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Fragestellung

Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) als intrazelluldrer Botenstoff erlangt ein
zunehmendes Interesse, das einerseits aus der weiten Verbreitung cGMP-abhingiger
Signalwege 1m  Korper, andererseits aus der bereits heute mdglichen
pharmakotherapeutischen Modulation von Bildung und Abbau dieses Botenstoffs
resultiert. Die exakte Lokalisation und Funktionsweise von Komponenten cGMP-
abhéingiger Signaltransduktion ist dennoch nur unzureichend bekannt.

Exogene Nitrate bzw. NO werden therapeutisch bei Erkrankungen des kardiopulmonalen
Systems eingesetzt und fiihren tiber die Aktivierung der 16slichen Guanylatzyklase zu einer
cGMP-Produktion. Mit Sildenafil und nachfolgenden Substanzen sind spezifische
Phosphodiesterase-Inhibitoren kommerzialisiert, die zur Therapie der erektilen
Dysfunktion benutzt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war auf Seite der cGMP-Bildung die Untersuchung der
16slichen Guanylatzyklase in Herz und Lunge und auf Seite des cGMP-Abbaus die
Untersuchung der drei Phosphodiesterasen 2, 5 und 6 im méannlichen Reproduktionstrakt

jeweils hinsichtlich ihrer Expression, Lokalisation und Funktion.



Einleitung

Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP), ein intrazelluldres Signalmolekiil, ist im
Korper weit verbreitet und erfiillt vielféltige Funktionen.

cGMP greift in unterschiedliche physiologische Prozesse ein und spielt insbesondere in der
Relaxation glatter Muskulatur [1, 2], der Neurotransmission [3], der Phototransduktion [4]
und der Thrombozytenfunktion [5, 6] eine wichtige Rolle.

Auch therapeutisch macht man sich die EinfluBnahme auf das cGMP-System zunutze.
Verschiedene Gruppen von Medikamenten kdnnen den intrazelluliren cGMP-Gehalt auf
unterschiedlichen Wegen modulieren. Nitrate, die in der Therapie der Angina pectoris
etabliert sind, fordern die Bildung von cGMP in der glatten GefdBmuskulatur und fithren
zur Dilatation der Koronargefile [7]. Phosphodiesterase-Hemmstoffe erhdhen den
intrazelluldaren cGMP-Spiegel, indem sie den Abbau zyklischer Nukleotide behindern. Der
spezifische PDES-Hemmer Sildenafil [8] und die Folgesubstanzen Vardenafil [9] und
Taladafil [10], die seit kurzem in der Behandlung der erektilen Dysfunktion eingesetzt
werden, fithren tiber eine cGMP-Erhdhung zur Relaxation der glatten Muskulatur im
Corpus cavernosum und damit zur Erektion.

Obwohl eine Modulation der cGMP-Spiegel funktionell nachweisbar ist und bereits
therapeutisch genutzt wird, sind die beteiligten Signaltransduktionswege und insbesondere

die zelluldre Lokalisation ihrer Komponenten noch unzureichend untersucht.

Bildung von cGMP

Die cGMP-bildenden Enzyme sind Guanylatzyklasen, die in vielen Geweben
nachgewiesen sind. Es existieren sowohl membranstindige als auch 16sliche Formen, die
beide ihr Substrat Guanosintriphosphat (GTP) unter Abspaltung von Pyrophosphat zu
cGMP umsetzen [11].

Zu den partikuliren oder membranstindigen Guanylatzyklasen (GC) zdhlen mehrere
Familien, die nach Bindung eines Liganden cGMP produzieren [12].

Die 16sliche Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase, sGC) wird allosterisch aktiviert
durch Stickstoffmonoxid (NO), einem diffusiblen Signalmolekiil [13], das von NO-
Synthasen (NOS) gebildet wird [14]. AuBerdem ist eine Aktivierung der sGC in
geringerem Ausmall auch durch Kohlenmonoxid (CO) moglich [15, 16], einem Produkt
der Himoxygenasen (HO).



Interaktionen von cGMP

cGMP erfiillt die Aufgaben eines ,,second messengers* und vermittelt Signale durch die
Interaktion mit unterschiedlichen Zielmolekiilen wie ,,zyklisch-Nucleotid-gesteuerte
Ionenkanéle* (cyclic nucleotide gated channel, CNG) [17], Phosphodiesterasen (PDE)
[18], cGMP-abhéngigen Proteinkinasen (PKG) [19]sowie mit geringerer Affinitét auch mit
cAMP-abhingigen Proteinkinasen (PKA) [20].

Interaktion von cGMP mit Proteinkinasen

PKG und PKA, die zur Familie der Serin/Threonin-Proteinkinasen gehoren, werden durch
die Bindung von zyklischen Nukleotiden aktiviert. Uber die Bindung an die Proteinkinase
PKG oder auch PKA fiihrt cGMP zu einer Phosphorylierung nachgeschalteter Enzyme und
kann damit deren Aktivitét regulieren [21].

Zwei Isoformen der PKG kommen vor. Die PKGII ist bislang nur in wenigen Geweben
beschrieben. Neben der Lokalisation in bestimmten Hirnarealen [22, 23], der Lunge und
der Niere [24], ist die PKGII im Knorpelgewebe der Wachstumsfuge exprimiert, wo sie
entscheidend in das Knochenwachstum eingreift [25]. Die hdchsten Konzentrationen
finden sich in sekretorischen Epithelien des Darmes. Hier spielt die PKGII in der
Regulation der Chlorid-Sekretion eine entscheidende Rolle [25].

Von der PKGI existieren zwei splice Varianten PKGIa und PKGIp, die sich in ihrer
Affinitdit zu c¢cGMP unterscheiden [26]. Die PKGI ist im Cerebellum, Niere und
Nebenniere, glatter Muskulatur, Thrombozyten und Immunzellen beschrieben [21]. Die
PKGIa ist in erster Linie im kardiovaskuldren System exprimiert und findet sich in
Kardiomyozyten und der glatten GefdBBmuskulatur [21], wo die PKG wesentlich in der
Vermittlung der GefidBrelaxation beteiligt ist [27].

Die PKA enthélt in den spezifischen Bindungsdoménen fiir zyklische Nukleotide deutliche
Homologien zu PKG [26], womit eine Kreuzaktivierung der PKA durch cGMP erméglicht
wird [20, 28]. Dies konnte in der Aorta [29] und der Koronararterie in vitro nachgewiesen

werden [20].

Interaktion mit CNG-Kanélen

Bei CNG-Kanilen (cyclic nucleotide gated channels) handelt es sich um nicht selektive
Kationenkanile, deren Offnung durch intrazellulire cGMP- bzw. cAMP-Bindung erreicht
wird [17]. CNG-Kanéle erlauben vor allem den Einstrom von Calcium-Ionen und kénnen

damit auf Calcium-abhéngige Signalwege als auch auf das Membranpotential wirken.



CNG-Kandle spielen vor allem in der sensorischen Signaltransduktion eine Rolle und sind
in der Membran von Zapfen und Stibchen der Retina sowie in Zellen des olfaktorischen
Epithels nachgewiesen, wo der Kanal mit weiteren Komponenten der cGMP-abhingigen
Signaltransduktion kolokalisiert ist [30, 31]. Der Kanal wurde ferner in Hoden, Ovar,
Niere, Hirn und Herz nachgewiesen [32, 33]. Neueren Untersuchungen zufolge wird der

CNG-Kanal auch in Spermatozoen exprimiert [34, 35].

Interaktion mit PDEs und Abbau von cGMP

Phosphodiesterasen hydrolysieren die zyklischen Nukleotide ¢cGMP und cAMP und
inaktivieren sie dadurch.

Dariiberhinaus sind einige Phosphodiesterase-Familien in der Lage, cGMP allosterisch zu
binden [36, 37]. Die Bedeutung dieser Bindung ist in zwei Funktionen zu sehen. Einerseits
kann ¢cGMP aus dem Zytoplasma in einen inaktiven, an PDE gebundenen ¢cGMP-Pool
tiberfiihrt werden und steht dann fiir die Interaktion mit weiteren Zielproteinen nicht mehr
zur Verfiigung [38]. Andererseits fiihrt die allosterische Bindung von cGMP an einigen
Phosphodiesterasen zu einer Konformationsdnderung, die deren katalytische Aktivitét
reguliert. PDEs bauen die zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP ab, womit sich zwei
Besonderheiten ergeben. Fiir cGMP ergibt sich so die Mdglichkeit der Autoregulation,
indem die Abbaurate auch auf die Verfiigbarkeit von ¢cGMP in seiner Funktion als
allosterischem Regulator wirkt. Da einige PDEs sowohl cGMP als auch cAMP abbauen,
besteht tiber die allosterische Regulation durch cGMP die Mdglichkeit zu einem cross-talk

zum cAMP-System als auch durch eine Kompetition der beiden zyklischen Nukleotide.

Uberblick tber beteiligte Enzyme

Guanylatzyklasen bilden cGMP aus Guanosintriphosphat unter Abspaltung von
Pyrophosphat.

Partikulare Guanylatzyklasen

Mehrere Formen membranstindiger Guanylatzyklasen sind beschrieben, zu deren

bekannten Liganden die natriuretischen Peptide gehdren [39, 40].



Die bislang bekannteste Form ist GC-A, die durch ANP und in geringerem Ausmal} auch
von BNP stimuliert wird [12]. Die Bindung der Liganden resultiert in einer cGMP-
Bildung.

Ein beschriebener Clearance-Rezeptor dhnelt der GC-A, ihm fehlt jedoch die katalytische
Zyklase-Doméne [41]. Seine Funktion wird in der Modulation zirkulierender ANP-Spiegel
gesehen, da das vom Clearance-Rezeptor gebundene ANP internalisiert und abgebaut wird.
Damit steht es nicht mehr als Ligand fiir GC-A zur Verfligung.

Eine weitere membranstindige Guanylatzyklase ist GC-B, die durch CNP stimuliert wird
[12]. Die GC-C wird durch hitzestabile Enterotoxine (STa) stimuliert [42], zusétzlich
wurden erst in jlingster Zeit die endogenen Liganden Guanylin und Uroguanylin
beschrieben [43, 44]. Fiir die weiteren Formen GC-D bis —F, die in sensorischen Zellen
exprimiert werden, sind noch keine Liganden identifiziert [45-48]. Eine weitere in
peripheren Geweben exprimierte GC-G scheint gleichfalls ein ,,orphan receptor” zu sein

[49].

Losliche Guanylatzyklase sGC

Die sGC liegt als Heterodimer vor und setzt sich aus einer a- und einer B-Untereinheit
zusammen, von denen jeweils zwei Formen (o, o, B; und B;) beschrieben sind [50]. Das
Enzym kann durch die diffusiblen Botenstoffe NO [13, 51] und CO [52] stimuliert werden.
Die Sensitivitdt gegeniiber diesen Botenstoffen ist durch die im Aminoterminus gelegene
Ham-Gruppe determiniert [53], und die Bindung von NO bzw. CO an die Him-Gruppe
fiihrt zu einer allosterischen Aktivierung der sGC. Mutationsanalysen identifizieren das
hochkonservierte His105 [54] und Cys78 und Cys214 der B-Untereinheit als essentiell fiir
die Him-Koordination [55]. Obwohl diese Bindungsstellen in der a-Untereinheit nicht
nachgewiesen sind, ist fiir die Ham-Bindung die Assoziation beider Monomere
erforderlich [56].

Neben der N-terminalen Him-Doméne enthalten die Monomere am C-Terminus das aktive
Zentrum des Enzyms, die konservierte cyclase homology domain (CHD), die den
entsprechenden Sequenzen der membranstindigen Guanylatzyklasen und der
Adenylatzyklase homolog ist [57]. Katalytisch aktive Enzyme entstehen ausschlieBlich in
Anwesenheit beider Monomere [58, 59]

Zwischen N- und C-Terminus liegt die dimerization domain, die die Assoziation zu

Heterodimeren vermittelt [60].



Die sGC dient als Rezeptor fiir NO, das an der Him-Doméne bindet [61, 62]. Der genaue
Aktivierungsmechanismus ist noch unklar, es wird jedoch eine Konformationsdnderung
vermutet, die die Bindung des Substrats GTP an die katalytische Domine ermoglicht [63,
64].

Auch CO, ein Reaktionsprodukt aus dem Hamoglobinabbau durch Himoxygenasen, kann
die sGC aktivieren [16], jedoch in erheblich geringerem Ausmass als NO [61, 65].

Eine endogene Hemmung der sGC-Aktivitit durch einen cGMP-Anstieg wurde in
chromaffinen Zellen gezeigt. Die Stimulation der nachfolgend aktivierten PKG stimuliert
eine Phosphatase, die zur Dephosphorylierung der -sGC fiihrt und damit deren Aktivitit
herabsetzt [66].

Als exogene modulierende Substanzen sind YC-1 [67], ODQ [68] [69]und Bay 41-2272
[70] bekannt. YC-1 stimuliert allosterisch und NO-unabhingig die basale Aktivitit der
sGC und erhoht auBerdem die Aktivitit des NO-stimulierten Enzyms [71]. Auch die
Sensitivitdt gegenliber NO und CO [72] wird durch diese Substanz erhoht, indem die
Dissoziationsrate der Liganden reduziert wird [73]. ODQ dagegen hemmt die Aktivitéit der
stimulierten sGC, ohne Einfluf} auf die basale Aktivitit zu nehmen [68]. ODQ kompetiert
mit NO um die Bindung an sGC und scheint durch die Oxidation des Him-Eisens zu einer
irreversiblen Hemmung zu fiihren [74]. NS2028, ein ODQ-Derivat, besitzt eine dhnliche
Funktion [75].

Initial wurde die sGC aus der Lunge isoliert, wo sie als o;/Bi-Heterodimer in hoher
Gewebskonzentration vorliegt [76].

Auch insgesamt kommt die o;/B;-Form am haufigsten vor [77] und beide Untereinheiten
wurden aufler in der Lunge [78-80] in hoher Konzentration im Hirn, glatter Muskulatur
und Thrombozyten gefunden. Herz- und Skelettmuskel [81], Niere [82] und Leber
exprimieren das Enzym ebenfalls [83].

Das Vorkommen von o,/f;- Dimeren ist ebenfalls beschrieben, hinsichtlich ihrer
funktionellen Eigenschaften wurden keine Unterschiede zur o;/B;-Form festgestellt [84].
Die a,-Untereinheit ist bisher in fetalem Hirngewebe, sensorischen [85] und spinalen
Neuronen, in der Retina [86] und Plazenta [87] sowie im Hoden [88] nachgewiesen
worden.

Eine Sonderstellung scheint die (3,-Untereinheit einzunehmen. Sie ist bisher nur in Niere

und Leber der Ratte beschrieben worden [82]. Thre Bedeutung ist noch weitestgehend
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unbekannt. In transfizierten Zellen reduziert die Expression von [, die Bildung der o;/B;-
Dimere [89], was durch eine Kompetition um die Bindung an die o,;-sGC vermittelt sein
diirfte und verringert die Sensitivitit der a,/p;—sGC.

Trotz der hier zitierten Arbeiten iiber die Organverteilung der einzelnen sGC-
Untereinheiten und der verschiedenen Heterodimere sind verldBliche Daten iiber die
Expression und die genaue zelluldre Lokalisation der Untereinheiten in Ermangelung

addquater Antikorper aber noch unzureichend.

PDEs
PDEs sind in der Regulation intrazellulirer cAMP und cGMP-Spiegel wichtige

Komponenten. Da die Spiegel der zyklischen Nukleotide in der Zelle selten die in vitro
bestimmten Michaelis-Menten-Konstante (K,,) der PDEs erreichen, kann eine
Uberkapazitit fir den Abbau der Nukleotide angenommen werden. Dies fiihrt zur
Vermutung, dal die PDEs den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt zur Beendigung
eines  Nukleotid-Signals  darstellen und ihnen damit die Funktion eines
Schrittmacherenzyms bzw. Schliisselenzyms zukommt. Erst in jlingster Zeit konnte im
Zellmodell fiir cAMP gezeigt werden, dass die Hydrolyse durch PDE2 schneller vonstatten
geht als die cAMP-Bildung [90].

PDEs konnen mit unterschiedlichen Signaltransduktionswegen interagieren. Die
Integration unterschiedlicher Einfliisse fiihrt zu einer variablen Regulation der in einer
Zelle enthaltenen PDEs und bestimmt so den zeitlichen und rdumlichen Ablauf eines
Nukleotid-Signals. Zu den regulatorischen Mechanismen gehdren sich verindernde cAMP-
und  ¢cGMP-Konzentrationen,  Aktivierung  durch  Ca®*/Calmodulin-Bindung,
Phosphorylierungsprozesse, die Interaktion mit regulatorischen Proteinen, eine spezifische
subzelluldre Lokalisation und ein variables Expressionsniveau der PDEs im Sinne einer

Transkriptionskontrolle.

PDEs enthalten eine katalytische Doméne im Carboxy-Terminus des Proteins. Die
Sequenzhomologie im Bereich der katalytischen Doméne determiniert die Zugehorigkeit
zu verschiedenen Familien — innerhalb einer Familie liegt die Sequenzhomologie im
Bereich grofler 85%, wihrend sie iiber die Familien hinweg auf 20-45% sinkt [18].

