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Arbeitshypothese und Fragestellung

Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) katalysieren die Bildung von hoch-
reaktivem Stickstoffmonoxid (NO) aus der basischen Aminosaure L-
Arginin. Die drei wichtigsten Isoenzyme der NOS wurden urspringlich
nach den Geweben bzw. Zellen, in denen sie erstmals entdeckt wur-
den, als neuronale NOS (nNOS), Makrophagen NOS (iNOS) und endo-
theliale NOS (eNOS) bezeichnet. Es gibt zunehmend Hinweise fir die
bedeutende Rolle des NOS-NO-Signaltransduktionsweges bei der
Erektion. Verschiedene Studien weisen auf eine altersabhangige Ab-
nahme der erektilen Potenz bei Mannern ab dem 40. Lebensjahr hin.
Ob Veranderungen im NOS-NO-Signaltransduktionsweg, insbesondere
in der Expression der endothelialen NOS an der altersabhéngigen Zu-

nahme der erektilen Dysfunktion beteiligt sind, ist bisher nicht geklart.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, zunachst qualitativ die
konstitutiv exprimierte endotheliale NOS-Expression in Corpus caver-
nosum penis-Gewebe von Mensch und Ratte nachzuweisen. Weiterhin
wurden mogliche altersabhéngige Veranderungen der endothelialen
NOS-mRNA-Expression im CCP-Gewebe untersucht.
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1 Einleitung

Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) katalysieren die Bildung von hoch-
reaktiven Stickstoffmonoxidradikalen® (NO) aus der basischen Amino-
saure L-Arginin, als Koprodukt entsteht L-Citrullin (Abb. 1). Die vasodi-
latierende Eigenschaft von NO wurde erstmals 1987 in isolierten Gefa-
Ben beschrieben (Ignarro et al. 1987, Palmer et al. 1987). Das in den
GefalRendothelzellen gebildete NO bewirkt in den benachbarten glatten
Gefallmuskelzellen eine Relaxation. NO stimuliert die nahezu ubiquitar
in Saugetierorganismen vorkommende zytosolische Guanylylzyklase
(Arnold et al. 1977, Goldberg und Haddox 1977), welche durch ZykKlisie-
rung von Guanosintriphosphat (GTP) den intrazellularen Botenstoff
(,second messenger’) zyklisches Guanosin-3"-5"-monophosphat
(cGMP) bildet (Abb. 2). Die Erhdhung des cGMP-Spiegels fuhrt zu einer
Aktivierung spezifischer Proteinkinasen und I6st damit eine Reihe un-
terschiedlicher Phosphorylierungsreaktionen in der Zelle aus, die tUber
eine Senkung der zytosolischen Calciumionenkonzentration zur Relaxa-
tion der glatten Muskelzellen fihren und somit letztendlich die Vasodila-

tation vermitteln.

Inzwischen wurden verschiedene Isoenzyme der NOS gereinigt, cha-
rakterisiert und kloniert, von denen die drei wichtigsten die Isoformen I,
Il und Il sind. Sie wurden ursprtinglich nach den Geweben bzw. Zellen,
in denen sie erstmals entdeckt und aus denen sie isoliert wurden, als
neuronale NOS (nNOS, NOS I), Makrophagen-NOS (iNOS (i = indu-
zierbare), NOS II) und endotheliale NOS (eNOS, NOS lll) bezeichnet.
Die nNOS und die eNOS sind konstitutiv exprimierte, durch Calciumio-
nen aktivierbare Enzyme. Sie fuhren zu einer permanenten, quantitativ
jedoch geringen (pico- bis nanomolaren) Freisetzung von NO (Moncada
et al. 1991, Férstermann et al. 1995, Bernatova et al. 1998, Geller et al.
1998, Arzumanian et al. 2003).

! Stickstoffmonoxidradikale werden in dieser Arbeit mit NO statt mit NOe bezeichnet.



Synthese von Stickstoffmonoxid
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Abbildung 1
Schematische Darstellung der Synthese von Stickstoffmonoxid (NO).

Alle Isoenzyme der Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) benutzen die ba-
sische Aminosaure L-Arginin als Substrat und molekularen Sauerstoff
als Kosubstrat. Es entstehen L-Citrullin und NO. Alle NOS bendtigen
die wasserstoffubertragenden Koenzyme Nikotinamidadenindinukleotid
(NADPH), 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH,) sowie Flavinmononukleotid
(FMN) und Flavinadenindinukleotid (FAD).



10

Parasymp.
Neuron

Acetylcholin

Symp. Neuron NANC-Neuron

L-Arginin

Noradrenalin

H Endothel- |: :I

i zelle :| i

| |

l%=====J l\\ ————————————————————————————————

Glatte
Muskel-
zelle

Relaxation

Kontraktion

Abbildung 2

Schematische Darstellung der NO-Bildung und dessen erektionsregu-
lierende Wirkung in nicht-adrenergen-nicht-cholinergen (NANC) Neuro-
nen, Endothel- sowie kavernésen Muskelzellen im Schwellkérper (Cor-
pus cavernosum penis).

Nach einem sexuellen Reiz werden Transmitter im ZNS freigesetzt, die
zu einer Ausschittung von Acetylcholin in parasympathischen Nerven-
fasern fuihren. Acetylcholin hemmt die adrenerg-sympathische Innerva-
tion und dadurch die Kontraktion der glatten Muskelzellen. Parallel sti-
muliert Acetylcholin direkt die nNOS in den NANC-Neuronen sowie die
eNOS in den Endothel- und glatten Muskelzellen. Somit wird NO zum
einen aus den NANC-Neuronen und zum anderen aus den Endothelzel-
len freigesetzt. NO stimuliert in den benachbarten glatten Muskelzellen
die Guanylylzyklase (GC), wodurch diese relaxieren.
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Die INOS wird meistens nach Stimulation mit Endotoxinen und/oder Zy-
tokinen gebildet, ist weitgehend calciumionenunabhéngig und produ-

ziert mikromolare NO-Konzentrationen.

NO ist auch an der Regulation der Erektion des Penis beteiligt. Die
Erektion ist ein neuronal gesteuertes vaskulares Phanomen. Nach ei-
nem sexuellen Reiz werden Transmittersubstanzen im ZNS ausge-
schuttet, die im Penis letztlich zu einem vermehrten arteriellen Blutein-
strom und einem verminderten vendsen Blutabstrom fuhren. Die glatten
kaverndsen Muskelzellen der paarigen, schwammartig aufgebauten
Schwellkdrper des Penis (Corpora cavernosa penis, CCP) sind im Ru-
hezustand kontrahiert. Nach sexueller Stimulation relaxieren die kaver-
nosen sowie die Gefalmuskelzellen des CCP-Gewebe u.a. Uber eine
NOS-NO-Signaltransduktion. Dies fuhrt zu einem verstarkten Blutein-
strom in die kaverndsen Hohlraume. Der vendse Abfluld wird durch die
vermehrte Fullung der Arterien sekundar tber eine Kompression der
umgebenden Venen gedrosselt (vasookklusiver Mechanismus, Abb. 3).

Die biologische Bedeutung von NO bei der Erektion wurde erstmals
1990 an isoliertem Corpus cavernosum penis (CCP)-Gewebe von Rat-
ten beschrieben (Ignarro et al. 1990). Die elektrisch stimulierte Erektion
konnte durch NOS-Inhibitoren gehemmt werden. Ahnliches beschrieben
Burnett et al. (1992), die an isolierten glatten Muskelzellen des CCP-
Gewebes von Ratten die elektrisch stimulierte Relaxation durch Hemm-
stoffe der NOS blockierten. Weitere physiologische Untersuchungen
der Erektion an Ratten und Kaninchen zeigten ebenfalls eine Abnahme
der Erektion in Gegenwart von NOS-Inhibitoren (Holmquist et al. 1991,
Burnett et al. 1993, Stief et al. 1994).

Im menschlichen Schwellkdrper- und Schwellkérpernervengewebe so-
wie den Penis versorgenden Nerven und Gefal3en wurden sowohl die
NNOS als auch die eNOS immunhistochemisch nachgewiesen (Burnett
et al. 1993, Dail et al. 1994, Bloch et al. 1997, Rajasekaran et al. 1998,
Cartledge et al. 2000, Stanarius et al. 2001). Diese Untersuchungen



12

zeigten, dalR der NOS-NO-cGMP-Signaltransduktionsweg bei der Rela-

xation im CCP-Gewebe und somit bei der Erektion eine bedeutende

Rolle spielt.
Sexueller Reiz
& NANC-
Neuron
Arterie
Vene
€, ‘ >
€ \ ; ’ >
kontrahiertes CCP-Gewebe relaxiertes CCP-Gewebe
Abbildung 3

Schematische Darstellung der Dilatation von glattmuskularem Corpus
cavernosum penis.

Als Antwort auf einen sexuellen Reiz werden in verschiedenen Zellen
des Corpus cavernosum penis (CCP), dem schwammartigen Schwell-
korper des Penis, Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) aktiviert. Aktivie-
rung der neuronalen NOS (nNOS) in den nicht-adrenergen-nicht-
cholinergen (NANC) Neuronen und der endothelialen NOS (eNOS) in
den glatten Muskelzellen sowie in den Arterien des Schwellkdrpers fuhrt
zur NO-Bildung. NO aktiviert cGMP, welches letztendlich die Relaxation
vermittelt, wodurch es zur Dilatation des CCP und der Arterien kommit.
Der vermehrte Bluteinstrom in die Penisarterien und das Aufweiten der
kaverndsen Hohlraume des CCP durch das einstrémende Blut fihren
sekundar zu einer Kompression des Venennetzes und somit zu einem
verminderten Blutabstrom. Diese Mechanismen bedingen die Erektion.
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Verschiedene Studien weisen auf eine altersabhéngige Abnahme der
erektilen Potenz hin (Johannes et al. 2000, Derby et al. 2001, Marumo
et al. 2001). Die ,Massachusetts Male Aging Study®, an der 1709 Man-
ner im Alter zwischen 40 und 69 Jahren teilnahmen, zeigte eine signifi-
kante Zunahme der erektilen Dysfunktion mit jeder Lebensdekade ab
dem 40. Lebensjahr (Abb. 4, Feldmann et al. 1994).

Ob Veréanderungen im NOS-NO-cGMP-Signaltransduktionsweg an der
altersabhangigen Zunahme der erektilen Dysfunktion beteiligt sind, ist

bisher nicht geklart.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es einerseits, qualitativ die konsti-
tutiv exprimierte eNOS auf mMRNA-Ebene im CCP-Gewebe von Mensch
und Ratte nachzuweisen. Desweiteren wurden mogliche altersabhéngi-
ge Veranderungen der eNOS-mRNA-Expression im CCP-Gewebe von

Ratten untersucht.
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Abbildung 4

Ergebnisse der Massachusetts Male Aging Study.

