot zeigte sich zudem eine erhöhte Expression von AR Protein 

nach DHT Behandlung bei den Männchen. Im Gegensatz dazu bestand bei 

weiblichen Wistar-Ratten eher ein Trend in Richtung Suppression von AR mRNA und 

Protein im Vergleich zu weiblichen Kontrolltieren. Estradiol (E2) führte schließlich zu 

einer signifikanten Herunterregulation von AR mRNA. 

Die in dieser Arbeit genutzten Zelllinien zeigten diverse Einschränkungen, die 

eine Untersuchung der Androgen-abhängigen Regulation des ENaC in vitro sehr 

erschwerte. Die renale Zelllinie M1 exprimiert zwar alle Untereinheiten des ENaC, hat 

allerdings ihre physiologische Antwort auf Aldosteron-Stimulation bereits verloren und 

stellt mangels Expression des AR kein optimales Modell zur Untersuchung 

geschlechtsspezifischer Mechanismen der ENaC-Regulation dar. Die renale 

Sammelrohr-Zelllinie RCCD2 exprimiert ebenfalls alle drei ENaC-Untereinheiten und 

zeigt im Gegensatz zu M1 eine Aldosteron- und MR-abhängige Stimulation von 

alpha-ENaC. Dennoch wird auch auf RCCD2-Zellen AR Protein nicht ausreichend 

exprimiert, so dass eine Behandlung mit Androgenen bei diesen Zellen ebenfalls 

keinen Einfluss auf die Expression von ENaC mRNA hatte. Da bekannt ist, dass der 

AR auf glatten Gefäßmuskelzellen (VSMC) exprimiert wird, wurden diese zusätzlich 

hinsichtlich der Expression von ENaC und dessen Regulation untersucht. VSMC 

zeigte lediglich eine Expression von alpha-ENaC, wobei sich auch hier keine 

Regulation durch Androgene fand.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass ENaC und AR geschlechtsspezifisch 

durch Androgene reguliert werden. Obgleich die in dieser Arbeit beschriebenen 
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Expressionsunterschiede signifikant, aber relativ gering sind, könnten Androgene auf 

diese Weise in der Lage sein, die renale Natriumreabsorption zu beeinflussen und 

sich somit auf den Blutdruck auszuwirken. Dies würde eine mögliche Erklärung für 

die beobachtbaren physiologischen Blutdruckunterschiede zwischen den 

Geschlechtern liefern. 
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