Die Aminotermini der PDEs weisen groflere Unterschiede auf. Hier finden sich die

regulatorischen Doménen wie Ca®*/Calmodulin-Bindungsstellen, Phosphorylierungs-



stellen, autoinhibitorische Doméanen und allosterische cGMP-Bindungsstellen [91]. Die in
PDEs anzutreffenden cGMP-Bindungsstellen sind einer neuen Klasse zuzuordnen, die sich
von den bislang bekannten cGMP-Bindungstellen der CNG-Kandle sowie der
Proteinkinasen PKA und PKG unterscheiden [36]. Diese Bindungsstellen kommen auf3er
in  cGMP-regulierten PDEs auch in Adenylatzyklasen und dem bakteriellen
Transkriptionsfaktor Flha vor und werden daher als GAF-Doménen zusammengefaf3t [92].
Als kritische Bindungsstelle konnte die NKX,D-Sequenz identifiziert werden, die in den
cGMP-regulierten PDEs wie PDE2, PDES5 und PDEG6 konserviert ist [93].

Bis heute sind 11 PDE-Familien beschrieben. Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
zelluliren Verteilung und in ihren physikochemischen Eigenschaften wie
Reaktionsgeschwindigkeit, ~ Substratspezifitit =~ und  Empfindlichkeit = gegeniiber

verschiedenen Inhibitoren, wie auch in ihrer Regulation.

PDE1

Die PDE1 wird durch die Bindung von Ca/Calmodulin (CaM) reguliert und daher auch als
CaM-PDE bezeichnet.

PDE1 kommt als Dimer vor, die Molgewichte der Untereinheiten liegen um 59/61 kDa und
75 kDa fiir die verschiedenen splice Varianten.

Sowohl cAMP als auch cGMP koénnen von PDE1 hydrolysiert werden, die Affinitét
mancher splice Varianten fiir cGMP ist jedoch hoher.

Die Aktivierung der PDE1 erfolgt tiber CaM, das am Aminoterminus allosterisch
gebunden wird. Dabei ist die Affinitdt der verschiedenen Isoformen fiir die Bindung von
CaM wiederum unterschiedlich und kann durch cAMP-abhingige

Phosphorylierungsprozesse reduziert werden [94].

PDE2

Die PDE2 ist eine cGMP-stimulierte PDE, die vorwiegend cAMP hydrolysiert [95]. Zwei
Untereinheiten von etwa 102-105 kDa bilden ein Homodimer.

Die PDE2 wurde sowohl in der zytosolischen als auch in der Membranfraktion
nachgewiesen. Unterschiedliche Aminotermini der splice Varianten konnten flir eine

unterschiedliche zellulire Distribution verantwortlich sein [18]. Die splice Variante

PDE2A1 kommt als 16sliche Form vor, wihrend PDE2A2 und A3 membrangebunden sind.



In menschlichen Organen wurde PDE2-mRNA in hochster Konzentration im Herz und
Gehirn, in niedrigeren Konzentrationen in Lunge, Leber, Niere, Skelettmuskel und
Plazenta nachgewiesen [96]. Auf Proteinebene ist die PDE2 in speziellen olfaktorischen
Sinneszellen [30] und weiteren neuronalen Zellen [97] bekannt. Neuere
immunhistochemische Untersuchungen zeigen eine Lokalisation von PDE2 in humanen
Endothelzellen von Kapillaren und vendsen GefdBlen von Niere, Herz, Lunge, Leber und
Cerebellum [98]. Untersuchungen der Enzym-Aktivitét in tiberwiegend bovinen Geweben
ergaben Hinweise auf ein Vorkommen der PDE2 in Herz, Leber, Nebenniere [95, 99, 100],
Lunge [101] und Gehirn [102, 103] bzw. neuronalen Zellen der Ratte [97].

cGMP und cAMP konnen von PDE2 mit vergleichbarer Reaktionsgeschwindigkeit
abgebaut werden [18]. Die Affinitit fiir cGMP ist jedoch mit einer K, von 15-30 uM etwa
doppelt so hoch wie fiir cAMP mit 30-50 uM [95]. cGMP ist damit das bevorzugte
Substrat, kommt in vivo jedoch in geringeren Konzentrationen als cAMP vor, so da} die
PDE2 in vivo vor allem cAMP abbauen diirfte.

Die Bindung von cGMP an die GAF-Dominen der PDE2 fiihrt zu einer
Konformationsédnderung des Enzyms, die die Affinitét fiir das Substrat an der katalytischen
Domaéne erhoht, wihrend die Reaktionsgeschwindigkeit unverdndert bleibt [18]. Es folgt
eine gesteigerte hydrolytische Aktivitit gegeniiber cAMP, so da3l cAMP nach Stimulation
mit c¢cGMP sinken miilite. Dies konnte funktionell am Beispiel boviner
Aortenendothelzellen [104] und einer PC12-Zellinie gezeigt werden [105] — nach cGMP-
Stimulation iiber ANP kommt es hier zu einem Abfall von cAMP, der PDE2-vermittelt
sein diirfte. Insgesamt erfolgt iiber PDE2 eine gegenldufige Regulation der zyklischen
Nukleotide. Bei einem cAMP-Anstieg wiirde {iber einen Masseneffekt das konkurrierende
und eigentlich affinere cGMP aus der Bindung an die katalytische Doméne verdrangt und
damit sein Abbau verringert. Dagegen fiihrt ein cGMP-Anstieg zu einer allosterischen
Aktivierung der PDE2, die ein Sinken des cAMP-Spiegels zufolge hat. cAMP und cGMP
konnen so durch einen Anstieg des jeweils anderen Nucleotids forciert abgebaut werden.

Als spezifischer Inhibitor der PDE2 wurde EHNA beschrieben [106].

PDE3
Die PDE3 wird auch als cGMP-inhibierte PDE bezeichnet und ist sowohl in der 16slichen

Fraktion wie auch in Membranen beschrieben [107, 108].
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Sie kommt in Fettzellen [109], Leberzellen, im Gehirn [110] und im Herzen [111, 112]
sowie in der GefdBmuskulatur [113] vor. Reinhardt beschreibt die Lokalisation auch in
Spermatozyten wihrend der Entwicklung [110]. Der PDE3 wird eine Rolle in der
Vermittlung der Insulin-Wirkung zugeschrieben und greift in die Regulation der
Herzinotropie und GefaBBweite ein [114].

Die PDE3 kann beide Nukleotide mit dhnlicher Affinitdt [18] an der katalytischen Doméne
binden, setzt jedoch cAMP mit einer hoheren Reaktionsgeschwindigkeit um. Die
Hemmung des cAMP-Abbaus durch cGMP erfolgt nicht {iber eine allosterische cGMP-
Bindungsstelle, sondern durch direkte Kompetition der Nukleotide an der katalytischen
Domaéne [111, 112]. Damit hemmt der Anstieg eines Nukleotids jeweils den Abbau des
anderen, was in der Summe zu einer gleichgerichteten Regulation beider ,,second
messenger* fiihrt. Die Phosphorylierung regulatorischer Domanen durch PKA aktiviert das
Enzym und fiihrt zu einem Absinken von cAMP [115].

PDEA4

Ihr Synonym ist cAMP-spezifische Rolipram-sensitive PDE.

PDE4 hydrolysiert spezifisch cAMP und ist hinsichtlich ihrer Regulation unempfindlich
gegen Ca’’/Calmodulin und cGMP. Eine GAF-Domiine, die eine Regulation durch cGMP
erlauben wiirde, ist nicht vorhanden. Phosphorylierungsprozesse konnen dagegen in die
Regulation der PDE4 eingreifen [116, 117].

Innerhalb der 4 bekannten unterschiedlichen Genprodukte existieren zahlreiche splice
Varianten, von denen viele sowohl membranstindig als auch zytosolisch vorkommen. Die
PDE4 wird weit verbreitet exprimiert. Im ménnlichen Reproduktionstrakt sind Transkripte
in Sertoli-Zellen nachgewiesen, die Rolle der PDE4 konnte hier in der Abschwéchung von

FSH-induzierten cAMP-Signale liegen [118, 119].

PDES

Die PDES wird auch als cGMP-bindende cGMP-spezifische PDE bezeichnet [120]. Es
exisitieren 3 splice Varianten, die fiir Proteine von 95 und 100 kDa codieren und als
Homodimer das aktive Enzym bilden [121, 122].

Die PDE5S weist in Lunge, Corpus cavernosum und Niere die hochsten
Organkonzentrationen auf. Neuere Untersuchungen an der Ratte bestétigen diese Befunde
und zeigen die hochsten Konzentrationen in Lunge, Cerebellum und Thrombozyten,

gefolgt von Hirn, Niere und Leber [123]. Auch in Purkinje-Zellen des Hirns kommt die
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PDES vor [124]. Durch die hohe Expression in glatter Muskulatur, in der weitere
Komponenten der cGMP-abhéngigen Signaltransduktion kolokalisiert sind, kann die PDES
eine Bedeutung in der Regulation der GefiaBweite [125] und damit in der
Blutdruckregulation und der Perfusionssteuerung einzelner Organe haben. Dafiir spricht

der Nachweis der PDES in der Muskulatur von Widerstandsgefdf3en [126].

Die katalytische Domine zeichnet sich durch eine hohe Affinitit zu cGMP aus. cAMP
kann zwar mit hoherer Reaktionsgeschwindigkeit auch gespalten werden, ist jedoch
erheblich weniger affin, so dass nur cGMP effizient hydrolysiert wird.

Die Monomere enthalten zwei GAF-Doménen, die als allosterische cGMP-Bindungsstellen
fungieren. Dabei besitzt die aminoterminal gelegene Bindungsstelle eine hohere Affinitit
[127]. Die genaue Bedeutung der cGMP-Bindungsstellen in PDES ist noch unklar, da in
PDESA die Entfernung einer GAF-Domine durch Deletion weder die Funktion der
zweiten Bindungsstelle noch die katalytische Funktion des Enzyms beeintrachtigt [128].
Die allosterische Bindung von ¢cGMP fiihrt an der katalytischen Bindungsstelle zu einer
Erhohung der Affinitdt zum Substrat cGMP und aktiviert damit das Enzym [129].

Ein weiterer Regulationsmechanismus wird durch Phosphorylierungsprozesse zur
Verfiigung gestellt [93]. Die allosterische cGMP-Bindung induziert eine
Konformationsédnderung,mit der Phosphorylierungsstellen fiir PKG und PKA exponiert
werden [130]. Die Phosphorylierung am Ser92 durch PKG erhoht die Affinitdt der
allosterischen Doméine gegeniiber cGMP, ohne die katalytische Aktivitdt [131] oder die
Empfindlichkeit gegeniiber Inhibitoren zu beeinflussen. Nach PKA-abhingiger
Phosphorylierung 1ldsst sich eine Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit
beobachten sowie eine herabgesetzte Empfindlichkeit gegeniiber dem selektiven Inhibitor
Zaprinast [132].

In der Regulation der PDE5 kommt auch Ionen eine Rolle zu. Mg®" als Kofaktor ist
weniger effizient als die Tonen Mn®" und Zn”". ,,Putative Zn-binding motifs“ sind in der
PDES-Sequenz konserviert und wurden durch Mutationsanalysen als obligat fiir die
korrekte Funktion der PDES identifiziert [133].

Uber einen weiteren Regulationsmechanismus wird spekuliert - die Wirkung der PKA-
abhingigen Phosphorylierung kann durch Interaktion mit kleinen 14 und 18 kDa-Proteinen
moduliert werden, die den yB-Untereinheiten der verwandten PDE6 &hneln [134]. Eine
Interaktion der PDES an der katalytischen Domédne mit gereinigten y-Untereinheiten der

PDES® ist jedoch noch nicht nachgewiesen [135].
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Mit Sildenafil existiert ein spezifischer Inhibitor der PDES, der heute in der Therapie der
erektilen Dysfunktion eingesetzt wird [8] und mdglicherweise auch die pulmonale
Hypertonie giinstig beeinflussen kann [136]. Der Wirkmechanismus von Sildenafil beruht
auf einer kompetitiven Hemmung des cGMP-Abbaus. Die Hemmung des cGMP-Abbaus
durch die PDES fiihrt in Geweben, in denen der PDES in der Hydrolyse von cGMP eine
groBe Rolle zukommt, zu einer Akkumulation des ,,second messengers®, die in glatter

Muskulatur zur Relaxation fiihrt [125].

PDEG6

Die PDEG6 ist die cGMP-spezifische PDE der Retina und spielt eine zentrale Rolle in der
Phototransduktion.

Sie kommt in Zapfen und Stébchen der Retina vor [137], wo sie membransténdig ist, und

wurde auch im Pinelaorgan lokalisiert [138].

In den Zellen liegt die PDE6 als Heterotetramer vor. Je zwei katalytische Untereinheiten
(o, oder a’) bilden mit zwei kleinen y-Untereinheiten (etwa 9kDa) das Tetramer. Die
Bindung des y-Proteins (Py) hemmt die Aktivitit des Enzyms und erhoht die Affinitét der
allosterischen ¢cGMP-Bindungsstellen in den katalytischen Untereinheiten [139]. Die
cGMP-Bindung wiederum reduziert die Wahrscheinlichkeit, dass das inhibitorische Py aus
dem PDE6-Komplex abdiffundiert und hemmt damit die katalytische Aktivitit der PDE6
[140].

Die PDE6 enthdlt im Aminoterminus cGMP-spezifische Bindungsstellen, die denen der
PDE2, -5 und -10 entsprechen und dhnelt hinsichtlich ihrer Primérstruktur besonders der

PDES [140]. Die katalytische Spezifitét fiir cGMP ist hoch.

In der Phototransduktion scheint eine komplizierte Signalkette abzulaufen. Nach
Aktivierung von Rhodopsin durch ein Photon kommt es zu einer Interaktion dieses
Molekiils mit Transducin, einem GTP-bindenden Protein. Transducin kann nun Py binden
und entfernt es so aus der Assoziation mit PDEG6, die damit aktiviert wird. Es kommt zu
einem cGMP-Abbau, der zur SchlieBung der CNG-Kandle fiihrt und eine
Hyperpolarisation der Zelle zur Folge hat. Der sinkende intrazellulire Ca**-Spiegel 15st
Ca®" aus der Bindung an das GCAP (Guanylatzyclase-aktivierendes Protein) und aktiviert

es damit. Die Interaktion von GCAP mit der retinalen GC (retGC) fithrt zu einer
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Neubildung von cGMP, so da3 das System jetzt wieder zuriickpendeln kann und wieder fiir

die Detektion von Photonen zur Verfiigung steht.

PDE7

Die ,,cAMP-spezifische low-K,, PDE* zeichnet sich durch die hohe Affinitit gegeniiber
cAMP aus und ist gegen viele PDE-Hemmstoffe resistent [141].

Die PDE7 wurde initial aus einer Glioblastom cDNA library geklont [142] und mit
Northern blot im Gehirn nachgewiesen [143]. GroBte Sequenzdhnlichkeit besteht zur
PDEA4.

Auf mRNA-Ebene finden sich Transkripte in unterschiedlichen Hirnregionen als auch in

peripheren Organen wie Niere, Hoden, Leber, Thymus und Milz [144, 145].

PDES8

Die PDES fiihrt das Synonym ,,hochaffine cAMP-spezifische IBMX-resistente PDE* [146,
147]

Auf mRNA-Ebene zeigt sich eine weite Verbreitung der PDES, die besonders in Hoden,
Ovar, Diinndarm und Colon exprimiert wird [146].

In der Primirstruktur sind zwei Metall-bindende Motive konserviert und die maximale
katalytische Aktivitit erfordert die Anwesenheit von Mn”>" oder Mg*".

Das Enzym kommt in der 16slichen Fraktion vor und konnte aufgrund der sehr niedrigen
ky, fiir cAMP im nanomolaren Bereich eine Funktion in der Regulation basaler cAMP-

Spiegel haben [148].

PDE9

Bei der PDE9 handelt es sich um eine sehr hochaffine cGMP-spezifische PDE [149].

Sie ist weit verbreitet und wird vor allem Niere, Leber, Lunge und Hirn [150] exprimiert.
Die hohe Affinitét gegeniiber cGMP iibertrifft die Affinitét der iibrigen cGMP-spezifischen
PDE 5 und 6 bei weitem. Die ky, fiir cGMP liegt fiir PDE9 im nanomolaren Bereich, so
dass dieser PDE eine Rolle in der Regulation basaler cGMP-Spiegel zugeschrieben wird
[149, 150]. Im Gegensatz zu PDE2, -5 und -6 enthélt die PDE9 keine GAF-Doméne und

zeichnet sich durch die Resistenz gegeniiber iiblichen PDE-Inhibitoren aus.
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PDE10

PDE10, die ,,dual-substrate” PDE kann cAMP mit etwas hoherer Affinitdt als cGMP
binden, wihrend die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Umsetzung von cGMP hoher ist
[150].