1709 Méanner zwischen 40 und 69 Jahren wurden bezlglich einer erek-
tilen Dysfunktion (ED) untersucht. Die ED nahm mit steigendem Le-
bensalter zu.
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2 Material und Methoden

Aus Corpus cavernosum penis-Gewebe von Mensch und Ratte sowie
Tunica albuginea-Gewebe vom Menschen wurde Gesamt-RNA extra-
hiert, die zunachst mittels der Reverse-Transkriptase-
Polymeraseketten-Reaktion (RT-PCR) auf die Expression von eNOS-
MRNA untersucht wurde. Anschlielend wurde ein RNase Protection
Assay mit nachfolgender Graustufenanalyse zur Quantifizierung der
NOS-mRNA-Expression im CCP-Gewebe von Ratten verschiedener Al-

tersstufen durchgefihrt.

2.1 Humanes Corpus cavernosum penis-Gewebe

Menschliches Corpus cavernosum penis-Gewebe von drei Patienten,
die sich einer Geschlechtsumwandlung unterzogen, wurde uns von
Prof. Dr. med. U. Jonas der Urologischen Klinik der Medizinischen Uni-
versitat Hannover zur Verflgung gestellt. Tunica albuginea-Gewebe
von vier Patienten mit einer diagnostizierten Induratio penis plastica?,
die eine hohergradige Penisdeviation aufwiesen und diese operativ kor-
rigieren lassen wollten, erhielten wir von Dr. med. W. Wagner aus der
Urologischen Abteilung des Bundeswehrkrankenhauses Hamburg und
von Prof. Dr. med. F. Schreiter aus der Urologischen Klinik des Allge-
meinen Krankenhauses Hamburg-Harburg. Bei keinem dieser Patienten
gab es einen Hinweis auf eine verminderte Rigiditdt oder einer verrin-

gerten Haufigkeit der Anzahl der Erektionen.

Eine Einverstandniserklarung der Patienten bezuglich der Gewebeent-
nahme und der weiteren Untersuchungen lag schriftlich vor. Die For-
schungsarbeit an diesen Gewebeproben ist durch die Hamburger Ethik-

Kommission der Arztekammer Hamburg (OB 7/98) genehmigt.

2 Syn. Sclerosis penis. Chronisch progredient verlaufende Verhartung und Verdichtung
des Penis infolge von bindegewebigen Verhartungen der Tunica albuginea, der
Schwellkdérper und unter Umstanden seitlicher Anteile der Corpora cavernosa, eventu-
ell mit knorpeliger Umwandlung und Verknécherung. Atiologie unbekannt.
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2.2 Ratten-Corpus cavernosum penis-Gewebe

Weiterhin wurde die NOS-mRNA-Expression in CCP-Gewebe von drei,
8, 13 und 26 Monate alten mannlichen Wistar-Ratten untersucht
(n = 33). Die Tiere erhielten wir aus der Zucht des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf, von der Firma Charles-River (Wilmington, Massa-
chusetts, USA) und der Firma Harlan-Winkelmann (Borchen). Die Tiere
wurden bei handelstiblichem Rattenfutter (Altromin®) und Leitungswas-
ser ad libidum gehalten und hatten ein durchschnittliches Gewicht von:
205.67 + 30.47 g (n = 15, 3 Monate), 261.83 + 70.26 g (n = 6, 8 Mona-
te), 269.00 + 43.99 g (n = 5, 13 Monate), 280.29 + 38.58 g (n = 7, 26

Monate).

Als Positivkontrolle zum Nachweis der eNOS-mRNA-Expression wurde
Gesamt-RNA aus Rattenaorta- und humanem sowie Ratten-
Myokardgewebe verwendet (Sha 1993, Stein et al. 1998, Bloch et al.
2001).

Menschliches Corpus cavernosum penis (CCP)- oder Tunica albuginea-
Gewebe wurde sofort nach der Entnahme im Operationssaal in flissi-
gem Stickstoff schockgefroren. Die Ratten wurden mit CO,-Gas getotet,
CCP-, Aorta- und Myokardgewebe umgehend entnommen, mit kalter
NaCl-Losung gespilt, auf einem Filterpapier getrocknet und anschlie-

Rend in flussigem Stickstoff schockgefroren.

2.3 Gesamt-RNA-Praparation

Die Gesamt-RNA wurde nach der Methode von Chomczynsky und
Sacchi (1987) mit geringen Modifikationen extrahiert. Etwa 0.5 g tiefge-
frorenes Gewebe wurde unter flissigem Stickstoff mit einem Pistill pul-
verisiert, in 10 ml eiskalter, denaturierender Losung (Losung D: 4 M
Guanidinium-Thiocyanat, 25 mM Natriumacetat, pH 7.0; 0.5 % Sarcosyl
(N-Lauroylsarcosin-Natrium), 0.1 M 2-Mercaptoethanol) mit einem Po-
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lytron Homogenisator (PT 10-35, Kinematica, Luzern, Schweiz) dreimal
fur 20 s bei Stufe 5 homogenisiert. Die tiefgefrorenen, pulverisierten
Gewebeproben wurden direkt zur denaturierenden L6ésung hinzugege-
ben. Zu dem Homogenat wurden nacheinander Natriumacetat (2 M, pH
4.0, 0.1 Vol.%), wassergesattigtes Phenol (1 Vol.%) und Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1, 0.2 Vol.%) hinzugefligt und jeweils zehnmal ge-
mischt. AnschlielBend wurde die Losung 15 min auf Eis inkubiert und
dann bei 10000 x g und 4 °C fur 30 min in einer Kihlzentrifuge (Modell
J-6B, Beckmann Instruments, Fullerton, Kalifornien, USA) zentrifugiert.
Dadurch wurden die Proteine und die DNA gefallt, extrahiert (Phenol-
phase, Interphase) und von der RNA (obere wassrige Phase) getrennt.
Diese obere wassrige Phase wurde in ein weiteres Falcon-Réhrchen
Uberfuhrt und anschliel3end mit einer isovolumetrischen Menge Isopro-
panol fur 30 min bei =80 °C gefallt und durch Zentrifugation fir 30 min
bei 10000 x g und 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde in 600 pl Lésung D
und in 600 pl Isopropanol mit einem Vortex (Heidolph, Reax 2000, Hei-
delberg) resuspendiert und anschlielRend erneut durch Zentrifugation
(20 min, 14000 x g, 4 °C) pelletiert. AbschlieRend wurde das Pellet mit
70 % Ethanol gewaschen. Das finale RNA-Pellet wurde in Apotheken-
wasser (Aqua ad iniectabilia, Pharmacia, Uppsala, Schweden) aufge-
nommen. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch mittels eines
UV-Spektrometers (Lamda 2S, Perkin Elmer Life Sciences GmbH,
Rodgau-Jigesheim) in Doppelbestimmung bei einer Wellenlange von
260 nm gemessen. Eine optische Dichte (OD) von 25 entsprach einer
RNA-Konzentration von 1 g/l (Sambrook et al. 1989).

Zur Kontrolle der Reinheit der RNA wurde die optische Dichte der RNA
aul3erdem bei 280 nm gemessen, was dem Absorptionsmaximum fir
Proteine entspricht. Der aus den beiden Ergebnissen gebildete Quotient
(OD 260 nm/OD 280 nm) sollte annahernd 2 betragen. Dies sprach fur
Nukleotide ohne nennenswerte Proteinverunreinigung. Zur Qualitats-
kontrolle wurden 2 bis 3 ug jeder RNA-Probe auf einer denaturierenden,

MOPS-gepufferten (MOPS = 3-N-Morpholinopropansulfonsaure), 1 %i-



17

gen Agarosegel-Elektrophorese auf Intaktheit geprift (Sambrook et al.
1989). Die extrahierte RNA wurde bei —80 °C gelagert.

2.3.1 Denaturierende Agarosegel-Elektrophorese (RNA-Gel)

Die RNA wurde in einem 1 %igen Gel nach Grol3e getrennt. Agarose
wurde in 3-N-Morpholinopropansulfonsaure-Puffer (MOPS-Puffer) zu
einer 1 %igen Losung aufgekocht. Nach Abkuhlung des Agarose-
MOPS-Gemisches auf eine Temperatur unter 50 °C wurden 5.6 %
Formaldehyd und 0.0375 % Ethidiumbromid zugesetzt. Diese Agarose-
Losung wurde blasenfrei in einen Geltradger gegossen. In die noch flis-
sige Agarose wurde ein Kamm mit Auftragsschlitzen hineingesteckt.
Nach Polymerisation wurde das RNA-Gel in eine mit MOPS-Puffer ge-
fullte Elektrophoresekammer gelegt und die vorbereiteten RNA-Proben
in die Geltaschen aufgetragen. Dazu wurden die 2 bis 3 pg Gesamt-
RNA mit 6 pl Denaturierungspuffer (63.3 % deionisiertes Formamid,
23.4 % saurefreies Formaldehyd (37 %), 13.3 % 10fach MOPS (41.86 g
MOPS, 4.1 g wasserfreies Natrium-Acetat, 20 ml 0.5 M EDTA-
Stammldsung, auf 1000 ml aufgefiullt mit Apothekenwasser, pH zwi-
schen 5.5 und 7.5) versetzt und 2 min bei 95 °C erhitzt. Nach zweimini-
tiger Abkuhlung auf Eis wurden 2 pl RNA-Ladepuffer (50 % gesattigte
Bromphenolblau-Lésung, 50 % 100 %iges Glycerin) hinzugegeben und
die RNA-Probe in die Taschen des RNA-Gels aufgetragen. Die Laufzeit
betrug bei konstanten 60 V Spannung 45-60 min.

Zur Dokumentation wurden die Gele unter einer UV-Lampe (Fa. Bach-
hofer, Reutlingen) bei einer Wellenlange von 256 nm photographiert.
Die RNA-Gel-Elektrophorese gibt neben der RNA-Qualitat auch Auf-
schlul® Uber eine mdgliche Verunreinigung der RNA und stellt eine zu-
satzliche Kontrolle der photometrisch ermittelten RNA-Konzentration
dar (Sambrook et al. 1989).
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2.4 Reverse-Transkriptase-Polymeraseketten-Reaktion (RT-PCR)

Die Polymeraseketten-Reaktion (PCR) ist die sensitivste Methode zum
Nachweis von mRNA-Spezies (im Prinzip ist der Nachweis von einem
Molekil maoglich). Bei der Reversen Transkription (RT) wird zunéchst
aus Gesamt-RNA mit Hilfe von unspezifischen einzelstrangigen DNA-
Primern, der Reversen Transkriptase (DNA-Polymerase) und Desoxy-
nukleotiden die mRNA in eine komplementare, einzelstrangige DNA
(cDNA) umgeschrieben. Mittels spezifischer Oligonukleotidprimer wur-

den dann diese cDNA-Abschnitte in mehreren Zyklen amplifiziert.

Bei der Reversen-Transkriptase-Reaktion wurden 0.5 pg Gesamt-RNA
(0.1 pg/pl) eingesetzt. Diese Menge wurde in ein Eppendorf-Tube pipet-
tiert und mit Apothekenwasser auf 5 pl aufgefillt. Zu jeder Probe wurde
dann 1 pl Random-Primer (Promega, Madison USA, Konzentration: 500
png/ml) gegeben. Nach kurzer Zentrifugation (Tischzentrifuge, Modell
5415C, Eppendorf, Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) wurden die Proben

dann fur 10 min bei 70 °C und anschlieRend auf Eis inkubiert.

Die Losung fur die Reverse-Transkriptase-Reaktion setzte sich zusam-
men aus dem Superscript lI-Reverse-Transkriptase-Kit (Gibco, Berlin).
Das Desoxynukleosidtriphosphat-Set bestand aus den vier Desoxy-
nukleotiden dATP, dCTP, dGTP und dTTP. Die Stammldsungen der
Desoxynukleotide wurden auf eine Konzentration von 10 mmol ver-
dinnt. Die LOsung fur die Reverse-Transkriptase-Reaktion setzte sich
wie folgt zusammen: 10 pl First Strand Puffer je Probe, 5 pl Desoxy-
nukleotide je Probe (10 mmol) und 5 pl DTT (Dithiothreitol) je Probe.
Hierzu wurden 23 ul Apothekenwasser je Probe pipettiert. Diese LO-
sung wurde fur 60 min bei 42 °C inkubiert. Nach etwa 1 min erfolgte die

Zugabe von 1 pl Superscript 1l je Probe.

Der PCR-Ansatz setzte sich aus dem Tag-Polymerase-Kit (Gibco, Ber-
lin) zusammen. Die Desoxynukleotide wurden vor Gebrauch auf eine

Konzentration von 2 mmol verdinnt. Alle fur die Polymeraseketten-
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Reaktion bendtigten Primer wurden bei der Firma MWG Oligo Synthese
Report (Ebersberg) produziert. Von allen Primern wurde eine Konzent-
ration von 100 pmol/ul hergestellt. Vor Gebrauch wurden die Primer mit
Apothekenwasser auf eine Konzentration von 5 pmol/l verdinnt. Es

wurden folgende Primer verwendet:

eNOS 3 (5-CGGCTTGTC ACC TCC TGG -3)

5 (5°- GAC ATT GAG AGC AAAGGG CTG C-3))
GAPDH 3" (5-CGG GAA GCT TGT GAT CAATGG-3)

5 (5-GGC AGT GAT GGC ATG GAC TG-3")

Der Primer der eNOS entspricht der Position 3111-3133 und 3518-
3536. Fur die PCR-Reaktion wurden 5 pl Probe aus der Reversen-
Transkriptase-Reaktion eingesetzt. Folgende Mengen des Tag-
Polymerase-Kits wurden hinzugefugt: 2.5 pl PCR-Puffer je Probe,
0.75 pul je Probe Magnesiumchlorid, 2.5 ul je Probe der fertigen Deso-
xynukleotid-Losung und 2 pl der jeweiligen Primer-Losung. Hierzu wur-
den 10 pl je Probe Apothekenwasser pipettiert. Fur die PCR-Reaktion
wurden 0.75 pl je Probe Tag-Polymerase eingesetzt. Die Proben wur-
den anschlieRend im PCR-Gerat (PCR-Sprint, Hybaid, Teddington,
Grol3britannien) unter folgenden Bedingungen inkubiert:

1.4 min 94 °C
2.1.5min 91 °C, 1.5 min 55 °C, 1 min 72 °C (35 Zyklen)
3.10min 72 °C

Zusatzlich wurden bei der gesamten RT-PCR zwei Negativkontrollen
mitgefuhrt, um eventuelle Verunreinigungen der RNA-Proben oder aber
der Enzyme aufzudecken. In der einen wurde statt der 0.5 pg Gesamt-
RNA lediglich 5 ul Apothekenwasser, in der anderen zwar die 0.5 ug
Gesamt-RNA, jedoch statt der hinzugefuhrten Enzyme nur die gleiche

Menge an Apothekenwasser hinzugeflugt.
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Zur Dokumentation der PCR wurden die Proben in einem 1 %igen TBE-
gepufferten (TBE = Trisborsaure EDTA) Agarosegel Uberprtft. Bei kon-
stanten 120 V betrug die Laufzeit circa 1.5 Stunden. AnschlieRend wur-
de das Gel unter UV-Licht bei einer Wellenlange von 256 nm photogra-

phiert.

2.4.1 1 %ige Agarosegel-Elektrophorese (DNA-Gel)

Die Agarose wurde in Trisborsaure-EDTA-Puffer (0.1 M Tris-HCI pH 8,
0.1 M Borat, 2 mM EDTA) zu einer 1 %igen Lésung aufgekocht. Nach
Abkuhlung auf unter 50 °C wurde der Lésung 0.0375 % Ethidiumbromid
zugesetzt. Diese Agaroseldsung wurde blasenfrei in einen Geltrager
gegossen. In die noch flussige Agarose wurde ein Kamm flr Auftrags-
schlitze hineingesteckt. Nach der Polymerisation wurde das DNA-Gel in
eine mit TBE-Puffer geflllte Elektrophoresekammer gelegt und die vor-
bereiteten DNA-Proben in die Geltaschen aufgetragen. Dazu wurde zu
der gesamten Menge des PCR-Produkts 1.5 pl DNA-Ladepuffer (0.1 %
Bromphenolblau, 0.1 % Xylenxyanol, 50 % Glycerin in 1x TBE-Puffer)
hinzugefigt. Um die GroRRe der PCR-Produkte besser einschatzen zu
konnen, wurde zusatzlich ein 100 bp-Basenstandard (Gibco Berlin) mit-
aufgetragen. Bis zum Auftragen in die Taschen des DNA-Gels wurden
die Proben auf Eis gehalten. Die Laufzeit betrug bei konstanten 120 V
circa 1.5 Stunden. Zur Dokumentation wurden die Gele unter UV-Licht

bei einer Wellenlange von 256 nm photographiert.
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2.5 Herstellung der cRNA-Antisense-Sonden fir den RNase Pro-
tection Assay (RPA)

2.5.1 cDNA-Praparation

Zum Nachweis von eNOS- und Gs,-RNA im RNase Protection Assay
wurden *?P-markierte einzelstrangige RNA-Sonden von unterschiedli-
cher Lange in Antisense-Richtung hergestellt. Dazu wurden die Plasmi-
de mit den Inserts zunachst linearisiert und Chloroform/Chloropan ge-
reinigt. Danach wurde eine in-vitro-Transkription in einem Endvolumen
von 20 ul mit 0.5 ug des linearisierten Vektors und der entsprechenden
Polymerase in Anwesenheit von **P-UTP durchgefiihrt. Hierzu wurden
Escherichia coli-Bakterien (E. coli) mit eNOS-Ratte- und Gs,-Ratte-
cDNA-Teilstlicken in Vektoren transformiert, kultiviert und anschlie3end
die Plasmid-DNA extrahiert. Aus der gewonnenen cDNA konnte dann

die cRNA synthetisiert werden.

Die spezifischen cDNA-Fragmente der eNOS der Ratte sowie der Rat-
ten-Gg, (Gso, Ratte) waren in Vektoren inseriert. Alle Vektoren trugen ein
B-Laktamase-Resistenzgen zur positiven Selektion plasmidtragender,
das heil3t erfolgreich transformierter E. coli in ampizillinhaltigem Medi-
um. Die Vektoren wiesen je zwei Promotorregionen mit T3- und T7-
oder SP6- und T7-RNA-Polymerasen auf, die in 3" bzw. 5" der einge-

fugten Sequenz lagen.

2.5.2 Vektoren

cDNA der eNOS der Ratte (eNOS Ratte pCR-Script SK(+)-Plasmid)
wurde uns freundlicherweise von Dr. H. Kleinert (Pharmakologisches
Institut der Johannes-Gutenberg Universitat, Mainz) zur Verfigung ge-

stellt.
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cDNA des stimulierenden GTP-bindenden Proteins (Gs,) der Ratte (Gs,
Ratte pGEM II-Plasmid) wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. T.
Eschenhagen (Institut fir Experimentelle und Klinische Pharmakologie,

Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) Uberlassen.

Folgende linearisierte Vektoren wurden eingesetzt: pCR-Script SK(+)
mit eNOS-cDNA der Ratte (ein 3250 bp groRes Fragment) wurde mit
Hind 1 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) linearisiert, mit T3-
Polymerase (Boehringer Mannheim, Mannheim) in vitro transkribiert
und ergab ein 374 nt grol3es cRNA-Fragment (300 nt eNOS + 74 nt
»,multi cloning site* (MCS)). pGEM II mit Gs,-cDNA der Ratte (ein 2869
bp grof3es Fragment) wurde mit Ban 1 (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) linearisiert, mit SP6-Polymerase (Boehringer Mannheim,
Mannheim) in vitro transkribiert und ergab ein 153 nt grol3es cRNA-
Fragment (93 nt Gg, + 60 nt MCS).

2.5.3 Herstellung kompetenter E. coli

Zur besseren Aufnahme von Plasmiden erfolgte die Induktion kompe-
tenter E. coli bei 0 °C durch Calciumionen. Dazu wurden DHs, E. coli
Bakterien in 200 ml LB (1 % Tryptone, 0.5 % Hefeextrakt, 17 mM NaCl,
pH 7.5) in einem Bakterieninkubator bei 37 °C amplifiziert, bis die Sus-

pension eine optische Dichte von 0.375 bei 600 nm aufwies.

Davon wurden 50 ml in Polypropylenreaktionsgefal3e tberfuhrt, fur 10
min auf Eis gehalten und bei 3000 rpm, bei 4 °C 7 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Bakterienpellet in 10 ml gekuhlter
Kalziumchloridlésung (60 mM Calciumchlorid, 10 mM PIPES, 15 %
Glyzerin) zum ersten Mal resuspendiert. Die resuspendierten E. coli
wurden dann 5 min bei 4 °C und 2500 rpm zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert und das Pellet erneut in 10 ml gekuhlter Calciumchloridlo-
sung resuspendiert. Die Suspension wurde fir 30 min auf Eis gehalten
und wiederum 5 min bei 4 °C und 2500 rpm zentrifugiert. Das Pellet
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wurde in nur 2 ml gekihlter Calciumchloridlésung zum dritten Mal auf-
genommen und die Suspension Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Am
nachsten Tag wurden die nun kompetenten E. coli in 1.5 ml Reaktions-
gefalRen fur die weitere Verwendung zur Transformation umgefullt und

bei —80 °C gelagert.