Das Enzym enthdlt — im Gegensatz zu PDE2, -5 und -6 — eine (statt zwei) allosterische
cGMP-Bindungsstellen, deren Bedeutung noch unbekannt ist. Auch eine cGMP-Bindung
an dieser Stelle wurde bislang noch nicht nachgewiesen.

In der Maus zeigt sich die hochste Expression in Hirn und Hoden [150, 151], beim
Menschen zeigt die Northern blot Analyse eine weite Verbreitung [152].

Aufgrund der kinetischen Daten wird angenommen, da3 die PDE10 in vivo als cAMP-
inhibierte cGMP-PDE wirkt und dadurch entscheidend in den ,,cross-talk* zwischen beiden
Nukleotiden eingreift [153].

PDE11

Die PDEI1 ist die neueste beschriebene Familie von PDEs und hydrolysiert cGMP und
cAMP.

Es existieren mehrere splice varianten dieses Gens, die eine unterschiedliche
Gewebsdistribution aufweisen [154]. Auf mRNA-Ebene werden die hochsten Spiegel in
Skelettmuskel, Prostata, Niere, Leber, Epiphyse und Testis exprimiert [155, 156].
Variabilitdt der PDE11-Isoformen besteht vor allem hinsichtlich der Aminotermini, die
eine oder zwei komplette GAF-Domédnen enthalten. Auch Phosphorylierungsstellen fiir
PKA und PKG sind nur in bestimmten splice Varianten zu finden. Wie die regulatorischen
Eigenschaften unterscheiden sich auch die kinetischen Eigenschaften der splice Varianten,

fiir die unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten nachgewiesen wurden [156].

Phosphodiesterasen bilden ein facettenreiches und komplex reguliertes System, das
wesentlichen Anteil an der Modulation der intrazelluldren Spiegel der ,,second messenger*
cAMP und ¢cGMP hat und einen ,,cross-talk zwischen diesen Systemen vermitteln kann.
Die genaue zellulire Lokalisation der verschiedenen Komponenten ist wie ihr
Zusammenspiel nur in Ansédtzen geklart.

Den PDEs, die cGMP hydrolysieren (PDE 5, 6, 9 und 10) oder allosterisch von cGMP
reguliert werden (PDE 2, 5, 6 und 10), gilt im Zusammenhang mit dem NO/cGMP-System

ein besonderes Interesse.
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cGMP im kardiopulmonalen System

Die cGMP-abhingige Signaltransduktion spielt im Herz-Kreislaufsystem als Mediator von
endogenen und exogenen NO-Wirkungen eine wichtige Rolle und greift an

unterschiedlichen Stellen in die Regulation des Systems ein.

In der Regulation des Geféaftonus ist die Funktion von cGMP etabliert. Im Endothel erfolgt
die Synthese von NO, das in die glatte GefdaBmuskulatur diffundiert und dort die sGC
aktiviert [157]. Die Bildung von cGMP wird induziert, diese aktiviert die PKG. Durch
Interaktion mit dem IP;-Rezeptor wird dieser phosphoryliert und damit deaktiviert. In der
Folge sinkt der Ca®’-Ausstrom aus dem endoplasmatischen Retikulum, womit der
intrazelluldre Calcium-Spiegel sinkt. Zusétzlich wird die Sensitivitdt des kontraktilen
Apparates der Zelle gegeniiber Calcium verringert. Diese Mechanismen fiihren zur
Relaxation der Gefa3muskulatur [158].

Die Beeintrachtigung der endothelabhdngigen Vasorelaxation wird als Pathomechanismus
fiir Erkrankungen wie der arteriellen und pulmonalen Hypertonie als auch fiir

GefaBmanifestationen des Diabetes mellitus angesehen.

Funktionelle Untersuchungen geben Hinweise auf eine Beteiligung der sGC in der
Funktion von Endothelzellen, am Beispiel der Blut-Hirn-Schranke wurde ein Einflufl von

cGMP auf die Permeabilitit von Endothelzellen gezeigt [159].

Eine basale cGMP-Produktion scheint die Kontraktilitdit des Myokards zu unterstiitzen
[157, 160]. Der EinfluB des cGMP-Systems auf die Kontraktion der Kardiomyozyten wird
diskrepant beurteilt. Insgesamt scheint eher ein modulierender Effekt auf die Kontraktilitat
wahrscheinlich [161, 162].

Am Myokard ist fiir niedrige Dosen von NO eine Steigerung der Kontraktilitét
beschrieben, wihrend hohe Dosen negativ inotrop wirken. Die positive inotrope Wirkung
von NO scheint tiber die Stimulation der Adenylatzyklase mit konsekutivem cAMP-
Anstieg vermittelt zu sein [163]. Eine Hemmung der PDE3 durch cGMP konnte au3erdem
zu einem cAMP-Anstieg beitragen. In hohen Dosen iiberwiegt dagegen ein PKG-
vermittelter negativ inotroper Effekt, der iiber eine abnehmende Empfindlichkeit des

kontraktilen Apparates gegeniiber Ca>" vermittelt wird [163].
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In der Regulation des Tracheal- und Bronchialtonus vermittelt cGMP die Wirkung von NO
als auch von natriuretischen Peptiden, wobei die relaxierende Wirkung von ANP auf die
glatte Muskulatur deutlich ausgeprigter als die von NO ist [164].

Phosphodiesterasen in der glatten Muskulatur der Trachea wurden funktionell untersucht
und geben Hinweise auf eine Hauptrolle von PDE 3 und 4 in der Regulation der cAMP-
vermittelten Relaxation als auch fiir eine cGMP-spezifische PDE (mdoglicherweise PDES)
in der Regulation der cGMP-Spiegel [165].

In den zilientragenden Epithelzellen der Trachea ist das Vorkommen der Komponenten des
NO-cGMP-PKG-Systems dokumentiert und spielt in der Regulation der Zilienbewegung
eine Rolle [166] .

In Pulmonalarterien findet sich auf funktioneller Ebenen eine hohe PDE5-Aktivitit, die fir
den grofBten Teil der Sildenafil-vermittelten pulmonalen Vasodilatation verantwortlich ist

[167, 168].

cGMP im Reproduktionstrakt

Das cGMP-System spielt im madnnlichen Reproduktionstrakt eine wichtige Rolle.
Zahlreiche Komponenten der c¢GMP-abhingigen Signaltransduktion sind im Hoden
lokalisiert [49, 169, 170], wiahrend iiber den Nebenhoden in dieser Hinsicht praktisch keine

Informationen vorliegen.

Kontraktile Zellen der Corpora cavernosa relaxieren nach cGMP-Akkumulation, womit
eine Erektion ermoglicht wird. Die Behinderung des cGMP-Abbaus durch eine spezifische
Hemmung der in hohen Konzentrationen vorkommenden PDES5 mit Sildenafil oder
Nachfolgesubstanzen ist ein neues Therapiekonzept in der Behandlung erektiler

Dysfunktion [8].

In glatter GefaBmuskulatur von Hodengefa3en als auch in Myofibroblasten der die Tubuli
seminiferi umgebenden Lamina propria ist die Lokalisation funktioneller cGMP-Systeme
mit NO-Synthasen und dem NO-Rezeptor sGC nachgewiesen [88, 171, 172]. cGMP kann
daher im Transport von Spermatozoen als auch in der Erndhrung des Keimepithels durch

die Regulation des lokalen Blutflusses eine Rolle spielen [171]. Eine weitere Mdglichkeit
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der Modulation der Relaxation besteht durch GC-B, die ebenfalls in kontraktilen Zellen

des Hodens nachgewiesen worden ist [173].

ANP, BNP und CNP sowie NO fiihren in der Leydig-Zelle zu einem Anstieg von cGMP,
das die Produktion von Testosteron moduliert [169, 173-175]. Der durch natriuretische
Peptide induzierte Testosteron-Anstieg wird liber die Aktivierung der PKA durch cGMP
vermittelt [176], wihrend der NO-vermittelte Effekt biphasisch ablduft. Niedrige NO-
Konzentrationen férdern die Testosteron-Produktion, wihrend hohe NO-Konzentrationen
durch die Wechselwirkung mit Cytochrom P450 als Enzym der Steroidogenese einen
gegenteiligen Effekt zeigen [177]. Der Nachweis aller NO-Synthasen [178-180] und einer
CNP-Produktion in Leydig-Zellen [181] lassen autokrine Wirkungen dieser Substanzen

vermuten [169].

Auch Sertoli-Zellen des Hodens enthalten ein funktionelles NO/cGMP-System [178] und
zeigen eine cGMP-Akkumulation nach Stimulation mit CO [172]. Ein NO/cGMP-
vermittelter Signalweg scheint auflerdem die Funktion der Blut-Hoden-Schranke zu

modulieren [182].

In Keimzellen wird die GC-A abhingig vom Entwicklungsstadium exprimiert und zeigt
wihrend der postnatalen Entwicklung eine Hoch-Regulation [183, 184]. cGMP konnte
daher in der Steuerung von Reifung und Differenzierung von Bedeutung sein.

Im Zusammenhang mit der Identifikation des CNG-Kanals in Keimzellen und der
Lokalisation verschiedener Isoformen in Mikrodominen entlang des Schwanzstiicks

konnte cGMP auch in der Motilitdt von Spermatozoen eine Rolle zukommen [34, 35] .

Wihrend einige Informationen zur cGMP-Generation im ménnlichen Reproduktionstrakt
bekannt sind, gibt es abgesehen von der PDES5-Lokalisation im Corpus cavernosum kaum
Kenntnisse iiber das Vorkommen von cGMP-degradierenden Komponenten im ménnlichen
Reproduktionstrakt.

In Keimzellen ist die alters- und stadienspezifische Expression der cAMP-spezifischer
PDEs beschrieben [185]. Uber die Expression weiterer PDE-Familien in diesen Zellen

existieren praktisch keine Informationen. Lediglich auf mRNA-Ebene findet sich ein
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Nachweis zahlreicher PDE-Familien in Spermatozoen [186], wobei nicht bekannt ist,

inwieweit die Translation dieser Transkripte erfolgt.

Da cGMP offenbar in unterschiedliche Prozesse involviert ist, kommt der Verarbeitung
von c¢GMP-Signalen durch PDEs vermutlich eine wichtige Rolle zu. Die néhere
Untersuchung cGMP-regulierter PDEs in den Reproduktionsorganen erscheint daher

besonders wichtig.
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Material und Methoden

Herkunft des Untersuchungsmaterials

Als Untersuchungsmaterial fiir Western blot, Immunhistochemie und funktionelle
Untersuchungen mit spezifischen Phosphodiesterase-Hemmern dienten Gewebe von

Mensch, Rind und Ratte.

Hoden- und Nebenhodengewebe des Menschen stand in Form von Gewebeproben, die in
Paraffin eingebettet sind, zur Verfligung. Diese Proben entstammen vorangegangenen
Untersuchungen des Instituts fiir Anatomie. Es handelt sich um morphologisch intaktes
Operationsmaterial, das im Rahmen von Orchiektomien zur adjuvanten Therapie des
Prostatakarzinoms gewonnen wurde. Alternativ waren aus dem Operationsmaterial
Proteinprédparationen hergestellt worden, die sich zur Verwendung in Western blot-

Untersuchungen eignen, und bei -70 °C gelagert worden.

Gewebeproben der Ratte wurden im Rahmen von Organentnahmen gewonnen.
Unmittelbar nach Entnahme wurden die Organe fiir morphologische Untersuchungen
fixiert oder fiir die Préparation von Proteinen verwendet.

Gewebe vom Rind konnte von einem lokalen Schlachthof bezogen werden. Aufgrund der
besseren Verfiigbarkeit wurde dieses Gewebe aufler in immunhistochemischen Versuchen
auch als Ausgangsmaterial fiir funktionelle Untersuchungen eingesetzt. Gewebe wurde von
schlachtfrischen Tieren entnommen und wéhrend des Transports in Hank’s balanced salt

solution (HBSS) bis zur weiteren Verwendung binnen max. 3-4 h auf Eis gekiihlt gelagert.

Immunhistochemische Untersuchungen

Humane und bovine Hoden- und Nebenhoden wurden mit einem Skalpell in
Gewebsblocke mit maximal 1 cm Kantenldnge zerlegt und in Bouinscher Fixierlésung
oder in 4% PFA-Losung fiir 24 h fixiert. Organe der Ratte konnten in toto fixiert werden.
Danach erfolgte die Dehydrierung der Gewebsblocke in einer Alkoholreihe und die
Einbettung in Paraffin. Fiir immunhistochemische Untersuchungen wurden mit dem
Mikrotom Gewebsschnitte von 6um Dicke angefertigt und auf mit Chromalaun-Gelatine
beschichtete Objekttrager aufgezogen. Eine Mikrowellen-Behandlung zum Antigen
retrieval erforderte die Verwendung von Adhidsions-Objekttrigern oder Superfrost-
Objekttragern.
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Rinder-Spermatozoen wurden aus dem Cauda-Bereich des Nebenhodens isoliert. Das auf
Eis gelagerte Organ wurde kurz in Locke’s Salzlosung ([LSS], 154mM NaCl, 5,6mM KClI,
2,2mM CaCl,, ImM MgCl,, 6mM NaHCO;, 10mM Glukose, 2mM HEPES) gespiilt.
Vorsichtig wurde mit einer Schere das umgebende straffe Bindegewebe abprépariert unter
Schonung umliegender BlutgefdBe. Mit einem Skalpell wurde dann an verschiedenen
Stellen der Ductus epididymidis angeritzt und die austretenden Spermatozoen in LSS
suspendiert.

Auf Adhésionsobjekttrigern wurde eine geeignet verdiinnte Probe als grofler Tropfen
aufgetragen. Nach Sedimentation der Spermatozoen erfolgte die Fixierung mit 4% PFA in
PBS iiber 30 Minuten, gefolgt von 2 Spiilschritten in PBS. Die so fixierten Spermatozoen

wurden bis zur Verwendung in der Immunhistochemie mit PBS feucht gehalten.

Fiir die immunhistochemische Darstellung der korrespondierenden Antigene wurde eine
Kombination der Peroxidase-Antiperoxidase-(PAP)-Technik mit der Avidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex (ABC)-Methode [187] angewandt. Sofern Paraffinschnitte benutzt
wurden, wurden diese zuerst deparaffiniert und rehydriert. Die Schnitte wurden im Falle
einer anschlieBenden Verwendung monoklonaler Antikérper mit 2% normalem
Kaninchenserum, bei Benutzung polyklonaler Antiseren mit 2% Schweineserum, jeweils
30 min in 0,1M PBS (pH 7,4), behandelt, um unspezifische Bindungen der Antikorper zu
verhindern. Zur Hemmung der endogenen Peroxidase-Aktivitit wurden die Schnitte zuvor
fiir 30 min mit 1,2% H,0O, in Methanol behandelt.

Die so vorbereiteten Schnitte wurden dann fiir 24h in einer feuchten Kammer bei 4°C mit
den Antiseren bzw. Antikorpern inkubiert. Die weiteren Inkubationen fanden jeweils bei
Raumtemperatur statt. Nach Spiilungen in PBS folgte die Behandlung mit dem
Zweitantikorper, d.h. mit anti-Maus-IgG-Biotin (Dako, Hamburg, Deutschland, 60min,
1:250 in PBS) bei Benutzung von monoklonalen Miuse-Antikdrpern bzw. mit anti-
Kaninchen-IgG-Biotin (Dako, 60min, 1:250 in PBS) bei Verwendung von polyklonalen
Kaninchen-Antiseren. Im AnschluB an 2 weitere Spiilungen in PBS folgte bei
monoklonalem Erstantikérper die Inkubation mit Maus-PAP (Dako, 30min, 1:100), bei
einem polylonalen ersten Antiserum die Behandlung mit Kaninchen-PAP (Dako, 30min,
1:200). Danach wurden die Schnitte 30min mit dem ABC-Komplex (Vector, Burlingame,
CA, USA, 1:250 in PBS) inkubiert. Zur Visualisierung der Immunreaktion wurde eine
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verstiarkte DAB-Entwicklung, der Nickel-Glucose-Oxidase-Ansatz mit Glukose, Glukose-
Oxidase, Ammoniumchlorid und Nickelsulphat in 0,1M PB (pH 7,4) gewahlt [187].
Folgende Antikdrper kamen zur Anwendung:

- Monoklonaler Maus-Antikdrper: anti-PDE2A, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von ICOS, Bothell, USA, 20pg/ml).

- Polyklonale Kaninchen-Antiseren: anti-PDE5 (Chemicon, Deutschland, 1:600), anti-
PDE®6 (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. I. Weyand, Jiilich, 1:400), anti-8;-
sGC (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. S. Behrends, Hamburg, 1:600).

Die Primérantikdrper wurden in PBS mit 0.2% BSA und 0.1% NaN; verdiinnt.

Bei einem weiteren Ansatz wurde alternativ zur DAB-Entwicklung die Detektion durch ein
Cy3-markiertes Streptavidin vorgenommen (Molecular Probes, Niederlande, 1:10), die

dem Inkubationsschritt mit biotinyliertem anti-mouse- bzw. anti-rabbit-IgG folgte.