2.5.4 Transformation von E. coli

In einem 1.5 ml Reaktionsgefald wurden 100 pl kompetente E. coli zu-
sammen mit 100 ng cDNA-Konstrukte fir 10 min bei 0 °C inkubiert.
Durch anschlieRendes Erhitzen auf 42 °C fir exakt 2 min und anschlie-
Rendes rasches Abkihlen auf 0 °C nahmen Bakterien die Plasmid-DNA
auf. Mittels einer nachfolgenden Inkubation in einem ampizillinfreien
Medium (1 ml LB) bei 37 °C fur 60 min konnten die transformierten Bak-
terien die Plasmid-DNA amplifizieren und das darin enthaltene Gen fur
die Ampizillinresistenz exprimieren. Die weitere Anzucht erfolgte auf ei-
nem Selektionsmedium. Dazu wurde ein Aliquot von 10 bis 100 pl mit
500 pl Ampizillin-LB-Medium (LB, 0.1 mg/ml Ampicillin) gemischt, auf
ampizillinhaltigem Agar (0.1 mg/ml Ampizillin, 1.5 % Agar, LB-Medium)
ausplatiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Hierdurch kamen nur
transformierte Bakterien auf Grund ihrer Resistenz zur Replikation. Ein-
zelstehende Kolonien wurden entnommen und als Tageskultur in 10 ml
Ampizillin-LB-Medium fir 6 Stunden bei 37 °C inkubiert. Der Erfolg der
Transformation wurde nach einer qualitativen Plasmidpraparation mit

Hilfe eines Restriktionsverdaus tberprift (Sambrook et al. 1989).

2.5.5 Qualitative Plasmidpraparation

Aus dem 10 ml Ansatz des vorherigen Praparationsschrittes wurden
800 ul mit dem gleichen Volumen Chloropan in einem 2.0 ml Reakti-
onsgefald 2 min mit einem Vortex auf hdchster Stufe gemischt, 5 min in

einer Tischzentrifuge bei 15600 x g zentrifugiert, der Uberstand in ein
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neues 2.0 ml Reaktionsgefald Uberfihrt, mit 1 Volumen Chloro-
form/Isoamylalkohol (49:1) 1 min gemischt und 5 min in der gleichen
Zentrifuge bei 15600 x g erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues 2.0 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt, die DNA mit einem 1/10 Vo-
lumen 3 M Natriumacetat pH 7.5 und einem Volumen Isopropanol bei
Raumtemperatur prazipitiert, zu einem DNA-Pellet abzentrifugiert und in
15 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA) aufgenommen.
Anschlie3end wurde 1 pg/ul RNase A (Boehringer Mannheim, Mann-
heim) zugesetzt. Die Spezifitdt der gewonnenen Plasmide wurde durch
einen direkt anschlieenden Restriktionsverdau mit 4-10 Einheiten En-
zym, in dem die eNOS Ratte mit Hind 1 (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) und die Gs, Ratte mit Ban 1 (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert und daraufhin im DNA-
Gel groRenfraktioniert wurde, Uberprift. Hatten die Restriktionsfragmen-
te die erwartete Lange, wurde eine Dauerkultur des Bakterienstammes

angelegt und die quantitative cDNA-Praparation durchgefthrt.

2.5.6 Dauerkultur

Nach erfolgreicher Transformation (Kapitel 2.5.4) wurden aus der Ta-
geskultur 6-10 Dauerkulturen hergestellt. Dazu wurden je 500 pl E. coli
mit 225 ul Glycerin-LB-Medium (50 % LB, 50 % Glycerin) in ein 1.5 ml

Reaktionsgefal’ Uberfiihrt und bis zur Verwendung bei —80 °C gelagert.
2.5.7 Quantitative Plasmidpraparation

Im AnschluR an die qualitative Uberprifung erfolgte die cDNA-
Praparation nach einem modifizierten Protokoll der Herstellerfirma Qui-

agen GmbH (Hilden).

Eine Dauerkultur von transformierten E. coli wurde vorsichtig bei Hand-

warme aufgetaut und 100 pl davon mit 25 ml Ampizillin-LB (Amp-LB) in
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einem sterilen 50 ml Polyethylenreaktionsgefald 8 Stunden bei 37 °C in
einem Bakterieninkubator (Hybaid, Teddington, GroRbritannien) inku-
biert. Der Ansatz wurde anschliel3end in einen mit 400 ml Amp-LB ge-
fullten, sterilen Erlenmeyer-Kolben Uberfihrt. Nach 16 stindiger Inkuba-
tion bei 37 °C wurde die tribe Bakteriensuspension in zwei 250 ml
Zentrifugenbecher Uberfihrt. Die Bakterien wurden in einer Vakuum-
zentrifuge (J2-21, Rotor JA-20, Beckman Instruments, Fullerton, Kali-
fornien, USA) mit 1240 x g bei 4 °C fur 15 min zentrifugiert, anschlie-
Bend mit 10 ml STE-Puffer (0.1 M NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, 10 mM
Tris pH 7.8) gewaschen und erneut fir 15 min bei 4 °C mit 1240 x ¢

zentrifugiert.

Das gereinigte Bakterienpellet wurde bei Raumtemperatur in 10 ml Re-
suspensionspuffer (50 mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 0.1 mg/ml
RNaseA) resuspendiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlielRend wurden 10 ml Lyse-Puffer (0.2 M NaOH, 1% SDS) dazuge-
geben und durch achtmaliges Invertieren gemischt. Nach 5 min Inkuba-
tion bei Raumtemperatur wurden 10 ml Neutralisierungspuffer (3 M KClI
pH 5.5) dazugegeben. Die so geféllten Zelltrimmer und Proteine wur-
den in der Vakuumzentrifuge 45 min bei 28000 x g bei 4 °C zentrifu-
giert. Der DNA- und Ribonukleotid-haltige Uberstand wurde in ein 50 ml
Polyethylenreaktionsgefald Gberfiihrt, bei 8000 x g in einer Kuhlzentrifu-
ge (4 °C) zentrifugiert und dann auf die zuvor mit 10 ml Equilibrie-
rungspuffer (750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15 % Ethanol, 0.15
% TritonX100) equilibrierte DEAE-Sé&ule gegeben.

Die Chromatographie erfolgte durch Schwerkraft. Um maximale Aus-
beute zu erreichen, wurde das erste Filtrat erneut auf die Saule gege-
ben. AnschlielRend wurde die an die DEAE-S&aule gebundene Plasmid-
DNA durch zweimaliges Waschen mit 30 ml Waschpuffer (1.0 M NacCl,
50 mM MOPS pH 7.0, 15 % Ethanol) gereinigt und danach mit 15 ml
Elutionspuffer (1.5 M NaCl, 50 mM MOPS pH 8.5, 15 % Ethanol) von
der Saulenmatrix in ein 50 ml Polyethylenreaktionsgefal} eluiert.
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Die Saulen wurden fur zwei Praparationen benutzt. Dazu wurden sie
nach der Praparation zweimal mit 10 ml Equilibrierungslésung gespult

und in Equilibrierungslésung feucht bei 4 °C bis zu einem Jahr gelagert.

Die Plasmid-DNA wurde nach Zugabe von 1.5 ml 3 M Natriumacetat pH
7.5 und 16.5 ml Isopropanol kurz gemischt und durch anschlie3ende
Zentrifugation bei 4 °C und 8000 x g gefallt. Das entstandene DNA-
Pellet wurde in 3 ml 70 % Ethanol gewaschen und in einer Kihlzentri-
fuge erneut 10 min bei 8000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das DNA-Pellet in einem Vakuumextraktor (Hybaid,
Teddington, GroR3britannien) fir 3 min bei Raumtemperatur getrocknet.
Anschliel3end wurde es in 200 bis 400 pl TE aufgenommen und in ein

1.5 ml Reaktionsgefald tiberfuhrt.

Die DNA-Konzentration wurde mit UV-Licht bei einer Wellenlange von
260 nm ermittelt. Eine optische Dichte von 20 entsprach einer DNA-
Konzentration von 1 g/l (Sambrook et al. 1989). Ferner wurde die Rein-
heit der DNA bei 280 nm Uberpruft. Vor dem Einsatz in weiteren Versu-
chen wurde die praparierte DNA erneut qualitativ wie oben beschrieben
durch einen Restriktionsverdau (Kapitel 2.5.5) Uberprift. Isolierte DNA

wurde bei 4 °C gelagert.

2.5.8 cRNA-Synthese

Die Plasmide eNOS Ratte-pCR SK(+) und G, Ratte-pGEM2 mufiten
vor der in-vitro-Transkription mit einem spezifischen Restriktionsenzym
linearisiert werden, wodurch an dieser Stelle ein Transkriptionsstop
hervorgerufen wurde. Dadurch konnten durch Wahl spezifischer Re-
striktionsenzyme Sonden einer definierten Lange hergestellt werden.
Die Schnittstelle wurde so ausgesucht, dal3 die geschitzten Fragmente
der cRNA-Sonden im RNase Protection Assay in einem Bereich zwi-
schen 90 und 600 Basenpaaren (bp) Lange lagen. Jeder Restriktions-

verdau wurde anschlie3end in einem DNA-Gel auf Vollstandigkeit Uber-
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pruft. Anschlieend wurden Transkriptionspuffer und Enzyme durch

mehrmaliges Waschen entfernt.

Fur die Erzeugung der cRNA-Sonden wurden in einem 100 ul Ansatz
20 g der Plasmide mit 100 U Restriktionsenzym (eNOS Ratte mit Hind
1 und G¢, Ratte mit Ban 1) unter Zugabe eines Restriktionspuffers tber
Nacht verdaut. Die Restriktionsansatze von eNOS Ratte und Gs, Ratte
inkubierten bei 37 °C. AnschlieBend wurden 10 pl 2 M Natriumacetat
pH 8 dazugegeben, kurz gemischt und die DNA nach Zugabe von 275
pl Ethanol 30 min bei -20 °C gefallt. Nach 15 min Zentrifugation bei
15000 rpm wurde der Uberstand verworfen, das Pellet zweimal mit
70 % Ethanol gewaschen und dann in 100 pl Apothekenwasser aufge-
nommen. Linearisierte cDNA wurde in einem DNA-Gel Uberprift (Kapi-
tel 2.4.1).