Als Negativkontrollen wurden Inkubationen in Abwesenheit des mono- oder polylonalen
Primérantikorpers, des Biotin-gekoppelten Zweitantikdrpers oder des PAP- und ABC-
Komplexes vorgenommen. Weiterhin wurde die ausschlieBliche Farbentwicklung ohne
vorherige Applikation der Antikorper vorgenommen. Im weiteren wurde bei Verwendung
eines monoklonalen Maus-Antikdrpers dieser durch normales Méiuseserum (Sigma)
ersetzt, genauso wie anstelle des polyklonalen Kaninchen-Antiserums dieses durch
normales Kaninchenserum (Sigma) ersetzt wurde.

Fiir Praabsorptionskontrollen wurde der Primérantikérper mit dem immunogenen Peptid
priinkubiert. Fiir PDE2A wurden 5 pl der uns vorliegenden Peptidlésung mit 1 pl der
Antikorper gemischt und nach einigen Stunden Inkubation auf die Gebrauchsverdiinnung

gebracht.

Western blot

In fliissigem Stickstoff eingefrorene Stiicke verschiedener Organe wurden in einem Mdrser
pulverisiert und dann zusammen mit Homogenisierungspuffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.5],
10mM EDTA, 10 mM Dithiothreitol [DTT] und 1 mM PMSF) in einem sog. Douncer
(Potter-Elvehjem) mechanisch homogenisiert. Nicht homogenisierte Zelltriimmer sowie
Zellkerne wurden durch Sedimentation wihrend einer Zentrifugation (8min bei 3000g) bei

4°C entfernt. Der Uberstand dieser Priparation wurde als Homogenat eingesetzt.
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Zur weiteren Auftrennung in Membran- und Cytosolanteile wurde der Uberstand fiir
30min bei 100000g bei 4°C zentrifugiert. Der cytosolische Uberstand wurde abpipettiert
und eingefroren. Das Pellet entspricht der Membranfraktion und wurde einmal in
Homogenisierungspuffer plus 0,6M KCl und anschlieBend in Homogenisierungspuffer
gewaschen und schlieBlich in 150ul 0,05M Tris-HCI-Puffer (pH 7.5) resuspendiert. Dann
erfolgte das Einfrieren in fliissigem Stickstoff und die Lagerung bei -70°C.

Die Proben aus Organen der Ratte wurden in analoger Weise hergestellt. Nach
Pulverisierung des in fliissigem Stickstoff gefrorenen Gewebes wurde dieses im
Homogenisierungspuffer aufgenommen. Die Zytosolfraktion wurde nach Zentrifugation
bei 45000 g bei 4°C gewonnen.

Die Proteinkonzentration der jeweiligen Préparationen wurde mittels BCA-Assay mit
einem Kit von Bio-Rad (Miinchen, Deutschland) unter Verwendung von BSA (Fraktion V)

als Standard bestimmt.

Nach Trennung durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) in 8%- oder
10%-Polyacrylamidgelen wurden die Proteine auf Nitrocellulose-Membranen (,,Hybond-
ECL Nitrocellulose®, Amersham) oder PVDF- Membranen (,,Hybond-ECL plus®,
Amersham ) bei Raumtemperatur fiir 18h bei 12V in Transferpuffer (100 mM Tris, 193
mM Glycin) iibertragen. Die transferierten Proteine wurden durch Fiarbung mit Ponceau S
(Sigma) sichtbar gemacht. AnschlieBend wurden die Membranen fiir 2h mit einem
Blockierungsreagens (Amersham) in 0,1M Maleinsdure/NaOH, 0,15M NaCl, 0.005%
Thimerosal, pH7,5 oder in 5% Magermilchpulver in TBST (20mM Tris, 0,137M NacCl,
0,05% Tween 20 [Sigma]) inkubiert. Nach einem flinfminiitigen Waschvorgang in TBST
wurden die Membranen eine Stunde mit den verschiedenen Erstantikorpern inkubiert, die
auch in den immunhistochemischen Untersuchungen verwendet wurden. Dabei kamen
hohere Verdiinnungen zur Anwendung: anti-PDE2A (3ug/ml), anti-PDES (1:1000), anti-
PDE®6 (1:4000), anti-sGC (1:2000).

Die Membranen wurden dann erneut mit TBST gespiilt, bevor sie fiir 1h mit den Zweit-
Antikorpern (anti-Maus IgG-Peroxidase [1:2000, Pierce, Rockford, IL, USA] bzw. anti-
Kaninchen IgG-Peroxidase [1:5000, Pierce] behandelt wurden. Spiilungen mit TBST folgte
die Entwicklung der Peroxidase-Aktivitit mit dem ,,ECL-Western Blot Detection Kit*
(Amersham) fiir 45-90 Sekunden auf Nitrozellulose-Membranen bzw. mit dem ,,ECL plus-
Western blot Detection Kit“, Amersham) fiir 4-5 Minuten. Im Anschlufl wurden aufgelegte
Rontgenfilme (Fuji Medical X-Ray, 18x24) fiir 10 Sekunden bis 10 Minuten in einer
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Bleikassette bei Raumtemperatur exponiert. Die Autoradiogramme wurden mit dem Kodak

LX 24-Entwickler (1:4 mit H,O) entwickelt und mit Kodak AL4 (1:4 mit H,O) fixiert.

Funktionelle Untersuchungen

Messungen der sGC-Aktivitat und statistische Auswertung

Zur Messung der sGC-Aktivitdt in den zytosolischen Priparationen von Herz- und Lunge
wurden etwa 50 pg Protein bei 37°C fiir 10 Minuten in 100ul des Reaktionsgemisches
(ImM cGMP, 0,5mM [*P]-GTP (etwa 0,2 pCi), 3mM MgCIl2, 50mM TEA/HCI,
pH7,4;0,25¢g/1 Kreatinkinase, SmM Kreatinphosphat und 1mM IBMX) inkubiert. Die
Reaktion wurde durch das Zufiigen der Proteinpridparation initiiert und bei 37°C
durchgefiihrt. Alle Versuche wurden durch die Fillung mit ZnCO; gestoppt und die
Reinigung des wihrend der Reaktionszeit gebildeten cGMP erfolgte wie zuvor beschrieben
[188].

YC-1 und DEA/NO wurden in einer Endkonzentration von jeweils 100uM eingesetzt. YC-
1 wurde in DMSO gel6st, die Endkonzentration von DMSO im Versuchsansatz lag unter
2,5% , bei dieser Konzentration blieb die sGC-Aktivitdt unbeeintrachtigt.

Die Resultate wurden als Mittelwerte +/- SEM von mindestens 4 voneinander
unabhingigen Experimenten gezeigt, die jeweils als Doppelansatz durchgefiihrt wurden.
Zur Uberpriifung auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurde der
Student’s t-Test angewendet. Beim Vergleich mehrerer Gruppen kam die Newman-Keuls-

Analyse zur Anwendung. Ein Wert von P<0,05 wurde als signifikant angenommen.

Messungen der PDE-Aktivitat

Etwa 3 h nach der Schlachtung eines Bullen wurde auf Eis befindliches Gewebe in kleinere
Stiicke geschnitten und in Kulturschalen mit HBSS {iberfiihrt.

Mit Hilfe von Pinzetten und Scheren wurden unter dem Stereo-Mikroskop Tubuli
seminiferi von GefdBlen isoliert. Das zarte Hodengewebe kann nicht weiter von
umgebendem Bindegewebe getrennt werden und wurde daher mit Hilfe von zwei Pinzetten
aufgelockert und in kleineren Gewebsstiickchen fiir die nachfolgenden funktionellen
Untersuchungen eingesetzt.

Das Nebenhodengewebe wurde in gleicher Weise behandelt, um eine Trennung von

Ductus epididymidis und Gefd3en des Nebenhodens zu erreichen.
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Die Isolierung der Nebenhoden-Spermatozoen erfolgte wie in oben beschriebener Weise.
Nach Suspendierung der Zellen in LSS erfolgte die Konzentration der Spermatozoen durch
Zentrifugation (Smin, 300g, Raumtemperatur). Das Pellet wurde in kleinen Volumina LSS
aufgenommen und Aliquots dieser homogenen Suspension fiir funktionelle
Untersuchungen eingesetzt. Eine mikroskopische Kontrolle der Préparationen zeigte

vereinzelt fremde Zellen wie Erythrocyten oder Leukocyten.

Hodengewebe, testikuldre GefiaBle, Nebenhodengewebe und Nebenhodengefile wurden
dhnlich wie zuvor beschrieben [171] in 150 oder 300ul des jeweiligen Kontroll-Ansatzes
gebracht und dann fiir jeweils eine Stunde oder 1,5 h inkubiert (37°C, 95% 02, 5% CO2).
Danach wurden die Gewebsstiickchen in ein gleiches Volumen des Versuchsansatzes
tiberfiihrt, dem nun Substanzen zur Beeinflussung der PDE-Aktivitdt zugesetzt waren, und
tiber den gleichen Zeitraum unter gleichen Bedingungen erneut inkubiert. Dieser
sequentielle Versuchsansatz war erforderlich, um die beobachteten Schwankungen der
Konzentrationen an zyklischen Nukleotiden auf eine gleichbleibende Menge und Qualitit
von Gewebe beziehen zu konnen.

Mit Spermatozoen wurde in &dhnlicher Weise verfahren, das Volumen der
Inkubationslésung wurde jedoch auf 600 pl gebracht. Da Aliquots einer homogenen
Suspension verwendet wurden, konnte die Inkubation der Versuchsansitze daher parallel
erfolgen.

Alle Substanzen lagen als konzentrierte Stammldsungen vor und wurden in LSS auf die
angegebene Endkonzentration gebracht.

Die Reaktion wurde jeweils durch Einfrieren der Uberstande beendet, zuvor wurden noch
in geringen Mengen enthaltene Gewebereste durch Zentrifugation entfernt. Bis zur

Verwendung als Probe im ELISA-Assay wurden die Proben bei —20 °C aufbewahrt.

Untersuchung der PDE2-Aktivitat

Um PDE2-Effekte zu untersuchen, wurde der cAMP-Spiegel durch 1 uM Forskolin, einem

Stimulator der cAMP-bildenden Adenylatzyklase, angehoben. Dieser Ansatz diente als

Kontrolle. Effekte der PDE2 als cGMP-stimulierte PDE auf den cAMP-Spiegel konnten

dann sichtbar gemacht werden durch den Vergleich der Kontrollwerte mit den Werten der

nachfolgenden Inkubationen:

- spezifische PDE2-Inhibition mit 10 uM EHNA (Erythro-9-(2-hydroxy-3-
nonyl)adenin, Synonym MEP1, Biolog, Bremen),
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- unspezifische PDE-Inhibition mit 0,25 mM IBMX und

- indirekte PDE2-Stimulation mit 1mM SNP (indirekte Stimulation durch NO-
vermittelten cGMP-Anstieg).

Die Stimulation der cAMP-Bildung mit Forskolin wurde dabei konstant gehalten.

Untersuchung der Aktivitdt von PDE5 und PDEG6
Analog wurde verfahren, um Effekte der cGMP-spezifischen PDES und PDE6

abzuschétzen. Bedingungen der cGMP-Stimulation wurden durch SNP ImM erreicht, das
als NO-Donor die sGC zu stimulieren vermag und damit zur cGMP-Erhohung fiihren
kann. Als selektiver PDE-Inhibitor stand Zaprinast zur Verfiigung, das keine eindeutige
Diskrimination zwischen PDES5S- und PDE6-vermittelten Effekten zuldsst und in der
Konzentration von 10 uM beide PDEs hemmt. Als unspezifischer PDE-Inhibitor kam

wiederum IBMX zum FEinsatz.

ELISA

Die unter den beschriebenen Bedingungen akkumulierten zyklischen Nukleotide wurden
im Anschluf} mittels eines kommerziell erhdltlichen ELISAs (IHF, Hamburg) quantifiziert.
Die angewandte ELISA-Methode basiert auf einem kompetitiven Doppelantikorper-
Enzym-Immunoassay mit Solid-Phase-Technik. Die immunologische Reaktion fand an mit
anti-Kaninchen-Antikdrpern beschichteten Wells statt, die den Priméirantikdrper gegen das
gesuchte Antigen binden. Als Tracer wird das Biotin-gekoppelte Antigen zugesetzt, das
mit der in der Probe enthaltenen unmarkierten Antigenmenge um die Bindungsstellen mit
dem Primérantikorper kompetiert. Der Tracer kann also nur in umgekehrt proportionaler
Menge an den Primérantikorper binden. in umgekehrt proportionaler Menge zur in der
Probe enthaltenen unmarkierten Antigenmenge mit dem Primérantikdrper reagiert. Nicht
gebundener Tracer wird mit Waschschritten entfernt, der gebundene Tracer kann im
nichsten Schritt Streptavidin-gekoppelte HRP binden, die ein chromogenes Substrat
umsetzt, dessen Konzentration dann photometrisch bestimmt werden kann. Je mehr
Antigen in der urspriinglichen Probe enthalten war, desto weniger HRP wird in einem Well

zur Verfligung stehen, desto geringer wird der Anteil des umgesetzten Chromogens.

Bei -20°C aufbewahrte Immuno-Module (mit in Ziegen erzeugten anti-Kaninchen-IgGs

beschichtete 96-Well-Mikrotiter-Platten, Nunc) wurden auf Raumtemperatur gebracht und
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die Wells fiir 2min mit 375ul E-PBS (0,IM Natriumphosphat, 0,15M NaCl, 0,005M
EDTA, 0,2% BSA, 0,01% Thimerosal; pH 7,0) gefiillt. Danach wurden die Wells durch
Dekantieren entleert, und die Platten wurden auf Zellstoff mehrmals kriftig ,,ausgeklopft™.
AnschlieBend wurden in definierter Reihenfolge Standards und Proben (50ul/Well) sowie
50ul cGMP-Biotin (150fMol/ml E-PBS + 0,0005% Bromphenolblau) pro Well und 100ul
cGMP-Antiserum (,,36+*, IBL, 1:100000 in E-PBS + 0,0005% Metanilgelb) pro Well
pipettiert. Die folgende Inkubation fand bei Dunkelheit in einer feuchten Kammer bei 4°C
fiir 18-24h statt. Am folgenden Tag wurden die Platten entleert (s.0.), und jedes Well
wurde 30min bei 4°C mit 0,2ml Horseradish-Peroxidase (HRP)-Streptavidin (IBL,
150ng/ml) inkubiert. Nach dem Ausleeren der Wells wurden diese viermal mit kaltem
Waschpuffer (0,02% Tween20 [Sigma], 0,5% NaCl in H,O) gewaschen, bevor sie fiir
40min bei Raumtemperatur mit 250ul HRP-Substratlosung (25ml H,O, 500ul
Substratpuffer [4,8M Na-Acetat, 0,24M Zitronensaure], 500ul 0,2% H,0O,, 500ul 0,5%
3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin in Dimethylsulfoxid) pro Well inkubiert wurden. Die
Substratinkubation wurde durch zusitzliches Pipettieren von 50ul 2M H,SO4 je Well
gestoppt. Danach wurde die optische Dichte bei 450nm mit dem ELISA-Reader MRX der
Firma Dynatech Laboratories gemessen und die Meldaten mit einem speziellen
Computerprogramm (Revelation) ausgewertet.

Der MeBbereich des cGMP-ELISA lag zwischen 0,14 und 34,02pMol/ml. Die
Kreuzreaktivitit mit cAMP betrug 0,00004%.

Berechnung

Jeder MeBwert wurde als ein Vielfaches seines Kontrollwerts ausgedriickt. Die so
entstandenen Faktoren erlaubten jetzt den Vergleich der verschiedenen Versuchsansitze
miteinander.

Voraussetzung fiir die korrekte Berechnung der beschriebenen Faktoren war, dass alle
Werte strikt innerhalb des ELISA-Messbereichs lagen, so dass nur diese Versuche zur
Darstellung kommen. Auf eine Berechnung mit extrapolierten Werten aus dem ELISA

wurde wegen des dann entstehenden Fehlers verzichtet.
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Ergebnisse: Losliche Guanylatcyclase (sGC)

Obwohl Produktion und Wirkungen von NO bereits in vielen Organen beschrieben
wurden, ist iiber den exakten zelluliren Wirkort von NO bislang wenig bekannt, da
zuverldssige spezifische Antikorper gegen den NO-Rezeptor, die 16sliche Guanylatcyclase
(sGC), bisher fehlen. Im Rahmen der Charakterisierung eines neuen Antikorpers, der
gegen die PBi-Untereinheit der sGC gerichtet ist, wurden initial Untersuchungen am Herz-
Kreislauf-System und der Lunge durchgefiihrt, wo die NO-Wirkungen am besten etabliert

sind.