In ein 1.5 ml Reaktionsgefald wurden in einem 20 pl Ansatz 1 pg lineari-
siertes Plasmid mit 10 mmol ATP, GTP und CTP, einem Zehntel Volu-
men RNA-Transkriptionspuffer (Boehringer Mannheim, Mannheim),
200 nmol DTT und 10000 U RNase-Inhibitor (Promega, Madison, Wis-
consin, USA) gegeben, gemischt und kurz zentrifugiert. Der Versuchs-
ansatz wurde in einem eisgekuhlten Stahlblock gehalten. Fur die
Herstellung von cRNA-Sonden gegen eNOS Ratte wurde T3-RNA-
Polymerase (Boehringer Mannheim, Mannheim) und fir die Gs,-CRNA-
Sonde SP6-RNA-Polymerase (Boehringer Mannheim, Mannheim) ein-
gesetzt. AnschlieRend wurden fiir die eNOS-Sonde 50 pCi **P-UTP
(NEN Dupont, Dreieich) und fiir die Gs,-cRNA-Sonde 40 uCi **P-UTP
mit 62.5 pmol UTP dazugegeben. Die Proben wurden vorsichtig ge-

mischt, zentrifugiert und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

Die in den Ansatz eingesetzte Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von
10000 Einheiten DNase | (Boehringer Mannheim, Mannheim) fur 30 min
bei 37 °C verdaut. Nach dem DNase-Verdau wurden die Proben in ei-
nem eisgekuhlten Stahlblock kurz abgekihlt und es wurde ein Volumen

PAGE-Ladepuffer (8 ml deionisiertem Formamid, 10 mg Xylencyanol,
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10 mg Bromphenolblau, 2 ml Apothekenwasser, 40 pl 0.5 M EDTA pH
8) dazugegeben. Die Proben wurden fir 5 min bei 95 °C denaturiert,
kurz anzentrifugiert und in die vorbereitete PAGE (siehe 2.5.9) aufge-
tragen.

Nach einer Laufzeit von einer Stunde wurde eine Glasplatte abgeldst,
die Gelmatrix mit dinner Kunststoffolie bedeckt und ein Rontgenfilm (X-
Omat, AR, Eastman Kodak Company, Rochester, New York, USA) auf
der Folie belichtet, der als Schablone zum Ausschneiden der radioakti-
ven Banden diente. Die RNA-GroRentrennung mittels der PAGE wurde
mit 2 min Expositionszeit dokumentiert. Mit Hilfe der Autoradiographie-
Schablone wurden die Bereiche aus dem Gel herausgeschnitten, die
die spezifischen Banden der cRNA-Sonden darstellten. Jede Bande
wurde in einem 2 ml Reaktionsgefald mit 1 ml Elutionslésung (1.925 g
Ammoniumazetat, 100 pl 0.5 M EDTA pH 8, 500 ul 20 % SDS auf 50 ml
Apothekenwasser) fur 12 Stunden bei 37 °C aus der Gelmatrix eluiert.
AnschlieRend wurde die Konzentration von *?P-markierter cRNA-Sonde
durch Messung von B-Quanten (B-Quantenzéhler, LS 3800, Beckman

Instruments, Fullerton, Kalifornien, USA) ermittelt.

2.5.9 Denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

Bei der denaturierenden Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE) han-
delt es sich um eine wattkonstante, denaturierende, 5 %ige Polyacry-
lamid- und 0.6 x TBE- (60 mM Tris-HCI pH 8, 60 mM Borat, 1.2 mM
EDTA) gepufferte Gelelektrophorese von 0.25 mm Dicke. Spezielle
Kamme mit 0.25 mm Stéarke, als Platzhalter der spateren Probenauftra-
gungsstellen, wurden von B. Akschiviliongem (Institut fur Experimentel-
le und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf) aus Teflon gefertigt. Fiur die cRNA-Sondenaufreinigung
verwendeten wir ein 30 cm langes Gelsystem mit etwa 30 ml Gelvolu-

men und 500 ml Puffervolumen. Der RNase Protection Assay wurde in
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einem 55 cm langen Gelsystem mit etwa 60 ml Gelvolumen und etwa

1200 ml Puffervolumen gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Die Gelmatrix setzte sich wie folgt zusammen: 5 % Long Ranger (AT
Biochem, Malvern, USA), 8 M Harnstoff, 1.2 x TBE (0.12 M Tris-HCI,
pH 8, 0.12 M Borat, 2.4 mM EDTA).

Als Polymerisationsinitiator wurden 0.5 mg/ml Ammoniumpersulfat
(APS) und 0.5 mg/ml N,N,N°,N -Tetramethylethylendiamin (TEMED)
verwendet, nach dessen Zugabe das noch flissige Gemisch zwischen
zwei Glasplatten eingefullt wurde und innerhalb von zwei Stunden po-
lymerisierte. Nach Polymerisation wurde das Acrylamidgel am selben
oder am darauffolgenden Tag verwendet. Vor der Benutzung wurde der
Kamm vorsichtig entfernt, das Gel zwischen den Glasplatten belassen
und in die Elektrophoresekammer (Modell Sequi Gen, Sequencing Gel,
Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA) eingespannt. Diese wurde dann
mit 0.6 x TBE gefullt. Vor dem Auftragen der Proben wurden Harnstoff-
Kristalle, Luftblasen und Acrylamidgelreste sorgfaltig aus der Kammer
und aus den Auftragschlitzen entfernt. Die Vorlaufzeit bei 0.5 Watt/ml
Acrylamidgel betrug mindestens 10 min. Nach Auftragen der Proben in
die Geltaschen liefen die Spuren etwa 10 min bei 1 Watt/ml Acrylamid-
gel ein und wurden dann anschliel3end bei 2 Watt/ml Acrylamidgel auf-
getrennt. Als Langenstandard diente ein radioaktiv markierter DNA-
Standard.

Expositionszeiten fur Autoradiographien waren 2 min fir den Nachweis
der cRNA-Sonden, 3-4 Tage fur die RNase Protection Assays. Fur die
Phosphoimager-Analyse wurde eine Phosphoimager-Platte 24 Stunden

in einer bleiummantelten Plexiglaskammer exponiert.
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2.5.10 *?P-markierter Molekiillangenstandard fiir die PAGE

Ein ®X174 RF x Hind llI-DNA-Molekillangenstandard (Pharmacia Bio-
tech, Uppsala, Schweden) mit Fragmenten von 1049-79 bp wurde mit
a-**P-dCTP durch Terminale Transferase radioaktiv markiert. Dazu
wurden entsprechend der Vorschrift des Herstellers in 50 pl Volumen in
einem 1.5 ml Reaktionsgefald 2 pg des DNA-Standards, 2.5 ul DTT,
10 pyl 5 x Terminale Transferase-Reaktionspuffer (Boehringer Mann-
heim, Mannheim), 5 pl CoCl,-Lésung und 1 ul Terminaler Desoxynukle-
otid-Transferase gegeben, gemischt und anschlieRend kurz zentrifu-
giert. Es wurden 50 pCi **P-markiertes dCTP (NEN Dupont, Dreieich)
hinzupipettiert und der Reaktionsansatz bei 37 °C fur 60 min inkubiert.
Nach Reinigung mittels Sepharose-G50-Saulen wurden die B-Quanten
von 1 pl aller Fraktionen in Doppelbestimmung gemessen. Im RNase

Protection Assay wurden 2000 DPM eingesetzt.

2.5.11 GroRenfraktionierung des Molekullangenstandards

mittels Sepharosesaulen

Der cRNA-Versuchsansatz wurde auf eine Sepharose-G50-Saule
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) aufgetragen und in sieben
Fraktionen eluiert. Alle Fraktionen wurden in einem 1.5 ml Reaktionsge-
far aufgefangen. Die erste Fraktion wurde nach der Zugabe von 350 pl,
die zweite bis funfte jeweils mit 200 ul und die sechste und siebte je-
weils mit 1000 pl TE pH 7.5 eluiert. Zur Quantifizierung wurde 1 ul jedes
Eluates als Doppelbestimmung in einem B-Quanten-Zahler gemessen.
Die Fraktionen zwei und drei wurden im RNase Protection Assay ein-

gesetzt.
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2.6 RNase Protection Assay

Das Prinzip des RNase Protection Assays (RPA) beruht darauf, dal die
Gesamt-RNA, in der eine bestimmte mRNA-Spezies nachgewiesen
werden soll, mit einer radioaktiv markierten RNA-Antisense-Sonde
hybridisiert und anschlieRend mit RNasen behandelt wird. Die RNasen
degradieren alle einzelstrangigen RNAs zu Mono- und Oligonukleoti-
den. Die doppelstrangige Hybrid-RNA, bestehend aus nativer Sense-
RNA und komplementérer **P-markierter Antisense-RNA, ist vor dem
Abbau geschutzt. Sie wird gelelektrophoretisch in einem denaturieren-
den Polyacrylamidgel getrennt und in einer anschlieRenden Autoradio-
graphie oder mittels Phosphoimaging sichtbar gemacht.

2.6.1 Hybridisierung

Zur Hybridisierung der nativen mRNA wurden in einem 1.5 ml Reakti-
onsgefald in einem Volumen von 30 pl zu 20 pg Gesamt-RNA 3 ul
10 x Transkriptionspuffer (Boehringer Mannheim, Mannheim), 1 pl
RNase-Inhibitor und 1 pl DNase | gegeben. Nach 30 min Inkubation bei
37 °C wurden 100000 DPM eNOS-cRNA-Sonde und 15000 DPM Gg,-
cRNA-Sonde hinzugefugt und das Volumen mit Apothekenwasser auf
100 pl aufgefullt. Hiernach erfolgte die Zugabe von 10 pl 5 M Ammoni-
umacetat und 275 ul 100 %igen Ethanol. Die Proben wurden kurz ge-
mischt und bei -80 °C fir 30 min gefallt. Anschliel3end wurden die Pro-
ben in einer Tischzentrifuge bei 15600 x g fur 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde daraufhin verworfen und die Nukleotide in 20 pl RNA-
Hybridisierungslosung (80 % deionisiertes Formamid, 100 mM Natrium-
citrat-Loésung pH 6.4, 300 mM Natriumacetat-Lé6sung pH 6.4, 20 ul
0.5 M EDTA pH 8.0) gel6st, 5 min bei 95 °C denaturiert, anzentrifugiert
und dann tber Nacht bei 45 °C inkubiert.
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2.6.2 RNase-Verdau und Nachweis von RNA-cRNA-Hybriden

Nach erfolgter Hybridisierung wurden die Proben kurz zentrifugiert und
dann auf Eis gestellt. Anschlielend wurden 200 pl eines Gemisches
aus RNase-Digestionspuffer (Lésung Bx (Ambion, Lugano, Schweiz))
und RNase A/T1 (5 ul 2 M Tris pH 8.0, 200 ul 1 M EDTA pH 8.0, 500 pl
50 %iges Glyzerin, 10 pg/pul RNase A (Boehringer Mannheim, Mann-
heim), 1000 U/ml T1-RNase (Boehringer Mannheim, Mannheim)) im
Verhéltnis 100:1 zu den Proben gegeben. Diese wurden dann kurz ge-
mischt, zentrifugiert und fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nachfolgend
wurden 300 pl RNase-Inaktivierungs- und Prézipitationspuffer (Losung
Dx (Ambion, Lugano, Schweiz)) und 100 pl 100 %iger Ethanol hinzuge-
fugt. Hierdurch wurden die RNasen inaktiviert und der Verdau somit ge-
stoppt. Die hybridisierte cRNA wurde dann bei -80 °C fur 30 min gefallt.
Nach anschlieBender Zentrifugation fiir 30 min wurde der Uberstand
vorsichtig abpipettiert und verworfen. Das RNA-Pellet wurde in 9 pl
PAGE-Ladepuffer (80 % deionisiertes Formamid, 1 % Xylencyanid,
0.1 % Bromphenolblau, 2 mM EDTA) aufgenommen und geldst. An-
schlieRend wurden die Proben fir 5 min bei 95 °C denaturiert und dann
wie in Kapitel 2.5.9 auf eine PAGE aufgetragen. Nach einer Laufzeit
von etwa 120 min wurde die PAGE aus der Kammer entnommen und
Chromatographiepapiers wurde die Gelmatrix geblottet und die zweite,
rickwartige Glasscheibe anschlieRend abgezogen. Auf die nun offene
Gelmatrix wurde eine diunne Kunststoffolie gelegt und das Gel fir 1
Stunde bei 80 °C in einem Geltrockner (Bio-Rad, Gel-Dryer, Modell
583, Hercules, Kalifornien, USA) getrocknet. Hiernach wurde die Gel-
matrix mit einer Phosphoimager-Platte bedeckt und diese in einer blei-
ummantelten Plexiglaskassette Uber Nacht exponiert. Alternativ wurde
ein Rontgenfilm Uber das Gel gelegt und in einer Rontgenkassette mit
Verstarkerfolie flr 3 bis 4 Tage belichtet. Diese Autoradiographie wurde

dann Uber den Scanner in den PC eingelesen.

Phosphoimager-Platten wurden auf einem Microsoft Windows Version

3.11 basierten System mit dem BAS-Reader (Raytest Isotopenmessge-
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rate GmbH, Sprockhofel) ausgelesen und in Tiff-Format auf magnet-

optischen Medien gespeichert.

2.6.3 Quantifizierung

Tiff-Dateien von Phosphoimagerbildern und von Autoradiographien
wurden mit der Software ZeroDScan (Promega, Madison, Wisconsin,
USA) ausgewertet. Varianzanalysen und Standardabweichungen wur-
den mit Microsoft Excel Version 5.0 (Microsoft, Redmont, Kalifornien,
USA) gerechnet.

Zur Auswertung der Signalintensitat wurden die Graustufen der Signale
mit dem ZeroDScan-Programm erfal3t. Dieses Programm wandelt die
Graustufen in Zahlenwerte (Pixeleinheiten, P) um und integriert sie Uber
die vorgegebene rechteckige Flache (A). Diese Flache umfaldt das ge-
samte Signal. Von den Pixeleinheiten eines jeden Signals wurde die
Hintergrundschwérzung subtrahiert. Hierfir wurde ein Bereich oberhalb
des Signals ausgewahlt und dann von den Pixeleinheiten des Signals
abgezogen. Die Signalintensitat (S) jedes Signals einer Sondenbande
wurde nach folgender Gleichung berechnet:

~ ( P(Signal) P(H intergrund)

- - x A(Signal)
A(Signal) A(H intergrund)

Gleichung 1: Berechnung der Signalintensitat

Pixelwerte vom Bandensignal (P(Signal)) und Pixelwerte vom Hinter-
grund (P(Hintergrund)) wurden jeweils durch die Flache ihrer Signal-
grolRen (A(Signal), A(Hintergrund)) dividiert und der berechnete Hinter-
grundwert vom errechneten Signalwert subtrahiert. Das Ergebnis wurde
anschlieBend mit der Signalflache (A(Signal)) multipliziert. Hieraus er-
gab sich die Signalintensitat (S).

Um eventuelle Auftrageunterschiede zu detektieren, wurde das ubiqui-
tar exprimierte Gg, als interner Standard verwendet und jeweils parallel

die Gs,-mRNA-Expression gemessen. Altersabhéngige Gs,-mRNA-
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Expressionsunterschiede im CCP-Gewebe oder anderen Geweben sind
in der Literatur nicht beschrieben. Die Signalintensitaten der spezifi-
schen Banden fir die eNOS Ratte wurden deshalb auf die Signalinten-
sitat von Gs, der jeweiligen Probe bezogen (siehe Gleichung 2). Hier-
aus ergab sich fur jedes eNOS-Ratten-Signal eine durch die Ggg-

Signalintensitat korrigierte Signalintensitat (kS).

_ Mittelwert(S(Gsa))
- S(Gsa)

kS

x S(hueNOS, RatteneNos)

Gleichung 2: Korrektur der eNOS Ratten- Signalintensitaten

In jedem Assay wurde ein Mittelwert der Gg,-Signalintensitaten (Mittel-
wert(S(Gs.)) gebildet. AnschlieRend wurde der errechnete Mittelwert fir
Gsq durch den jeweiligen Signalintensitatswert des zur untersuchenden
Bande gehdrenden Gg,-Wertes dividiert und anschlieBend dieses Er-
gebnis mit der Signalintensitat des zugehorigen Bandensignals
(S(eNOS Ratte)) multipliziert.

2.6.4 Statistik

Die angegebenen Werte sind arithmetische Mittelwerte + mittlere Fehler
der Mittelwerte (x £+ SEM). Mittelwertvergleiche erfolgten mit Hilfe der
Multivarianzen-Analyse fiir unverbundene Stichproben mittels eines
einseitigen ANOVA-Tests und eines Newman-Keuls-Nachfolgetests.

Ein Wert von p < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 RNA-Praparation

Aus menschlichem Corpus cavernosum penis-Gewebe von insgesamt
drei Patienten, die sich einer Geschlechtsumwandlung unterzogen und
alle 42 Jahre alt waren und aus Tunica albuginea-Gewebe von zwei 23
Jahre alten Patienten ohne bekannte Grunderkrankungen, die sich ei-
ner Operation bei Induratio penis plastica unterzogen sowie aus Penis-
gewebe von insgesamt 33 Ratten unterschiedlicher Altersgruppen
(n = 15, 3 Monate; n = 6, 8 Monate; n =5, 13 Monate; n = 7, 26 Mona-
te) wurde Gesamt-RNA isoliert.

Der RNA-Gehalt betrug im menschlichen CCP-Gewebe 0.28 pg/mg
+ 0.09 pg/mg Feuchtgewebe (FG) (n = 3) und im Ratten-CCP-Gewebe
0.34 pg/mg + 0.09 ug/mg FG (n = 33). Die RNA-Ausbeute aus CCP-
Gewebe von Ratten unterschiedlichen Alters war anndhernd gleich:
0.35 + 0.09 pg/mg FG (n = 15, 3 Monate), 0.36 + 0.09 ug/mg FG (n = 6,
8 Monate), 0.39 + 0.09 pg/mg FG (n = 5, 13 Monate), 0.26 + 0.09
png/mg FG (n =7, 26 Monate).

Die RNA-Ausbeute aus Tunica albuginea-Gewebe betrug dagegen nur
0.11 + 0.01 pg/mg FG (n = 4). Die geringe Ausbeute an RNA erklart
sich durch die relativ zellarme und damit RNA-arme, faserreiche Binde-

gewebestruktur.

Der photometrisch ermittelte Quotient der optischen Dichte (OD)
260 nm/280 nm betrug bei den humanen CCP-RNA-Proben im Mittel
1.93 + 0.06 (n = 3) und bei den CCP-RNA-Proben der Ratten im Mittel
1.94 + 0.08 (n = 33). Dies weist auf die relative Reinheit der RNA ohne
wesentliche Proteinverunreinigung hin. Die OD 260nm/280nm der RNA-

Proben aus dem Tunica albuginea-Gewebe lag dagegen nur bei 1.69 +
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0.1 und deutet damit auf eine gewisse Verunreinigung durch Proteine
(siehe Kapitel 2.2).

Um zu uberprufen, ob die Gesamt-RNA intakt und nicht degradiert war,
wurde eine ethidiumbromidgefarbte Agarosegel-Elektrophorese zur
Kontrolle durchgefihrt. Eine deutliche Trennung der 28 S- und 18 S-
Banden wies auf Intaktheit der RNA hin (Abb. 5).

3.2 eNOS-mRNA-Expression

3.2.1 eNOS-mRNA-Expression in Corpus cavernosum penis-
Gewebe von Mensch und Ratte mit Hilfe der RT-PCR

Die Expression der eNOS-mRNA im menschlichen und Ratten-CCP-
Gewebe wurde zunachst mit Hilfe der RT-PCR untersucht.

Zum Vergleich wurden RNAs aus Rattenaortagewebe mitgefuhrt, um
positive Kontrollen fuir die eNOS zu erhalten. Die Abbildung 7 stellt eine
reprasentative RT-PCR der von insgesamt vier an unterschiedlichen
Tagen mit jeweils unterschiedlichen RNA-Praparationen durchgefuhrten
RT-PCRs dar. Die RT-PCR mit spezifischen Primern fir die eNOS er-
gab ein Fragment in der erwarteten Grol3e von 425 bp in RNA aus CCP
von Ratte und Mensch, menschlicher Tunica albuginea und Rattenaor-
ta, welche als Positivkontrolle diente. Dies weist daraufhin, dal3 eNOS-
MRNA im CCP und in der Tunica albuginea von Mensch und Ratte
exprimiert wird. Die konstitutiv exprimierte, ubiquitar vorkommende und
gut nachweisbare GAPDH wurde als interner Standard zur Uberpriifung
der RT-PCR-Reaktion mitgefuhrt.
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3.3 Altersabhangige Veranderung der eNOS-mRNA-Expression
Im Ratten-CCP-Gewebe

Die eNOS-mRNA-Expression wurde im CCP-Gewebe von drei, 8, 13
und 26 Monate alten Ratten untersucht. Abbildung 8 zeigt einen RNase
Protection Assay. Gesamt-RNA aus CCP-Gewebe von Ratten
zunehmenden Alters wurden mit eNOS-Antisense-cRNA hybridisiert.
Gesamt-RNA aus menschlichem bzw. Ratten-Myokardgewebe diente
als Positivkontrolle fur die Ratten-eNOS-Sonde (Stein et al. 1998).
Zusatzlich wurde ein RNA-Pool aufgetragen, der sich aus allen 16
RNA-Proben (jeweils die gleiche Menge RNA von 1.25 pg) zusam-
mensetzte, so dall wieder 20 pg Gesamt-RNA resultierten. Dieser
diente zusatzlich als Bezugsgro3e bei der densitometrischen
Graustufenanalyse.