Charakterisierung des Antikorpers

Die Sperzifitit des neu entwickelten Antikdrpers, der gegen den C-Terminus der B;-
Untereinheit von sGC aus der Ratte gerichtet ist [189], wurde zunédchst an Lungengewebe,
fiir das eine hohe sGC-Expression bekannt ist, iberpriift. Bei Verwendung einer
zytosolischen Proteinfraktion der fetalen Rattenlunge zeigte sich im Western blot ein
Protein von etwa 69 kDa, der erwarteten GroB3e der B;-sGC. Als Negativkontrolle diente
eine entsprechende Proteinprdparation der Maus, bei deren Einsatz sich kein B;-sGC-
Signal fand (Abbildung 1, wunten). Diese Speziesspezifitit ist durch die

Sequenzunterschiede im Antigen zwischen Ratte und Maus erklarbar (Abbildung 1, oben).
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Abbildung 1 Sequenzvergleich der B;-sGC von Ratte und Maus sowie Nachweis der Spezifitit des f3;-
sGC-Antikérpers durch Western blot-Untersuchungen an fetaler Ratten- und Méuselunge. /m oberen
Teil der Abbildung ist der Vergleich des C-Terminus der [3;-sGC von Ratte und Maus gezeigt. Im unteren
Bildteil ist der Western blot nach Einsatz eines Antikorpers, der gegen den C-Terminus der [3;-sGC der Ratte
gerichtet ist, dargestellt. Es wurden jeweils 40ug zytosolische Proteinfraktion aus fetaler Lunge von Ratte

und Maus aufgetragen. Der Pfeil markiert die 3;-sGC-spezifische Bande.

Die Western blot-Befunde wurden bestétigt durch immunhistochemische Fiarbungen an
fetalen Lungenschnitten von Ratte und Maus. Hierbei zeigten sich nur bei der Ratte ;-
sGC-spezifische Farbungen. Wiahrend sich in der fetalen Lunge eine f;-sGC-
Immunreaktion in der glatten Gefdmuskulatur der Pulmonalgefile fand, war bei der

Maus im gesamten Priparat keine Reaktion zu beobachten (Abbildung 2).
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Abbildung 2  Nachweis der Spezifitit des B;-sGC-Antikorpers durch immunhistochemische
Untersuchungen an fetaler Ratten- und Méuselunge. Immunhistochemisch fand sich im Gewebe der Ratte
eine Firbung (a), wogegen kein Signal im Gewebe der Maus sichtbar war (b). Die Immunreaktion der
fetalen Rattenlunge fand sich in der glatten Muskulatur grofierer Gefifle (Pfeil), deren Endothel ungefirbt

blieb (Pfeilspitze). B markiert einen Bronchusanschnitt.

SGC-Expression in der Lunge

Da in der Lunge Hinweise auf altersabhingige Unterschiede von NO-Wirkungen bestehen
[190], wurden die Lungen verschiedener Altersstufen mit dem f;-sGC-Antikdrper

untersucht.

Im Western blot wurden die zytosolischen Proteinfraktionen von fetaler, neonataler und
adulter Lunge untersucht. Dabei zeigte sich in allen Altersstufen eine Bande von jeweils 69
kDa, die der erwarteten GroB3e der sGC entspricht. Hinsichtlich der Intensitit der Bande
waren klare Unterschiede sichtbar, die fiir eine vergleichsweise starke Expression in der
neonatalen Entwicklungsphase sprechen (Abbildung 3). Die Spezifitit des Nachweises

wurde durch die Verdrangung mit dem immunogenen Peptid bestitigt.
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Abbildung 3 f;-sGC-Western blot der Lunge in verschiedenen Altersstufen. Je 40ug einer zytosolischen
Proteinfraktion aus der Lunge verschiedener Altersstufen wurde aufgetragen. In der Spalte
,,adult+Kompetition“ wurde das immunogene Peptid mit dem Antikérper zusammen inkubiert. Die [3;-

spezifische Bande bei 69 kDa ist mit dem Pfeil markiert.

Parallel zu den Befunden der Western blot-Untersuchungen konnte auch mit Messungen
der sGC-Aktivitdit ein Maximum im neonatalen Entwicklungsstadium nachgewiesen
werden. Die Aktivitdtsunterschiede zwischen neonataler und fetaler (*) sowie zwischen
neonataler und adulter (§) Praparation waren unter Bedingungen der sGC-Stimulation mit

NO und NO+YC-1 signifikant (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Nachweis der sGC-Aktivitit in der Lunge in verschiedenen Altersstufen. Die schwarzen
Balken zeigen die basalen Guanylatcyclase-Aktivititen, die weifSen Balken diejenigen nach Stimulation mit
dem NO-Donor DEA/NO, die grauen Balken entsprechen der Aktivitit nach Zugabe von DEA/NO und YC-1.
Aktivitéiiten sind als Mittelwert +/- SEM aufgetragen (n=4,; * P<0,05 fetal vs. neonatal; § P<0,05 adult vs.

neonatal).

Nachdem in Western blot-Analysen und funktionellen Studien der Lunge eine
altersabhéngige Regulation der sGC nachgewiesen werden konnte, wurden zur
Untersuchung altersabhingiger Veranderungen der sGC-Lokalisation
immunhistochemische Untersuchungen an den Lungen fetaler, neonataler und adulter

Ratten durchgefiihrt.

In der fetalen Lunge konnte die Expression der B;-sGC in der glatten Muskulatur der
pulmonalen GefdBle gezeigt werden. Endothelzellen waren in diesen Gefillen
immunonegativ, dagegen fand sich in kapilliren Endothelzellen eine Farbung. Weder

Bronchialepithel noch Bronchialmuskulatur wiesen ein Signal auf (Abbildung 5).
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Abbildung 5 Nachweis der B;-sGC in der fetalen Lunge. Glatte Muskulatur griofierer Pulmonalgefifie
(Pfeil) erschien spezifisch gefdrbt, wihrend das Endothel dieser Gefifse negativ erschien (Pfeilspitze).
Endothelzellen von Lungenkapillaren reagierten dagegen immunopositiv (roter Pfeil). B markiert einen

Bronchus.

In den Lungen neonataler (Tag 1) und 10 Tage alter Tiere (Abbildung 6) stellte sich die
sGC immunhistochemisch wie in der fetalen Lunge in der glatten GefaBmuskulatur dar.
Dazu trat eine Farbung der Endothelzellen. Das in den Alveolarwidnden sichtbare Signal
konnte kapilldren Endothelzellen zugeordnet werden. Bronchialepithel und die

Brochialmuskulatur erschienen dagegen immunonegativ.
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Abbildung 6 Nachweis der B;-sGC in der 10 Tage alten Lunge. Die Immunfdirbung findet sich in glatten
Muskelzellen (Pfeil) und in Endothelzellen (Pfeilkopfe) gréoferer pulmonaler Gefdfie.

Bei der immunhistochemischen Untersuchung des adulten Tieres lieB sich eine deutliche
Verianderung des Fiarbemusters zugunsten des GefdaBBendothels beobachten. Das intensiv
gefiarbte Endothel der Pulmonalgefile iiberwog jetzt bei weitem die nur schwach
immunopositive Muskulatur der Blutgefdfle. Ein spezifisches Signal lieB3 sich, wie schon

an Tag 1 und 10 gesehen, auch in den Alveolarwénden lokalisieren (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Nachweis der B;-sGC in der adulten Lunge. Eine intensive Immunfirbung fdllt im Endothel
(Pfeilspitze) groferer pulmonaler Gefdfie auf, wihrend in der Muskulatur nur eine schwache Férbung

sichtbar war (Pfeil)

sGC-Expression im Herzen
Bekannte NO-Wirkungen im Herzen legen das Vorkommen der B1-sGC auch im Herzen
nahe. Im Anschlul wurde der Antikérper daher zu Untersuchungen am Herzen adulter

Ratten eingesetzt.

Im Western blot lieB sich in zytosolischen Extrakten der adulten Lunge, die als
Positivkontrolle eingesetzt wurde, eine einzelne Bande der erwarteten Grofle nachweisen.
Auf gleicher Hohe stellte sich die sGC auch in zytosolischen Extrakten des Herzes dar.
Gemessen an der Intensitdt der Banden zeigte sich im Herzen (bei doppelter eingesetzter

Proteinmenge) eine im Vergleich zur Lunge erheblich geringere Organkonzentration der

sGC (Abbildung 8).
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Abbildung 8 B;-sGC-Western blot an Herz und Lunge. 40ug der zytosolischen Proteinprdparation der
Lunge (1) und 80ug der zytosolischen Proteinpriparation des Herzens (2) wurden aufgetragen. Die B;-sGC-
spezifische Bande bei 69 kDa ist mit dem Pfeil markiert.

Nachdem im Herzen das Vorkommen der 3;-sGC nachgewiesen werden konnte, wurden
im nachsten Schritt die Herzen unterschiedlich alter Tiere untersucht, da fiir NO-
Wirkungen Hinweise auf eine altersabhingige Variabilitét bestehen.

In Western blot-Untersuchungen lie8 sich die B1-sGC-Expression in allen untersuchten
Altersstufen nachweisen. Die densitometrische Quantifizierung der spezifischen Bande
zeigte einen Anstieg der Expression bis zum postnatalen Tag 10, wihrend in der weiteren
Entwicklung zum adulten ein Riickgang der Expression zu beobachten war. Der
Unterschied in der Expression zwischen d10 und adult war signifikant (*, Abbildung 9,

oben).
Die im Western blot erhobenen Daten korrelierten mit Messungen der sGC-Aktivitit, die

an den gleichen Proteinpridparationen gemessen wurden. Unter basalen und NO- oder

NO+YC-1-stimulierten Bedingungen fand sich wiederum an d10 ein Maximum in der
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sGC-Aktivitit. Die Unterschiede zwischen d10 vs. d1 (*, Abbildung 9, unten) und
zwischen d10 vs. adult (#, Abbildung 9, unten) waren signifikant.
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Abbildung 9 B;-sGC-Western blot und Nachweis der sGC-Aktivitit im Herzen verschiedener
Altersstufen. Die densitometrische Analyse der f;-sGC-spezifischen Bande im Western blot des Herzens
(oben) zeigte eine signifikant erhohte Expression im Alter von 10 Tagen (* P<0,05). Die Aktivitit der sGC im
Herzen ist im unteren Bildteil dargestellt. Die schwarzen Balken zeigen die basalen Guanylatcyclase-
Aktivititen, die weifsen Balken diejenigen nach Stimulation mit dem NO-Donor DEA/NO, die grauen Balken
entsprechen der Aktivitdt nach Zugabe von DEA/NO und YC-1. Aktivititen sind als Mittelwert +/- SEM
aufgetragen (n=4, * P<0,05 1d vs. 10 d; # P<0,05 adult vs. 10 d).
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Nachdem der Nachweis von sGC im Herzen im Western blot erfolgt war und hinsichtlich
des Expressionsniveaus als auch der Enzymaktivitit altersabhidngige Variationen zu
beobachten waren, wurden immunhistochemische Untersuchungen zur genauen
Lokalisierung des Enzyms an Gewebsschnitten exemplarisch ausgewdhlter Altersstufen

vorgenomimen.

Am fetalen Herzen kommen grofere intrakardiale Gefd3e, die iiber eine glatte Muskulatur
verfiigen, noch nicht vor [191]. In den vorhandenen kardialen Gefdlen wiesen die
Endothelzellen eine spezifische Farbung auf, wihrend die Immunreaktion in den

Kardiomyozyten selbst nur schwach war (Abbildung 10).

Abbildung 10 Nachweis der B;-sGC im fetalen Herzen. Immunopositive Endothelzellen in kardialen

Gefifsen sind mit einer Pfeilspitze markiert.

Wihrend der frithen postnatalen Entwicklung ist im Herzen eine sGC-spezifische Farbung
am deutlichsten in glatter GefdBmuskulatur von Arterien und Venen. Endothelzellen
zeigten, wie auch im fetalen Gewebe, eine klare Immunreaktion in diesem
Entwicklungsstadium.Die Intensitidt des Signals in den Endothelzellen war dem der
GefaBmuskulatur vergleichbar und suggerierte ein dhnliches Expressionsniveau der sGC in
beiden Zelltypen. Kardiomyozyten zeigten dhnlich dem fetalen Herzen wiederum nur ein

schwaches Signal (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Nachweis der B;-sGC im neonatalen und 10 Tage alten Herzen. In kardialen Gefifsen
neonataler (links) und 10 Tage alter Tiere (rechts) zeigten sich Endothel (Pfeilspitzen) und Muskulatur
(Pfeile) gleich stark gefiirbt. Umliegende Kardiomyozyten waren in beiden Altersstufen nur schwach gefirbt.

Das Expressionsmuster der ;-sGC-Untereinheit am Herz der adulten Ratte wies deutliche
Verdnderungen auf. In den HerzgefiBlen lieB sich jetzt dominierend eine starke
Endothelfarbung beobachten. Die gesamte Zirkumferenz der GefiBle war von
immunopositiven Zellen ausgekleidet, was darauf hinwies, dass alle Endothelzellen gefarbt
waren. Auch kapilldre Endothelzellen zeigten eine Farbung, die sich im histologischen
Schnitt fleckformig zwischen den Kardiomyozyten gelegen darstellte.Das Signal in der
Gefalmuskelschicht blieb deutlich erhalten, obwohl es im Vergleich zu den Endothelzellen
in den Hintergrund getreten ist.

Kardiomyozyten wiesen auch im adulten Herz wiederum nur ein vergleichsweise

schwaches Signal auf (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Nachweis der B;-sGC im adulten Herzen. Die Immunreaktion in Endothelzellen kardialer
Gefife (rote Pfeilspitze) iiberwiegt die der glatten Muskulatur (roter Pfeil). Auch kapilldre Endothelzellen
(schwarze Pfeile) zeigten eine Fdrbung, wdihrend die umliegenden Kardiomyozyten nur eine schwache

Reaktion zeigten.

Die in allen Altersstufen beobachtete schwache Farbung der Kardiomyozyten korrelierte
mit funktionellen Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten. Nur unter Bedingungen
der sGC-Stimulation mit NO oder NO+YC-1 lieB sich in isolierten Kardiomyozyten eine
sGC-Aktivitdt nachweisen. Eine basale Aktivitidt war dagegen nicht mef3bar. Im Gegensatz
dazu konnte im Gesamtherz eine sGC-Aktivitit schon unter basalen Bedingungen
gemessen werden, die unter Stimulation der sGC deutlich hoher als in Kardiomyozyten

war (Abbildung 13).
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Abbildung 13  sGC-Aktivitit in isolierten Kardiomyozyten und Gesamt-Herz. In isolierten
Kardiomyozyten war im Gegensatz zum Gesamtherz keine basale sGC-Aktivitit messbar. Schwarze Balken
zeigen die sGC-Aktivitit unter basalen Bedingungen, weifSe Balken und graue Balken entsprechen der
Aktivitit nach Zugabe von DEA/NO bzw. DEA/NO und YC-1. Aktivititen sind als Mittelwert +/- SEM
aufgetragen (n=4; * P<0,05 Gesamtherz vs. Kardiomyozyten).
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Ergebnisse: Phosphodiesterasen (PDES)

Um Hinweise auf das Vorkommen und die zelluldre Lokalisation unterschiedlicher
Isoformen der PDEs zu erhalten, wurden immunhistochemische und Western blot-
Untersuchungen mit spezifischen Antikorpern gegen die PDE2, PDES und PDE6
durchgefiihrt.

PDE?2

Der verwendete Antikdrper war ein nicht kommerzieller monoklonaler Antikorper, der

gegen die humane PDE2A generiert wurde [98].

Immunhistochemie

In der Immunhistochemie zeigte sich die PDE2A im Hoden im Keimepithel als auch in
GefaBen.

Im Keimepithel stellten sich ein Teil der Spermatozyten und Spermatiden immunopositiv
dar, typischerweise war das Signal punktformig in den Zellen sichtbar. Das Farbemuster in
den Tubulusquerschnitten spricht fiir eine Korrelation der Immunreaktion mit definierten
Stadien der Keimzellentwicklung. Sertoli-Zellen blieben dagegen immunonegativ

(Abbildung 14).
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Abbildung 14 Nachweis der PDE2A in Tubuli seminiferi des menschlichen Hodens. /n der Ubersicht
(li) ist die Farbung vor allem im linken Sektor des Tubulusquerschnittes erkennbar, die hohere Vergrofferung

(re) zeigt die typische punktformigeFdrbung in der perinukledren Region der Zellen.
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Leydig-Zellen wiesen im Gegensatz zum bisher beschriebenen punktformigen Signal eine
zartere homogene Férbung auf, die in den einzelnen Leydig-Zellen eine variable

Auspriagung hatte.

Abbildung 15 Nachweis der PDE2A in menschlichen Leydig-Zellen. Leydig-Zellen (Pfeile) zeigten eine

homogene Firbung fiir PDE2A, die in ihrer Intensitdt variabel erschien.

Die GefaBfirbung im Hoden zeigte sich im Endothel verschiedener Gefédabschnitte. Das
Endothel von Arteriolen, Venulen und Kapillaren wies dhnlich der Keimzellfarbung ein
punktformiges Signal auf, das wiederum perinukledr lokalisiert war. Die vorhandenen

arteriellen GefaB3e grofBeren Kalibers blieben ungeférbt (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Nachweis der PDE2A in testikuliren Gefillen des Menschen. Venen (V) und Kapillaren
(K) wiesen in den Endothelzellen eine punktformige, perinukledre Féirbung auf, wihrend arterielle Gefifse

(A) keine Immunreaktion zeigten.

Im menschlichen Nebenhoden lie8 sich nach Férbung mit dem PDE2A-Antikorper eine
Reaktion im Ductus epididymidis und in Gefdllen beobachten. Basale Epithelzellen des
Ductus epididymidis reagierten immunopositiv. Die Farbung stellte sich regelmifBig
punktformig in der perinukledren Region der Zellen dar.

AuBerdem lie sich eine deutliche Anfarbung vereinzelter luminaler Epithelzellen
nachweisen. Auch hier war die Farbung deutlich vom Zellkern abzugrenzen und fand sich
im apikalen Anteil der Zellen (Abbildung 17). In den verschiedenen Gangquerschnitten
war eine wechselnde Zahl angefdarbter Zellen sichtbar. Die glatte Muskulatur um das

Ductus epididymidis-Epithel wies keine Farbung auf.
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Abbildung 17 Nachweis der PDE2A im Ductus epididymidis des Menschen. Basale Epithelzellen
(langer Pfeil) sowie viele luminale Epithelzellen (kurzer Pfeil) zeigten eine Immunfdrbung (links). Bei

starkerer Vergrofserung ist die Lokalisation des Signals im apikalen Anteil der Zellen sichtbar (rechts).

In Ductuli efferentes waren basale Epithelzellen selten angefirbt, hdufiger sichtbar waren
immunopositive bis zum Lumen reichende Zellen, die ein granulidres, teils konfluentes
Signal aufwiesen, das vom Zellkern gut abzugrenzen war.

Im Epithel des Rete testis fand sich regelhaft ein punktférmiges supranukledres
Féarbemuster der Epithelzellen (Abbildung 18).
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Abbildung 18 Nachweis der PDE2A im Rete testis des Menschen. Links ist die Fdarbung im Epithel des

Rete testis sichtbar, in der Vergroflerung zeigt sich eine perinukledre Fdrbung der Epithelzellen.

Die Spezifitit des perinukledren Farbemusters im Hoden und Nebenhoden liel sich anhand
der die

Priaabsorptionskontrolle, in der die Kompetition mit dem fiir die Antikorper-Herstellung

durchgefiihrten Kontrollexperimente eindeutig belegen. Dazu diente

benutzten Peptid zu einer vollstdndigen Aufhebung der Immunfarbung fiihrte.

Western blot

Die immunhistochemischen Resultate wurden mit Hilfe von Western blot-Untersuchungen
bestdtigt.

Folgerichtig lieB sich im Western blot in den zytosolischen Fraktionen aus Hodengewebe,
Nebenhoden und Spermien ein Signal bei etwa 100 kDa, der GroB3e der PDE2A, darstellen.
Als Positivkontrolle diente das rekombinante Peptid, das als Immunogen zur Herstellung
des Antikorpers diente [98], sowie das Homogenat einer Zelllinie von menschlichen

dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen (human dermal microvascular endothelial cells,
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HDMVEC). Auch hier zeigte sich ein spezifisches Signal auf Hohe von 100 kDa
(Abbildung 19).

1 2 3 4 3 1- Kontrollpeptid
2- Mensch Hoden
3- Mensch Mebenhoden
176 - 4 Mensch Spermien
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Abbildung 19 PDE2A-Western blot an humanem Gewebe. /n menschlichem Hoden (2), Nebenhoden (3)
und Spermatozoen (4) liefs sich die PDE2A nachweisen. Die spezifische Bande ist mit einem Pfeil markiert
und liegt auf Hohe des Kontrollpeptids (1) bzw. der HDMVEC (5), die als Positivkontrolle eingesetzt wurde.
Von den Proben 2 bis 4 wurden je 25ug Protein aufgetragen.

Untersuchung von bovinem Material

Ein Grofteil der bisherigen Daten {iber cGMP-abhingige Signalwege ist am Rind erhoben
worden. Um zu testen, ob der gegen die humane PDE2A gerichtete Antikorper mit dem
bovinen Antigen kreuzreagiert, wurde der Antikorper auch in Untersuchungen an bovinem
Hoden, Nebenhoden und Spermien eingesetzt.

Um die Lokalisation der PDE2A am bovinen Hoden zu {iberpriifen, erfolgte eine
immunhistochemische Fiarbung. Im Vergleich zum menschlichen Hoden war beim Rind
nur eine schwache Farbung zu detektieren, die jedoch in ihrer Lokalisation den Befunden
am menschlichen Gewebe weitestgehend entsprach.

Im bovinen Keimepithel lieBen sich immunopositive Spermatozyten beobachten, die
jedoch sehr vereinzelt lagen. Die Qualitdt des Signals stellte sich in der bekannten Weise

punktformig bis granulédr in der perinukledren Zone der Zellen dar. Sertolizellen blieben
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wie auch die Leydig-Zellen ungefarbt (Abbildung 20).

Auch die Gefdlifarbung, die beim Menschen zu beobachten war, fand sich im bovinen
Hoden etwas schwicher wieder. Endothelzellen wiesen die typische punktformige
Reaktion in der Ndhe des Zellkerns auf, wihrend die glatte Gefidmuskulatur keine

Immunreaktivitét zeigte.
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Abbildung 20 Nachweis der PDE2A im bovinen Hoden. Nur wenige Zellen im Keimepithel erscheinen
gefirbt (li). Die Vergrofserung (re) zeigt ein perinukledres Signal. Im Gegensatz zu menschlichem Gewebe

bleiben Leydig-Zellen (LZ) negativ.

Im bovinen Nebenhoden zeigte sich immunhistochemisch lediglich in GefaB3en die auch in
menschlichem Material nachgewiesene punktformige Endothelfdrbung. Weitere Strukturen
blieben immunonegativ. Insbesondere fiel auf, dass die am humanen Ductus epididymidis

beobachtete unregelmiBige Farbung von Epithelzellen beim Rind komplett fehlte.

Western blot

In homogenisiertem bovinem Hodengewebe lie3 sich im Western blot eine Bande bei 100
kDa nachweisen (Abbildung 21). Das Signal der Positivkontrolle kam auf gleicher Hohe

zur Darstellung.
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Abbildung 21 PDE2A-Western blot des bovinen Hodens. /n bovinem Hoden (2) zeigte sich eine Bande
auf Héhe der als Positivkontrolle eingesetzten HDMVEC (1). 25 ug der Hoden-Probe wurden eingesetzt. Die
spezifische Bande durch den Pfeil markiert.

Wihrend sich im Rinderhoden eine Bande auf Hohe des Kontrollproteins nachweisen lief3,
war im Nebenhoden kein Signal erkennbar .

Auch Spermatozoen zeigten keine Immunreaktion mit dem PDE2A-Antikorper (Abbildung
22).
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Abbildung 22 PDE2A-Western blot an bovinen Geweben. Lediglich im Hoden (1) zeigte sich eine Bande
des erwarteten Molgewichts (Pfeil), im Nebenhoden (2) als auch in Spermatozoen (3) lief3 sich keine

entsprechende Bande detektieren. Je 100 ug der Proben wurden eingesetzt.

Bei Verwendung von PvDF-Membranen zusammen mit einer sensitiveren
Detektionsmethode lieBen sich in bovinem Nebenhoden und Spermatozoen jedoch
schwache Signale bei 100 kDa beobachten. Dies spricht fiir eine geringe PDE2A-
Expression im bovinem Nebenhoden und Spermatozoen, die unter der Nachweisgrenze

unseres routinemifig verwendeten Detektionssystems liegt.

PDES

Zum Nachweis und zur Lokalisation der PDE5 wurde ein kommerziell erhiltlicher
Antikorper (Chemicon) in Western blot und Immunhistochemie eingesetzt. Als

Immunogen diente aus der Rinderlunge aufgereinigte PDES.

Da eine Kreuzreaktivitdt mit dem humanen Antigen zu erwarten ist, wurde der Antikdrper

zur Untersuchung von Mensch und Rind eingesetzt.

Western blot an humanem und bovinem Hoden

Fiir die initialen Western blot-Untersuchungen diente ein Homogenat des Rattenpenis als
Positivkontrolle. Die Bande, die zur Darstellung kam, lag bei 111 kDa, was einer
Abweichung von etwa 10% zum errechneten Molekulargewicht der PDES entspricht. Auf
gleicher Hohe lieB sich in den untersuchten bovinen Proben von Hoden, Nebenhoden und
Spermien eine Immunreaktion nachweisen (Abbildung 23 und Abbildung 24). Auch in
menschlichem Hoden und Nebenhoden konnte diese 111 kDa-Bande sichtbar gemacht

werden (Abbildung 25).
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Abbildung 23 PDES-Western blot. /n Homogenaten des Rattenpenis (1) und von bovinem Nebenhoden (2)
und Spermatozoen (3) lief3 sich eine 111 kDa-Bande nachweisen (Pfeil). Je 50 ug Protein wurden eingesetzt.

1-Rind Corpus cavernosum Homogenat
2-Rind Hoden Homogenat
+ 3-Rind Nebenhoden Homogenat

111- e _“, <+

1

Abbildung 24 PDES-Western blot Rind. Proteinpriparationen des bovinen Corpus cavernosum (1),
Hoden (2) und Nebenhoden (3) wiesen eine Bande auf Hohe von 111 kDa auf (Pfeil). Je 50 ug Protein

wurden eingesetzt.
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Abbildung 25 PDES-Western blot Mensch. Wie im bovinen Corpus cavernosum (1) lief} sich auch in
menschlichem Hoden (2) und Nebenhoden (3) eine 111 kDa-Bande detektieren (Pfeil). Je 50 ug Protein

wurden eingesetzt.

Immunhistochemie
Nachdem im Western blot eine Immunreaktion mit dem PDES-Antikorper in Hoden und
Nebenhoden von Mensch und Rind gezeigt werden konnte, wurde der Antikorper auch in

immunhistochemischen Untersuchungen der Reproduktionsorgane beider Spezies getestet.

Im testikuldren Gewebe von Mensch und Rind zeigte sich eine Immunreaktion, die vor
allem in kontraktilen Elementen und Leydig-Zellen lokalisiert war. Auffillig war
insbesondere die Gefallfarbung mit einer deutlichen Immunreaktion der GefaBmuskulatur.
Als weitere kontraktile Zellen zeigten Myofibroblasten der peritubuldren Lamina propria
eine Reaktion mit dem PDES-Antikorper. Keimzellen und Sertolizellen blieben dagegen

immunonegativ.
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Abbildung 26 Nachweis der PDE5 im bovinen Hoden. /m Hoden des Rindes (li) liefy sich eine
Immunreaktion mit peritubuldren Myofibroblasten (Pfeile), Gefdifien (Pfeilspitzen) und Leydig-Zellen (roter
Pfeil) beobachten. Rechts sind die testikuldren Gefdfle in hoherer Vergriofierung dargestellt.

Im Nebenhoden von Mensch und Rind lieen sich angefarbte glatte Muskelzellen um den
Ductus epididymidis identifizieren. Glatte GefdBmuskulatur und war wie im Hodengewebe
ebenfalls immunopositiv. Im Bereich des Caput epididymidis war zusitzlich die Farbung

vereinzelter Epithelzellen sichtbar (Abbildung 27).

Abbildung 27 Nachweis der PDES im menschlichen Nebenhoden. Peritubulire Myofibroblasten (Pfeile),
GefifSe (Pfeilspitze) und vereinzelte Epithelzellen (roter Pfeil) sind im Bereich des Caput epididymidis
angefarbt.
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PDEG

Da Hinweise auf das Vorkommen von retinalen Signaltransduktionskomponenten in
Spermatozoen bestehen [35], wurde die Expression der retinalen PDE6 in méannlichen

Reproduktionsorganen untersucht.

Der verwendete Antikdrper wurde gegen die aus Rinder-Retina isolierte PDE6 entwickelt
und detektiert im Western blot ein 100 kDa-Signal in isolierten Auflensegmenten der
Retina.

Da keine Kreuzreaktivitdit zum humanen Antigen bestand, wurden die nachfolgenden

Untersuchungen ausschlieBlich am Rind durchgefiihrt.

Immunhistochemie

An bovinen Hodenschnitten lie3 sich eine spezifische Fiarbung vor allem apikal gelegener
Keimzellen darstellen (Abbildung 28). Das Férbemuster spricht fiir eine Korrelation mit
bestimmten Entwicklungsstadien der Spermatozytenreifung. Spermatogonien und Sertoli-
Zellen waren immunonegativ, wihrend Leydig-Zellen ein nur schwaches Signal

aufwiesen.
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Abbildung 28 Nachweis der PDE6 im bovinen Hoden. Querschnitte der Tubuli seminiferi zeigen eine
Immunreaktion. Die Vergrofierung rechts zeigt eine Firbung apikal gelegener Spermatozyten. Leydigzellen

(Pfeil) waren schwach gefdrbt.

Spermatozoen lieBen mit Hilfe einer Fluoreszenz-gekoppelten Detektion ein deutliches
Signal im Akrosom erkennen. Weiterhin war das Hauptstiick gefarbt, wéhrend das

Mittelstiick keine spezifische Reaktion aufwies (Abbildung 29).
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Abbildung 29 Nachweise der PDE6 in bovinen Spermatozoen. /n Spermatozoen zeigte sich eine Firbung

von Akrosom und Hauptstiick.

Im Ductus epididymidis des Rindes war eine Farbung in einzelnen Zellen der basalen
Zellreihe des Epithels zu erkennen (Abbildung 30). Weitere spezifische Signale waren

nicht zu detektieren.
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Abbildung 30 Nachweis der PDE6 im bovinen Nebenhoden Immunhistochemisch lief3 sich im Ductus

epididymidis lediglich eine Fdrbung basaler Epithelzellen beobachten.

Western blot

Mit Hilfe von Western blot-Untersuchungen konnten die immunhistochemischen Befunde
bestdtigt und prézisiert werden.

So zeigten die Western blot-Untersuchungen das Vorkommen der PDE6 in
Membranpréparationen des bovinen Hodens und in Spermatozoen. Die zu beobachtenden
Banden lagen bei etwa 100 kDa und entsprachen dem Signal der Positivkontrolle ROS,
einer Proteinprdparation der AuBlensegmente der Stibchen. Die Membran- und
Zytosolpriparationen von Nebenhodengewebe zeigten keine Immunreaktion. In den
vorliegenden Proteinpraparationen konnten die wenigen immunhistochemisch anfarbbaren
Zellen einen so geringen Anteil an der Gesamtproteinmenge haben, dass die

Nachweisgrenze unterschritten wird.
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Abbildung 31 PDEG6-Western blot an bovinem Gewebe. In Hodenmembranen und in Spermatozoen liefs
sich eine PDEG6-spezifische Bande auf Hoéhe der Positivkontrolle Retina nachweisen. 0,1 ug der ROS-
Praparation, je 30 ug der Zytosol- und Membranfraktionen von Hoden und Nebenhoden und 100 ug des

Spermatozoen-Homogenats wurden eingesetzt.

Die Spezifitit der beobachteten Banden wurde in einem nichsten Schritt mit Hilfe einer
Praabsorption getestet.

Homogenate von Hodengewebe und Spermatozoen zeigten erneut eine kréftige Bande von
100kDa auf der Hohe der als Positivkontrolle verwendeten Retina. Auch im Homogenat
von bovinem Nebenhodengewebe war jetzt ein sehr zartes Signal auf dieser Hohe sichtbar
(Abbildung 32, rechts), das sich mit dem Einsatz einer im Vergleich zur Abb. 18 gréeren

Menge an Protein erkldren ldsst. Diese Bande konnte einerseits auf die wenigen
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immunopositiven Epithelzellen zuriickgehen, diirfte aber vor allem durch die in der Probe
enthaltenen Spermatozoen bedingt sein. Die Kompetition mit Retinaproteinen fiihrte zu

einer Verdrangung der spezifischen Bande in allen Proben (Abbildung 32, links).

1+5-Rind Retina
2+6-Rind Hoden

176 . 3+7-Rind Nebenhoden

4+8-Rind Spermien
11 -

80 -

61 -

49 -

36 -

Abbildung 32 PDE6-Western blot an bovinen Geweben mit Priabsorptionskontrolle. Retina (1+5),
Hoden (2+6), Nebenhoden (3+7) und Spermien (4+8) des Rindes wurden untersucht. Rechts in den Banden
5-8 stellte sich die spezifische Bande bei 100 kDa dar, links in den Banden 1-4 wurde das spezifische Signal
durch Prdabsorption mit Retinaproteinen verdrdngt. Je 10 ug Retina bzw. 100 ug der iibrigen Proben

wurden eingesetzt.
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Funktionelle Untersuchungen

Um eine mogliche funktionelle Bedeutung der untersuchten PDEs abschédtzen zu konnen,
erfolgten in vitro-Experimente mit frischem bovinem Gewebe. Dieses Gewebe wurde
unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt. Dabei kamen spezifische oder unspezifische
PDE-Inhibitoren ebenso zum Einsatz wie die indirekte Stimulation einzelner PDEs. Im
AnschluB wurden die Spiegel des relevanten zyklischen Nukleotids mittels ELISA

bestimmt. Exemplarisch sollen die wichtigsten Resultate in der Folge dargestellt werden.