Die Ratten-eNOS-cRNA-Sonde hybridisierte mit Gesamt-RNA aus Rat-
ten-CCP und humanem sowie Ratten-Myokard zu einem prominenten
Signal in der erwarteten Hohe von 300 nt. Der Grdol3enunterschied von
74 nt zwischen der Antisense-CRNA-Sonde und dem geschitztem
cRNA-RNA-Hybrid erkléart sich durch die ,Multi cloning site* (MCS). Nur
das vollstandig hybridisierte Stiick von nativer mRNA und Antisense-
cRNA-Sonde ist vor dem Verdau geschitzt. Einzelstrangige, nicht-
hybridisierte (,uberhangende”) RNA der MCS wird degradiert.

Die Messung der spezifischen Banden fir die Ratten-eNOS-cRNA-
Antisense-Sonde, angegeben in Pixel/mm?, betrug: 38.23 + 6.05 (n = 5,
3 Monate), 27.25 + 3.09 (n = 5, 8 Monate), 17.33 £ 6.02 (n = 5, 13 Mo-
nate), 56.54 + 8.06 (n =5, 26 Monate).

Die eNOS-mRNA-Expression war im CCP-Gewebe der 8 Monate alten
und 13 Monate alten Ratten im Vergleich zu den drei Monate alten Tie-
ren um 36 % (8 Monate) bzw. 55 % (13 Monate) signifikant verringert,
(p < 0.05). Interessanterweise war die eNOS-mRNA-Expression bei den

26 Monate alten Ratten wiederum jedoch signifikant erhdéht. Im Ver-
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gleich zu den drei, 8 und 13 Monate alten Tieren um 47 %, 107 % bzw.
226 %, (p < 0.05, Abb. 9).
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4 Abbildungen

RNA-Auftrennung zur Qualitatskontrolle

28S RNA

18S RNA

Abbildung 5

Ethidiumbromidgefarbtes denaturierendes Agarosegel. Aufgetragen
wurden jeweils 5 pg Gesamt-RNA/Spur aus Ratten-CCP-Gewebe.

Die Auftrennung der RNA in ihren 28S- und 18S-Anteil deutet auf In-
taktheit der RNA hin.
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Autoradiographie von eNOS-Ratte und Gsq-Ratte-cRNA-Antisense-
Sonden

eNOS  Gsq
Ratte Ratte

374 nt -

153 nt -

Abbildung 6

Autoradiographie von Ratten-eNOS- sowie Ratten-Gs,-CRNA-
Antisense-Sonden.

Die in-vitro Transkription ergab spezifische **P-markierte Antisense-
RNAs mit erwarteten Nukleotidlangen von 374 nt (eNOS Ratte) und 153
nt (Gso-Ratte).
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Qualitativer Nachweis der eNOS im CCP-Gewebe von Mensch und

Ratte sowie im humanen Tunica albuginea-Gewebe

-
—
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i
|
—-——_—

425 bp -

358bp -1

Abbildung 7

Reverse-Transkriptase-Polymeraseketten-Reaktion  (RT-PCR)  mit
eNOS-spezifischen Primern (b, 425 bp) und Gesamt-RNA aus Ratten-
aorta (Positivkontrolle eNOS), CCP von Ratte und Mensch sowie hu-
manem Tunica albuginea-Gewebe. Zur Kontrolle der PCR wurde paral-
lel mit denselben RT-Produkten eine PCR mit spezifischen Primern fir
die konstitutiv exprimierte GAPDH (a, 358 bp) durchgefinhrt.

Mit Hilfe der RT-PCR war eNOS in CCP-Gewebe von Mensch und Rat-
te sowie in der humanen Tunica albuginea nachweisbar.
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RNase Protection Assay zur quantitativen Untersuchung der altersab-
hangigen Expression der eNOS im CCP-Gewebe von Ratten

1234 56 7 8 9101112 131415 1617181920 212223

L .‘i-.' Pl e

- eNOS

3
;
i

AR R (AR

Abbildung 8

Autoradiographie eines RNase Protection Assays. Gesamt-RNA aus
Ratten-CCP-Gewebe von Ratten unterschiedlicher Altersstufen und
humanes sowie Ratten-Myokard wurden mit *P-markierten eNOS und
Gsqo-Antisense-Sonden (AS) inkubiert. Die Spuren zeigen: (1) Migrati-
onshdhen von Molekillangenstandards in nt, (2) eNOS-Ratte- (374 nt)
und Gg,-AS (153 nt) zusammen. Gesamt-RNA aus menschlichem Myo-
kard inkubiert mit eNOS-Ratten- und Gs,-AS (3 und 4), Gesamt-RNA
aus Myokard der Ratte inkubiert mit eNOS-Ratten- und Gs,-AS (5 und
6) sowie Gesamt-RNA aus Ratten-CCP-Gewebe inkubiert mit eNOS-
Ratten- und Gs,-AS (7 bis 10: Ratte drei Monate, 11 bis 14: Ratte 8
Monate, 15 bis 18: Ratte 13 Monate, 19 bis 22: Ratte 26 Monate, 23:
RNA-Pool). G, diente als interner Standard.

Im Ratten-CCP-Gewebe war mit Hilfe des RPA eNOS-mRNA-Expression
mit der Ratten-eNOS-AS detektierbar.
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Altersabhangige eNOS-mRNA-Expression in Ratten-CCP-Gewebe
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Abbildung 9

Dargestellt ist die eNOS-mRNA-Expression in Signalintensitaten (Pi-
xel/mm?, Mittelwert + SEM) in CCP-Geweben von drei, 8, 13 und 26 Mo-
nate alten Ratten. Die Zahlen in den S&ulen geben die Anzahl der unter-
suchten Tiere an.

Es zeigt sich eine altersabhangige Abnahme der eNOS-mRNA-
Expression in den CCP-Geweben von Ratten im Alter von drei bis 13
Monaten. Interessanterweise ist die eNOS-mRNA-Expression im CCP-
Gewebe bei den 26 Monate alten Tieren wieder erhoht.

Monate
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5 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression der endothelia-
len Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) im Corpus cavernosum penis
(CCP)-Gewebe von Mensch und Ratte zu untersuchen. Die endothelia-
le NOS wurde im CCP-Gewebe sowohl des Menschen als auch der
Ratte mit Hilfe der Reversen-Transkriptase-Polymeraseketten-Reaktion
qualitativ nachgewiesen. Zusatzlich wurde in RNase Protection Assay-
Analysen gemessen, ob altersabhéngige Veranderungen in der eNOS-

MRNA-Expression im CCP-Gewebe von Ratten auftreten.

5.1 Qualitativer Nachweis der eNOS mit Hilfe der Reversen-

Transkriptase-Polymeraseketten-Reaktion

Die Untersuchungen mit Hilfe der Reversen-Transkriptase-
Polymeraseketten-Reaktion (RT-PCR) zeigten, daR eNOS-mRNA im
Corpus cavernosum penis-Gewebe von Mensch und Ratte exprimiert
wird. Ahnlich wie in der vorliegenden Arbeit haben Gonzalez et al.
(2001) die eNOS-Expression im CCP-Gewebe von Ratten mittels PCR
und daruber hinaus mit Western-Blot-Analysen nachgewiesen. Weiter-
hin zeigten immunhistochemische Untersuchungen an CCP-Gewebe
von Mensch und Ratte mit Hilfe von selektiven Antikérpern eine eNOS-
Protein-Expression in glatten Muskel- und Endothelzellen von Arterien,
Venen und Trabekeln des CCP (Dail et al. 1995, Bloch et al. 1998, Sta-
narius et al. 2001). Somit bestéatigen die vorliegenden Befunde einer
eNOS-Expression in CCP-Gewebe von Mensch und Ratte die Ergeb-

nisse vorangegangener Studien.
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5.2 Altersabhangige Abnahme der eNOS-mRNA-Expression im
CCP-Gewebe

RNase Protection Assay-Analysen mit Corpus cavernosum penis
(CCP)-Gewebe von Ratten unterschiedlichen Alters zeigten eine Ab-
nahme der eNOS-mRNA-Expression bei Ratten von drei bis 13 Mona-
ten. Bei 8 bzw. 13 Monate alten Ratten war die eNOS-mRNA-
Expression um 36 % bzw. 55 % gegeniber den drei Monate alten Tie-
ren verringert. Dahingegen war die eNOS-mRNA-Expression bei sehr
alten Ratten (26 Monate) erhoht.

Neuere Untersuchungen belegen die bedeutende Rolle des NOS-NO-
Signaltransduktionsweges bei der Erektion (Ignarro et al. 1990, Holm-
quist et al. 1991, Burnett et al. 1992, Dail et al. 1994, Stief et al. 1994,
Rajasekaran et al. 1998, Cartledge et al. 2000, Stanarius et al. 2001).
Bei Ratten und Kaninchen wurde eine Abnahme der Erektion in Ge-
genwart von Hemmstoffen der NOS gezeigt (Holmquist et al. 1991,
Burnett et al. 1993, Stief et al. 1994). Weiterhin wurde an isoliertem
CCP-Gewebe von Ratten eine Hemmung der elektrisch stimulierten
Erektion in Gegenwart von NOS-Inhibitoren gemessen (Ignarro et al.
1990, Burnett et al. 1992, Stief et al. 1994). Studien, in denen das al-
tersabhangige Sexualverhalten von mannlichen Ratten untersucht wur-
de, beschreiben eine Abnahme der Erektionshaufigkeit bei alteren Tie-
ren ab einem Lebensalter von 11 bis 13 Monaten (Gray 1978, Hokao et
al. 1992, Smith et al. 1992). Gray (1978) verglich drei bis 4 Monate alte
Tiere mit 13 bis 15 Monate alten Ratten, Hokao et al. (1992) verglichen
2.5 Monate mit 7 Monate bzw. 11 Monate alten Ratten und Smith et al.
(1992) untersuchten in einer Longitudinalstudie das Sexualverhalten
von Ratten im Alter von 7 bis 27 Monaten. Die in diesen Studien unter-
suchten Altersgruppen der Ratten sind somit mit denen der vorliegen-
den Arbeit vergleichbar. Die Abnahme der Erektionshaufigkeit bei alte-
ren Ratten im Vergleich zu jungeren Tieren geht mit den vorliegenden
Befunden einer altersabhdngigen Abnahme der eNOS-mRNA-

Expression im CCP-Gewebe einher. Diese Befunde, zusammen mit
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den Ergebnissen der Untersuchungen zur physiologischen Bedeutung
des NOS-NO-Signaltransduktionsweges bei der Erektion, unterstitzen
die Hypothese, dal} die in dieser Arbeit gefundene altersabhangige Ab-
nahme der eNOS-mRNA-Expression im CCP-Gewebe an dem pa-
thophysiologischen Geschehen der altersabhangigen erektilen Dysfunk-

tion ursachlich beteiligt ist.