PDE2-Beeinflussung

Die Funktion der PDE2 ist vor allem im Abbau erhohter cAMP-Spiegel zu sehen. In den
nachfolgenden Experimenten wurde daher der cAMP-Bildung durch Forskolin, einem
Stimulator der cAMP-bildenden Adenylatzyklase, angehoben. Die unter diesen
Bedingungen produzierte Menge an cAMP diente als Ausgangswert, mit dem die unter
verdnderten Versuchsbedingungen produzierte Menge an cAMP verglichen wurde.

Mit EHNA erfolgte eine spezifische PDE2-Inhibition, mit IBMX eine unspezifische PDE-
Hemmung. Eine NO-vermittelte cGMP-Erhéhung fiihrt zu einer indirekten Aktivierung der

PDE2.

Spermatozoen

Am Beispiel von bovinen Spermatozoen, bei denen im Western blot das Enzym
nachgewiesen werden konnte, lieBen sich durch Modulation der PDE2-Aktivitit
Verianderungen des cAMP-Spiegels beobachten, die fiir eine mogliche Rolle der PDE2 in
der Regulation der cAMP-Spiegel sprechen (Abbildung 33).
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Abbildung 33 Funktion der PDE2 in bovinen Spermatozoen. Ein grofier Teil der unter IBMX-Wirkung
zu erzielenden cAMP-Ansammlung wird durch Hemmung der PDE2 mit EHNA erreicht. Unter SNP-Einfluf3
und damit indirekter Stimulation der PDE2-vermittelten cAMP-Hydrolyse findet sich ein verminderter
Anstieg von cAMP .

Nebenhoden

In analoger Weise wurde Nebenhodengewebe des Rindes untersucht. Als Ausgangswert
diente jeweils der unter Forskolin-EinfluB gemessene cAMP-Spiegel, mit dem der
nachfolgend unter verdnderten Bedingungen gemessene Wert verglichen werden konnte.
Auch im Nebenhodengewebe fanden sich auf funktioneller Ebene Hinweise fiir PDE2-
Effekte auf den cAMP-Spiegel (Abbildung 34). Die Hemmung der PDE2 fiihrte zu einem
Anstieg von cAMP, der grob ein Drittel des durch unspezifische PDE-Hemmung mit
IBMX erzeugten cAMP-Anstiegs ausmachte. Unter SNP-vermittelter Stimulation der
PDE2 lieB sich erwartungsgeméil ein im Vergleich zur PDE2-Inhibition reduzierter cAMP-

Spiegel beobachten.
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Abbildung 34 Funktion der PDE2 in Nebenhodengewebe. Darstellung der cAMP-

Forskolin-Inkubation
I
o

x-fache cAMP-Konzentration gegentber

Konzentrationsdnderungen unter Bedingungen der spezifischen PDE2-Inhibition mit EHNA, unspezifischer
PDE-Hemmung mit IBMX und indirekter PDE2-Stimulation mit SNP nach Forskolin-Wirkung.

Beeinflussung cGMP-spezifischer PDEs

Mit der Substanz Zaprinast stand uns ein PDE-Inhibitor zur Verfiigung, der sowohl die
PDES als auch die PDEG6 inhibiert.

Da ¢cGMP-spezifische PDEs vor allem in der Hydrolyse von cGMP-Anstiegen eine Rolle
spielen sollen, wurde durch SNP-Gabe eine NO-vermittelte cGMP-Akkumulation als
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Ausgangswert angenommen. Damit wurden dann die cGMP-Spiegel unter Zaprinast- oder
IBMX-Inhibition verglichen.
Zaprinast-Einwirkung lie8 eine verstirkte cGMP-Akkumulation durch Hemmung der
PDES- und PDE6-vermittelten c¢GMP-Hydrolyse erwarten. Der Vergleich zur
unspezifischen PDE-Hemmung durch IBMX lésst auf den Anteil der PDES und -6 an der
cGMP-Hydrolyse schlieBen.

Hodengewebe
Im Hodengewebe konnte ein Effekt von Zaprinast im Sinne eines cGMP-Anstiegs

nachgewiesen werden. Etwa ein Neuntel der IBMX-induzierten cGMP-Akkumulation

scheint durch den PDES5/6-Effekt bedingt zu sein (Abbildung 35).
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Abbildung 35 Funktion von PDE5/6 im Hodengewebe. Im Hoden fiihrte die selektive Hemmung von
PDES5 und PDEG6 zu einem cGMP-Anstieg, dessen Dimension etwa einem Neuntel des cGMP-Anstiegs nach
unspezifischer PDE-Inhibition mit IBMX entspricht.

Hoden- und Nebenhodengefalie

Analoge Effekte waren auch in isolierten Gefdlen von Hoden (Abbildung 36) und
Nebenhoden (Abbildung 37) zu beobachten. In Hodengefillen fiihrte die Hemmung von
PDES und -6 zu einem cGMP-Anstieg, der etwa einem Drittel der IBMX-induzierten
cGMP-Akkumulation entsprach.
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Bei Nebenhodengefidlen konnte die Richtung der c¢cGMP-Schwankungen reproduziert
werden, die GroBe der Verdnderungen zeigte hingegen Unterschiede, die im Rahmen der
Interversuchs-Variabilitit bestehen und moglicherweise durch abweichende Mengen des

eingesetzten Gewebes erklart werden konnten.
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Abbildung 36 Funktion der PDES/6 in HodengefiBlen. Die selektive Hemmeung von PDES5/6 mit
Zaprinast fiihrt zu einem Anstieg des cGMP-Gehalts, der etwa einem Drittel des Anstiegs nach unspezifischer
PDE-Hemmung mit IBMX entspricht.
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Abbildung 37 Funktion der PDES5/6 in NebenhodengefiBlen. Die selektive Hemmung von PDE5/6
resultiert in einem cGMP-Anstieg, der nach unspezifischer PDE-Hemmung mit IBMX noch deutlicher
ausfallt.
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Diskussion

Die vorliegende Arbeit illustriert exemplarisch am Beispiel der hier untersuchten
Komponenten des cGMP-Systems zwei der wesentlichen Mechanismen, das im Kdorper
weit verbreitete cGMP-Signalsystem zu modulieren. Am Beispiel der cGMP-bildenden
sGC konnten wir deren altersabhingige Regulation von Expression und Aktivitdt in Herz
und Lunge zeigen und wiesen erstmals eine altersabhédngig variable Lokalisation der sGC
auf Proteinebene nach.

Anhand der hier untersuchten cGMP-bindenden PDEs konnten wir deren Expression in
Organen des ménnlichen Reproduktionstrakts erstmals auf Proteinebene belegen und die
Lokalisation dieser PDEs anhand immunhistochemischer Untersuchungen zeigen.
Gleichzeitig lieBen sich Hinweise auf eine entwicklungs- bzw. ,reifungsabhingige®
Expression in Spermatozyten wie auch auf eine subzellulire Kompartimentierung dieser
Signalkomponenten beobachten. Funktionelle Untersuchungen zeigten deutliche Effekte

und gaben Hinweise auf einen ,,cross-talk mit dem cAMP-System.

sGC

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der B;-sGC in Herz- und Lungengewebe
von Ratten unterschiedlicher Altersstufen analysiert. Dabei kam ein neu entwickelter
Antikorper gegen den C-Terminus der ;-sGC zum Einsatz, dessen Antigenspezifitit im
Western blot durch die vollstindige Verdringung der spezifischen Bande mit dem
immunogenen Peptid belegt wurde. Dieser Antikdrper zeigte auBerdem eine enge
Speziesspezifitdt fiir das Antigen der Ratte, das sich in einer Aminoséure vom Antigen der
Maus unterscheidet. Dies zeigten vergleichende Western blot- und immunhistochemische

Untersuchungen an Geweben der Maus, in denen keine Immunreaktion detektiert wurde.

Die katalytisch aktive sGC ist ein Heterodimer, das sich aus je einer a- und B-Untereinheit
zusammensetzt, von denen jeweils zwei Formen beschrieben wurden [62, 192]. Das a,/B;-
Heterodimer ist die am hiufigsten vorkommende Form der sGC [77], dies gilt
insbesondere fiir das von uns untersuchte Lungengewebe [76]; auch im Herzen wurde die
a/Bi-Isoform nachgewiesen. Die Expression von o,- oder ,-sGC ist in Herz oder Lunge
hingegen nicht beschrieben. Der verwendete B;-sGC-spezifische AntikOrper erfasste

demnach die aktiven a,/B;-Heterodimere. Dies wurde durch den Befund unterstiitzt, dass
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die in funktionellen Untersuchungen nachgewiesene Enzymaktivitdt mit den im Western

blot detektierten Mengen von Enzym korrelierte.

Aus der Literatur ergeben sich klinische Hinweise auf eine altersabhéngig variable
Expression von sGC in der pulmonalen GefdaBBstrombahn [190, 193] wie auch eine
nachlassende sGC-Expression im Alter [194, 195]. Die vorliegende Arbeit untersuchte
daher Expression und Lokalisation der sGC in Herz und Lunge wihrend der fetalen und

postnatalen Entwicklung bis zum adulten Alter.

Hinsichtlich der Aktivitdt und der Expression der sGC fanden sich in bei der Untersuchung
von Organen verschiedener Altersstufen Unterschiede. Die beobachteten Schwankungen
der im Western blot nachgewiesenen Menge an sGC korrelierten mit den gemessenen
Enzymaktivititen.

Fiir die pulmonale sGC, die in fetalem Gewebe nur auf niedrigem Niveau nachweisbar
war, fand sich perinatal ein Expressionsmaximum, wéhrend in adultem Gewebe ein
Riickgang der exprimierten Menge zu beobachten war. Vergleichbare Daten wurden auch
auf mRNA-Ebene beschrieben [190].

Auch im Herzen lie sich ein dhnlicher Verlauf der sGC-Expression beobachten, obwohl
im Vergleich zur Lunge ein niedrigeres Expressionsniveau vorlag, was insbesondere in den
Aktivititsmessungen des Enzyms deutlich wurde. Wéhrend in der Lunge bereits eine
basale Aktivitét sichtbar gemacht werden konnte, war im Herzen die Enzymaktivitit nur
unter Bedingungen der sGC-Aktivierung messbar. Die Expression und Aktivitdt der sGC
im Herzen stieg vom fetalen Organ iiber ein Maximum in der postnatalen Periode an Tag
10, um mit zunechmendem Alter wieder abzusinken.

Da Aktivitit und Expressionsniveau praktisch parallel verliefen, lag nahe, dass eine
vermehrte Expression der sGC auch eine erhohte Enzymaktivitit bedingt.

In Verbindung mit den Daten der Immunhistochemie, die eine GefdBlokalisation der sGC
in Herz und Lunge zeigten, lieB sich die starke Expression und Enzmyaktivitit in der
Lunge mit einer vergleichsweise hohen Gefdf3dichte des Gewebes erkldren. Im Herzen trat
dagegen die Menge der Gefille, die die sGC exprimierten, in Relation zum
Herzmuskelgewebe zuriick und bedingte so ein niedrigeres Expressionsniveau, wie im

Western blot und korrespondierenden Aktivitdtsmessungen ersichtlich.
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Eine wesentliche Aufgabe der sGC liegt in der NO-vermittelten Relaxation von
GefaBmuskulatur und damit der Vasodilatation [1]. Vermutlich kommt der sGC so eine
Rolle in der Steuerung von Perfusion und lokalem Blutdruck in verschiedenen Organen
und Organregionen sowie unterschiedlichen Gefabetten zu. Am Beispiel zerebraler
Gefille wurde die Rolle der sGC in der Regulation der zerebralen Mikrozirkulation
beschrieben [196].

In der Lunge konnte dieses postnatale Expressionsmaximum mit der Umstellung des
fetalen Kreislaufs verbunden sein [190, 193]. Nach der Geburt mul} es zu einer Relaxation
der Lungengefile kommen, um einen BlutfluB durch den Pulmonaliskreislauf zu
ermdglichen. Eine neonatal erhohte sGC-Expression konnte dazu beitragen, diese
Relaxation herbeizufiihren oder in der postnatalen Entwicklung zu stabilisieren.

Die mit der pulmonalen Hypertension bei Neugeborenen verbundene mangelnde
Vasodilatation wird durch die Behandlung mit inhalativem NO ausgeglichen, indem die

NO-vermittelte Relaxation pulmonaler Gefa3e gestirkt wird.

Immunhistochemische Befunde bestitigen in Herz und Lunge die vermutete
GefiBlokalisation der sGC. Zusidtzlich zu der gezeigten Lokalisation in der
GefaBmuskulatur wird auch eine Expression der sGC in Endothelzellen von
Koronargefdflen, Pulmonalgefdlen und —kapillaren sichtbar. Der sGC kommen damit
zusitzlich zu Funktionen in der Vasorelaxation vermutlich auch Aufgaben in der
Endothelfunktion zu. Hier kdme ein Eingriff in die Steuerung der Permeabilitit der
Endothelzelle in Frage [197], als auch ein Einfluf3 auf Endothelzell-Wechselwirkungen mit
z.B. Thrombozyten oder Immunzellen. Solche Effekte konnten beispielsweise iiber eine
Modulation der Expression von Adhésionsfaktoren erfolgen [198]. Moglicherweise kommt
der sGC so auch eine Rolle in der Pathogenese von Entziindung und septischem Schock
[199] oder Atherosklerose [200] sowie Thrombembolien [201] zu.

Die in dieser Arbeit nachgewiesene Expression der sGC in pulmonalen kapilliren
Endothelzellen spricht fiir eine weitere Funktion des Enzyms im Bereich des
Gasaustauschs. Wihrend ein indirekter Effekt der sGC auf den Gasaustausch als Folge der
sGC-vermittelten pulmonalen Vasodilatation akzeptiert ist [202, 203], wire eine direkte
Wirkung der endothelial lokalisierten sGC an der Blut-Luft-Schranke ein neuer Aspekt. In
diesem Zusammenhang ist auch interessant, dass im Bronchialepithel keine sGC-
Expression zu beobachten war. NO, das in Spuren auch in der Raumluft vorkommt oder

NO, das in den Schleimhéuten der Nasennebenhohlen produziert wird [204], kann wéhrend

68



der Einatmung bis in die Alveole gelangen, da es nicht im Bronchialepithel zur
Aktivierung der sGC verbraucht wird, und konnte so direkt an der Blut-Luft-Schranke
wirken.

Im Myokard zeigte sich immunhistochemisch eine nur schwache Expression der sGC, die
auch in funktionellen Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten bestdtigt wurde. Die
Funktion des Enzyms liegt hier vermutlich in der Vermittlung von NO-Wirkungen, zu
denen ein positiv inotroper Effekt gehort [160]. Im Gegensatz zu vielen Arbeiten, die NO-
Wirkungen am Modell des Kardiomyozyten untersuchen [205], konnten unsere

Untersuchungen im Myokard jedoch nur eine geringe sGC-Expression nachweisen.

Ein besonders interessanter Befund dieser Arbeit war, dass sich die sGC-Expression in
Herz und Lunge in verschiedenen Altersstufen nicht nur quantitativ, sondern auch
qualitativ verdnderte. Wir konnten erstmals auf Proteinebene eine altersabhéngig
wechselnde Lokalisation der sGC im kardiopulmonalen System beschreiben [189, 206].

In der Lunge fand sich im fetalen Organ eine Expression in der glatten Muskulatur
groBBerer pulmonaler Gefdle. Postnatal war neben der Muskellokalisation auch eine
Immunfirbung im Endothel zu beobachten, im adulten Alter fand sich im Endothel eine
starke sGC-Expression, wihrend die Expression in der GefaBmuskulatur nur noch auf
niedrigem Niveau sichtbar war. In allen Altersstufen fand sich eine Immunreaktion im
Kapillarendothel der Lunge.

Auch im Herzen fand sich altersabhingig eine variable Lokalisation der sGC. Im fetalen
Herz, das noch keine muskularisierten Gefille enthidlt [191], war die sGC im
Koronarendothel nachweisbar. Im Verlauf der postnatalen Entwicklung dhnelte die
Expression der sGC in kardialen Gefdlen der in den Pulmonalgefdfen. In den ersten
Lebenstagen wurde die sGC sowohl im Endothel als auch in der GefaBmuskulatur sichtbar.
Beim erwachsenen Tier zeigte sich eine starke Expression im Endothel, wéihrend die sGC
in der GefaBmuskelschicht nur auf niedrigem Niveau nachweisbar war. In allen

Altersstufen wurde die sGC in Kardiomyozyten schwach exprimiert.