Moglicherweise ist die Abnahme der eNOS im CCP-Gewebe durch eine
altersabhangige Degradation von CCP-Trabekeln erklarbar. Bakircioglu
et al. (2001) zeigten in histologischen Untersuchungen eine Reduktion
von glattmuskularen Trabekelstrukturen des CCP-Gewebes mit zuneh-
mendem Alter. Immunhistochemische Untersuchungen weisen auf eine
intensive eNOS-Expression in glatten Muskel- und Endothelzellen von
CCP-Trabekeln hin (Bloch et al. 1998, Stanarius et al. 2001). Es liegt
daher nahe, dal3 die altersabhangige Abnahme der eNOS-Expression
auf die Degradation von funktionstiichtigem CCP-Gewebe mit zuneh-
mendem Rattenalter zurickzufihren sein kdnnte. Interessanterweise
wurde ahnliches kurzlich von der neuronalen NOS berichtet. Shi et al.
(2003) fanden mit Hilfe von PCR- und Western-Blot-Analysen eine ver-
ringerte mMRNA- und Protein-Expression der neuronalen NOS im CCP-
Gewebe von alten Ratten (20 bzw. 28 Monate) gegenuber jungeren
Tieren (5 Monate). Parallel dazu zeigten immunhistochemische Unter-
suchungen an Ratten-CCP-Gewebe eine signifikante altersabhéngige
Abnahme der NOS-anfarbbaren Neurone bei alten Ratten (24 Monate)
verglichen mit jungeren Tieren (2.5 bzw. 8.5 Monate alt, Carrier et al.
1997). Wodurch diese Gewebeveranderungen bedingt sind, ob z. B. ei-

ne hormonelle Steuerung vorliegt, ist bisher nicht bekannt.

Diese altersabhangigen Veranderungen (Abnahme der eNOS-
Expression, Degradation von funktionstiichtigem CCP-Gewebe und
damit einhergehend die Abnahme der Erektionshaufigkeit) konnten ei-
nen phylogenetischen Regulationsmechanismus darstellen. Da mit
steigendem Lebensalter zunehmend Gendefekte im Erbmaterial auftre-
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ten, ist die Wahrscheinlichkeit geringer, diese auf Folgegenerationen zu

Ubertragen, wenn die Erektionsfahigkeit abnimmit.

Zusammengefaldt gehen die vorliegenden Befunde einer altersabhangi-
ge Abnahme der eNOS-mRNA-Expression im CCP-Gewebe von Ratten
mit einer Abnahme der Erektionshaufigkeit dieser Tiere einher. Es ist
daher denkbar, daf3 an dem pathophysiologischen Geschehen der al-
tersabhangigen erektilen Dysfunktion bei Mannern ebenfalls eine Ab-
nahme der eNOS-mRNA-Expression im menschlichen CCP-Gewebe

beteiligt ist.

Interessanterweise war im CCP-Gewebe der sehr alten Ratten (26 Mo-
nate) die eNOS-mRNA-Expression im Vergleich zu den drei Monate al-
ten Ratten um 47 % und verglichen mit 8 Monate bzw. 13 Monate alten
Ratten um 107 % bzw. 226 % erhoht. Ahnlich fanden Haas et al. (1998)
in immunhistochemischen Untersuchungen an CCP-Gewebe von Ka-
ninchen ebenfalls eine Zunahme der eNOS-Protein-Expression bei al-
ten Tieren (2.5 bzw. 3.5 Jahre alt) im Vergleich zu jingeren Kaninchen
(6 Monate alt). Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen be-
schreiben diese Autoren jedoch keinen biphasischen Verlauf, d.h. eine
anfangliche Abnahme und einen spateren Anstieg der eNOS-Protein-
Expression, sondern finden lediglich einen altersabhéngigen Anstieg
der eNOS-Protein-Expression im CCP-Gewebe von Kaninchen. Ob
diese Diskrepanz auf Speziesunterschiede zurickzufihren ist oder dar-
auf, dal3 zum einen mMRNA und zum anderen Protein gemessen wurde,
bleibt offen. Dariiberhinaus ist nicht bekannt, ob dieser eNOS-Anstieg
im CCP-Gewebe von Kaninchen mit einer Zunahme der erektilen Po-

tenz einhergeht.

Es ist denkbar, dal3 der signifikante Anstieg der eNOS-mRNA-
Expression im CCP-Gewebe von sehr alten Ratten einen kompensato-
rischen Regulationsmechanismus darstellt, der der altersabhangigen
erektilen Dysfunktion regulatorisch gegensteuert. Interessanterweise

wurde ebenfalls kirzlich von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt,
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dalR genetischer Transfer von eNOS in das Penisgewebe von &lteren
Ratten die erektile Antwort des CCP-Gewebes auf nervale Reize signi-
fikant verstarkte (Champion et al. 1999, Bivalacqua et al. 2000, Burnett
et al. 2000).

Man kann einwenden, dal3 die vermehrte eNOS-mRNA-Expression bei
sehr alten Tieren (26 Monate) einer verringerten Anzahl an Erektionen
und einem veranderten Sexualverhalten bei diesen Tieren gegenuber-
steht. Vermutlich ist diese Diskrepanz jedoch auf einen Aktivitatsverlust
der eNOS zurtckzufiihren. Cernadas et al. (1995) fanden diesbezuglich
eine signifikant erh6hte eNOS-Protein-Expression in Aorten von alten
Ratten (18 Monate) verglichen mit jingeren Tieren (5 Monate), die je-
doch gleichzeitig mit einer verringerten eNOS-Aktivitat einhergingen. Es
ist daher denkbar, dal3 die Divergenz zwischen erhdhter eNOS einer-
seits und einer verringerten Anzahl an Erektionen andererseits auf ei-

nen Funktionsverlust der eNOS zuriickzufihren ist.

Zusammengefaldt zeigen die vorliegenden Ergebnisse eine altersab-
hangige Reduktion der eNOS-Expression in CCP-Gewebe von Ratten
zwischen drei und 13 Monaten, wahrend bei sehr alten Ratten (26 Mo-
nate) die eNOS-Expression signifikant erhoht ist. Die altersabhéngige
Abnahme der eNOS-mRNA-Expression im CCP-Gewebe von Ratten
geht mit einer Abnahme der Erektionshaufigkeit dieser Tiere einher.
Diese Befunde, zusammen mit den Erkenntnissen Uber die Bedeutung
des NOS-NO-Signaltransduktionsweges bei der Erektion unterstitzen
die Hypothese, daR an dem pathophysiologischen Geschehen der al-
tersabhangigen erektilen Dysfunktion bei Mannern ebenfalls eine Ab-

nahme der eNOS-mRNA-Expression im menschlichen CCP beteiligt ist.
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6 Zusammenfassung

Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) katalysieren die Bildung von hoch-
reaktivem NO aus der basischen Aminoséure L-Arginin. Die drei wich-
tigsten Isoenzyme der NOS wurden urspringlich nach den Geweben
bzw. Zellen, in denen sie erstmals entdeckt wurden, als neuronale NOS
(nNOS), Makrophagen NOS (iNOS) und endotheliale NOS (eNOS) be-
zeichnet. Es gibt zunehmend Hinweise fiir die bedeutende Rolle des
NOS-NO-Signaltransduktionsweges bei der Erektion. Verschiedene
Studien weisen auf eine altersabhéngige Abnahme der erektilen Potenz
bei Mannern ab dem 40. Lebensjahr hin. Ob Verdnderungen im NOS-
NO-Signaltransduktionsweg, insbesondere in der Expression der endo-
thelialen NOS an der altersabhé&ngigen Zunahme der erektilen Dysfunk-

tion beteiligt sind, ist bisher nicht geklart.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, zunachst qualitativ die
konstitutiv exprimierte eNOS-Expression in Corpus cavernosum penis-
(CCP)- Gewebe von Mensch und Ratte nachzuweisen. Weiterhin wur-
den mogliche altersabhéngige Verdnderungen der endothelialen NOS-

MRNA-Expression im CCP-Gewebe von Ratten untersucht.

Mit Hilfe der Reversen-Transkriptase-Polymeraseketten-Reaktion (RT-
PCR) wurde eNOS-mRNA sowohl im Ratten- als auch im menschlichen
CCP-Gewebe nachgewiesen. RNase Protection Assay-Analysen mit
CCP-Gewebe von Ratten unterschiedlichen Alters zeigten eine Abnah-
me der eNOS-mRNA-Expression bei den Ratten von drei bis 13 Mona-
ten. Bei den 8 bzw. 13 Monate alten Ratten war die eNOS-mRNA-
Expression um 36 % bzw. 55 % gegeniber den drei Monate alten Tie-
ren verringert. Dahingegen war die eNOS-mRNA-Expression im CCP-
Gewebe bei den sehr alten Ratten (26 Monate) verglichen mit den drei

Monate alten Tieren um 47 % erhoht.

Die vorliegenden Befunde einer altersabhangige Abnahme der eNOS-

MRNA-Expression im CCP-Gewebe von Ratten gehen mit einer Ab-
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nahme der Erektionshaufigkeit dieser Tiere einher. Moglicherweise ist
dies auf eine Degradation von eNOS-exprimierenden glattmuskularen
Trabekelstrukturen des CCP-Gewebes mit zunehmendem Alter zuriick-
zufuhren. Diese Befunde, zusammen mit den Kenntnissen Uber die be-
deutende Rolle des NOS-NO-Signaltransduktionsweges bei der Erekti-
on unterstitzen die Hypothese, dal? an dem pathophysiologischen Ge-
schehen der altersabhangigen erektilen Dysfunktion bei Mannern eben-
falls eine Abnahme der eNOS-mRNA-Expression im menschlichen
CCP beteiligt ist.

Die signifikante eNOS-mRNA-Erhéhung im CCP-Gewebe sehr alter
Ratten konnte einen Kompensationsmechanismus darstellen, der der
altersabhangigen erektilen Dysfunktion regulatorisch entgegenwirkt, um
die Erektionsfahigkeit im héheren Alter zu verbessern. Jingste Studien
zeigen, dal3 genetischer Transfer von eNOS in das CCP-Gewebe die
erektile Antwort signifikant verbessert. Dies kénnte eine Therapieoption
fur die altersabhangige Zunahme der erektilen Dysfunktion darstellen.
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