Eine derartige dynamische Regulation der sGC-Expression bedeutet, dass der cGMP-
abhingigen Signaltransduktion offenbar in Abhédngigkeit vom Alter unterschiedliche
Aufgaben zukommen. Die Verbindung mit der altersabhéngig variablen Lokalisation der

sGC ist unter verschiedenen Aspekten besonders interessant.
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Die in unseren Untersuchungen beobachtete, im Verlauf der postnatalen Entwicklung
zurlickgehende Expression der sGC in der GefdBmuskulatur kdnnte mit Prozessen der
Reifung, moglicherweise auch des Alterns in Verbindung gebracht werden. Im Verlauf des
Lebens 14Bt die Relaxationsfiahigkeit von Gefillen nach, was einerseits mit einem
Riickgang der sGC-Expression in GefdBlen assoziiert ist [194, 195], als neuer Aspekt wire
andererseits eine ,scavenging“-Funktion des Endothels denkbar, die funktionell als
Diffusionsbarriere fiir NO wirken konnte. NO koénnte im Endothel von der im
Erwachsenenalter hoch exprimierten sGC verbraucht werden, so dass weniger
relaxierendes NO in die GefaBmuskulatur diffundieren kann. Auch auBerhalb des
kardiopulmonalen Systems ergeben sich im Hirngewebe Hinweise auf eine alters- bzw.

reifungsabhingige Regulation der sGC-Expression [207, 208].

Im Bereich des Herzens konnten nachlassende sGC-Effekte im Sinne einer
eingeschriankten Vasodilatation der Koronargefa3e mit der Entstehung der Angina pectoris
verbunden sein. Sieht man das Koronarendothel wegen der im Alter hohen sGC-
Expression als Diffusionsbarriere fiir NO, so konnte im Alter ein relativer NO-Mangel in
der GefiaBmuskelschicht der Koronararterien und auch im Myokard auftreten. Der Wegfall
von NO als positiv inotropem Stimulus am Myokard konnte an der Entstehung der
Herzinsuffizienz beteiligt sein. BNP, das bei Herzinsuffizienz erhoht nachweisbar ist
[209], konnte {iber die Stimulation der membranstindigen GC die reduzierte NO-
abhingige cGMP-Bildung ausgleichen und als ein Versuch der Gegenregulation gesehen
werden.

Aus pathogenetischer Sicht werden beeintrichtigte sGC-Effekte mit unterschiedlichen
Krankheitszustinden in Verbindung gebracht — dazu gehdren beispielsweise die
diabetische Angiopathie [210], die Atherosklerose [200], die arterielle Hypertonie [194,
195] oder auch die Praeklampsie [211].

Denkbar wire auch eine Wirkung in der Entstehung von Vasospasmen nach zerebralen
Aneurysma-Blutungen. Das im Rahmen der Blutung freigewordene Hdmoglobin konnte
mit der sGC in der GefdBmuskulatur um den Liganden NO kompetieren und so
vasodilatierende Mechanismen beeintrachtigen [212]. Umgekehrt scheint eine Aktivierung

der sGC zum Endotoxin-induzierten Schock beizutragen [213].

Im Zusammenhang mit moglichen Wirkmechanismen von therapeutisch genutzten

Nitratwirkungen ist die variable Expression der sGC interessant.
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Im Herzen exprimierten vor allem Gefdlle die sGC, wéhrend in Herzmuskelgewebe eine
Expression allenfalls auf einem niedrigen Niveau nachweisbar war. Dies kdnnte sein
Korrelat in der klinischen Wirkung von Nitraten finden, die in erster Linie zur Behandlung
der Angina pectoris eingesetzt werden, wo sie wegen ihrer gefaBBerweiternden Wirkung zur
Anwendung kommen [7] Nitrate, die NO freisetzen, werden iiber die Blutbahn zum
Herzen transportiert und erreichen entsprechend vor allem die Gefdfle. Die Wirkung von
Nitraten konnte so im Wesentlichen auf die GefdBe beschrinkt werden und zur
Vasodilatation fiihren. Diese iiberwiegende GefdBwirkung erkldrt auch die
Nebenwirkungen einer systemischen Hypotension infolge einer Vasodilatation
extrakardialer Gefédl3e.

Im Verlauf der postnatalen Entwicklung zeigte sich unseren Untersuchungen zufolge in
den KoronargefiBlen eine riickldufige Expression der sGC in der GefaBmuskelschicht,
wihrend eine starke sGC-Expression im Endothel beobachtet wurde. Dies legt nahe, dass
der antiangindse Effekt einer Nitrattherapie moglicherweise nicht nur auf Wirkungen an
der GefaBmuskulatur beruht [214], sondern auch Endothelwirkungen umfasst.

Ein Teil des tiber das Gefdllsystem antransportierten NOs kann, sofern es nicht im
Koronargefall verbraucht wurde, in das Myokard diffundieren. Eine sGC-Expression auf
niedrigem Niveau spricht fiir eine Funktion von NO bzw. cGMP auch im Myokard und

konnte das Korrelat einer positiv inotropen Wirkung von NO sein [205].

Das Wirkprinzip therapeutisch eingesetzter Nitrate konnte also ein Ersatz nachlassender
sGC-Effekte sein oder auch die Uberwindung eines Diffusionshindernis fiir NO iiber einen

Masseneffekt.

In der Therapie der pulmonalen Hypertonie wird inhalatives NO eingesetzt. Wéhrend diese
Anwendung in der Therapie Neugeborener etabliert ist, ist die Anwendung im
Erwachsenenalter Gegenstand der Diskussion [215]. Die besondere Wirksamkeit im
Neugeborenenalter konnte mit der hier beschriebenen altersspezifischen Lokalisation der
sGC erklart werden. Einerseits fand sich hier im Neugeborenenalter eine sGC-Expression
in der GefdaBmuskelschicht, so dass NO in der GefaBmuskulatur tatsdchlich sein Zielprotein
sGC aktivieren kann. Andererseits war die endotheliale sGC-Expression in den
pulmonalen Gefdflen noch schwach, so dass ein moglicher Verbrauch des verabreichten
NOs durch einen ,,scavenging“-Effekt im Endothel moglicherweise nicht zum Tragen

kommt. Im Erwachsenenalter beobachteten wir dagegen einen Riickgang der Expression
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des Zielproteins sGC in der Muskelschicht, zusétzlich konnte die jetzt starke endotheliale
sGC-Expression als NO-Féanger wirken. Beide Mechanismen konnten die NO-abhédngige
Vasodilatation storen und so fiir eine schlechtere Wirksamkeit von NO in der Behandlung
der pulmonalen Hypertonie des Erwachsenen verantwortlich sein.

Umgekehrt birgt der Einsatz von NO bei Erwachsenen mdglicherweise bislang nicht

beachtete Endotheleffekte, die man sich potentiell therapeutisch nutzbar machen konnte.

In der Behandlung der pulmonalen Hypertonie scheint neben der beschriebenen
Stimulation der cGMP-Bildung durch NO auch die Hemmung der cGMP-Hydrolyse durch
Sildenafil ein vielversprechendes Therapieprinzip zu sein [136]. Dieses Beispiel
komplementdrer Therapiestrategien illustriert das Interesse einer gleichzeitigen

Betrachtung von Guanylatzyklasen und cGMP-bindenden PDEs.

PDES

Die PDES ist die bekannteste cGMP-spezifische PDE, die in hoher Konzentration im
Corpus cavernosum exprimiert wird. Im Rahmen der Therapie der erektilen Dysfunktion
wird die PDES durch Sildenafil, Taladafil oder Vardenafil gezielt gechemmt [8, 10, 129].

Anhand von Western blot-Untersuchungen konnte die PDES in dieser Arbeit in Hoden und
Nebenhoden von Mensch und Rind sowie in Spermatozoen und im Corpus cavernosum des

Rindes nachgewiesen werden.

Entgegen der erwarteten Grofle der PDES von 100 kDa [122] wurde in den Western blot-
Untersuchungen systematisch ein Protein von 111 kDa detektiert. Der Nachweis dieses
Antigens sowohl in den Proben als auch in den Positivkontrollen belegte die Spezifitit des
Nachweises. Der gegen die pulmonale PDES hergestellte Antikorper detektierte im
ménnlichen Reproduktionstrakt moglicherweise eine andere PDES-Isoform [121].

Ein Western blot, in dem ein Homogenat aus dem Rattenpenis als Positivkontrolle
verwendet wurde, zeigte neben der 111 kDa-Bande eine zusitzliche Bande bei 173 kDa,
beide Banden waren auch in einer Spermatozoen-Préparation des Rindes sichtbar. Da keine
sonstigen Banden in diesem Western blot zu beobachten waren, wurde vermutet, dass es
sich bei der 173 kDa-Bande vielleicht um eine Dimerisierung handelte, die unter unseren

spezifischen Versuchsbedingungen auftrat.
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Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigten sowohl im humanen wie auch im
bovinen Hoden einen PDE5-Nachweis in Leydig-Zellen und kontraktilen Elementen wie
peritubuldren Myoidzellen und glatter GefaBmuskulatur. Im Nebenhoden von Mensch und
Rind war die PDES gleichfalls in glatter GefaBmuskulatur wie auch in Muskelzellen um
den Ductus epididymidis lokalisiert. In einzelnen Epithelzellen des Caput epididymidis

zeigte sich ebenfalls eine Immunreaktion.

Da das cGMP-System in Prozesse der Relaxation glatter Muskulatur involviert ist, konnte
die PDE5 auch im ménnlichen Reproduktionstrakt eine modulierende Wirkung auf
kontraktile Strukturen entfalten, in denen bereits funktionelle cGMP-Systeme
nachgewiesen sind [216, 217].

Im Bereich der Tubuli seminiferi bzw. des Ductus epididymidis konnte der PDES damit
eine Funktion in der Regulation von Relaxation bzw. Kontraktion zukommen, sie konnte
so in den Transport der Spermatozoen eingreifen. Analog konnte die PDES in der
Gefilmuskulatur die Regulation des lokalen Blutflusses modulieren, damit konnte sie
beispielsweise auch die Erndhrung der Keimzellen beeinflussen.

In den funktionellen Untersuchungen an humanen Hoden- und Nebenhodengefif3en wurde
der PDES/6-spezifische Inhibitor Zaprinast [218, 219] eingesetzt. Da in GefdBlen keine
PDE6 nachgewiesen werden konnte, miissen die beobachteten Effekte auf die PDES5
zurlickzufiihren sein. Vor allem in HodengefdBen fand sich ein deutlicher Effekt — etwa ein
Drittel der durch den unspezifischen PDE-Inhibitor IBMX hervorgerufenen cGMP-
Akkumulation wurde durch die PDES verursacht. In Nebenhodengefd3en war der PDES-
Effekt weniger deutlich ausgeprégt, jedoch messbar. Die in den Versuchen beobachteten
Schwankungen  hinsichtlich der c¢GMP-Akkumulation waren Resultat einer
Interversuchsvariabilitit oder konnten durch die Herkunft des untersuchten Materials von

unterschiedlichen Tieren erklart werden.

Ein neues Resultat war die Expression von PDES in Leydigzellen und einzelnen Zellen des
Nebenhodenepithels. Damit fand sich die PDES5 auch auBlerhalb ihrer klassischen
Lokalisation in kontraktilen Zellen. In der Leydigzelle konnte die PDES in die Steuerung
der Androgensekretion involviert sein. In &hnlicher Form hat man auch fiir andere
Komponenten des cGMP-Systems eine  Assoziation mit unterschiedlichen

Funktionszustdnden der Leydizelle vermutet [169]. Im Epithel des Ductus epididymidis
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konnte die PDES an der Steuerung von Prozessen beteiligt sein, die zur Reifung der
Spermatozoen im Verlauf ihres Transits durch den Nebenhoden beitragen [220].

Die Lokalisation der PDES5 auBlerhalb ihrer klassischen Gefédflokalisation erdffnet die
Moglichkeit, weitere potentielle Ziele fiir Sildenafil zu identifizieren und das
Anwendungsspektrum der Substanz iiber ihre GefaBwirkungen hinaus erweitern zu
konnen. In der Leydigzelle konnte Sildenafil beispielsweise in die Regulation der
Testosteronsekretion eingreifen, gegebenenfalls wire die Anwendung von Sildenafil im
Rahmen der Therapie von Fertilititsstorungen oder umgekehrt als Verhiitungsmittel
denkbar. Nach neuesten Untersuchungen scheint Sildenafil auch positive Effekte auf
Spermatozoen zu haben, die im Rahmen der assistierten Reproduktion zum Tragen
kommen [221]. Auch die Stimulation der Motilitdt und Kapazitation von Spermatozoen
durch Sildenafil wurde beschrieben [222]. Die Wirkung des PDES5-Inhibitors Sildenafil
konnte hier auch iiber die PDE6 vermittelt werden, die wir in Spermatozoen nachweisen
konnten. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von PDE5S und PDE6 kann Sildenafil
beide Enzyme hemmen, was auch als ursdchlich fiir die mit Sildenafil assoziierte

Nebenwirkung der Farbsehstorung angesehen wird [140].

Verschiedene Hinweise auf die Lokalisation der PDES in Blutgefd3en existieren vor allem
auf einer funktionellen Ebene. Auch immunhistochemische Resultate stiitzen diese
Befunde [126]. Das therapeutisch eingesetzte Sildenafil wirkt in erster Linie relaxierend
auf Gefdlle des Corpus cavernosum, wirkt jedoch in dhnlicher Weise auch auf andere
GefaBareale, was sich aus der Nebenwirkung einer systemischen Hypotension ableiten
lasst. Die relaxierende Wirkung von Sildenafil am pulmonalen Gefd3bett macht man sich
inzwischen therapeutisch zunutze und setzt Sildenafil in der Therapie der pulmonalen
Hypertension ein [136, 223].

Auf immunhistochemischer Ebene wurde die PDE5S in der glatten Muskulatur von
Widerstandsgefdlen am  Beispiel von MesenterialgefiBen beschrieben [126].
Moglicherweise ist die PDES in weiteren Geféf3betten exprimiert und triagt zur Regulation
der regionalen Perfusion bei. Abhingig vom Expressionsmuster weiterer cGMP-wirksamer
Komponenten [224] kann die PDES in diesen Stromgebieten eine variable Rolle spielen.
Sildenafil kdnnte unter Umstdnden auch in weiteren Geféfregionen therapeutisch nutzbare
Wirkungen haben oder umgekehrt unerwiinschte Nebenwirkungen in bestimmten

GefaBarealen haben.
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PDEG

Die retinale cGMP-spezifische PDE6 erfiillt ihre wichtigsten Funktionen im Gebiet der
Phototransduktion und kommt in den Membranen von Zapfen und Stédbchen der Retina
vor. Da Komponenten der Phototransduktion auch in Spermatozoen beschrieben wurden
[34, 35], wurde die Expression der PDE6 in Organen des mannlichen Reproduktionstraktes

untersucht.

PDE6 konnte in dieser Arbeit im Western blot in der Membranfraktion des Hodens, im
Nebenhoden und in Spermatozoen des Rindes nachgewiesen werden. Die Expression im
Nebenhoden war dabei vergleichsweise gering, es musste eine verhdltnismiBig grofB3e
Menge der entsprechenden Proteinpridparation aufgewendet werden, um eine
Immunreaktion nachweisen zu konnen. Die Sperzifitit des Nachweises im Western blot
wurde belegt durch eine Prdabsorptionskontrolle mit einer Retina-Priparation, die die

spezifische Bande in den untersuchten Geweben verdringte.

Die immunhistochemischen Untersuchungen an bovinen Geweben lokalisierten die PDE6
im Nebenhoden lediglich in die basalen Epithelzellen, deren geringer Anteil am
Gesamtgewebe den im Western blot schwierigen Nachweis der PDE6 an der
Sensitivititsgrenze erklart.

Im Hoden zeigte sich immunhistochemisch ein Nachweis der PDE6 vor allem in apikal
gelegenen Keimzellen, wihrend Leydigzellen nur schwach gefdarbt erschienen. Das
beobachtete Farbemuster war in verschiedenen Tubulusabschnitten wechselnd und sprach
fiir eine Assoziation mit den spateren Entwicklungsstadien der Spermatozytenreifung. Die
Expression der PDEG6 blieb in Spermatozoen erhalten und fand sich hier in Akrosom und
Hauptstiick.

Auch im Nebenhoden konnte die beobachtete Expression der PDE6 in der Basalzellreihe
des Epithels mit einem definierten Funktions- oder Differenzierungszustand der
Epithelzellen in Verbindung gebracht werden. Wiéhrend die basalen Ersatzzellen eine
PDE6-Expression aufwiesen, lieB3 sich eine Expression in den apikalen Epithelzellen nicht
mehr detektieren.

In ergénzenden funktionellen Untersuchungen von Hodengewebe demaskierte die
Anwendung des kombinierten PDES5/6-Inhibitors Zaprinast die Effekte der PDE6, da die
PDES in Keimzellen nicht nachgewiesen wurde. Der beobachtete Effekt schien zwar

gering, war aber klar messbar. Mdglicherweise wurde der intrazelluldre Effekt mit der hier
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durchgefiihrten indirekten Messung von extrazellulirem cGMP eher unterschétzt.
Peritubuldre Myoidzellen, die die PDES enthalten, konnten prédparatorisch nicht von den
Tubuli seminiferi getrennt werden. Da die Zahl der Myoidzellen in Relation zur Menge des
Keimepithels jedoch sehr gering war, diirfte der Effekt, den diese Zellen beitrugen,
vernachlédssigbar sein. Sildenafil als Reinsubstanz war zum Zeitpunkt der Versuche
praktisch nicht zu beschaffen, daher wurden die funktionellen Untersuchungen mit
Zaprinast durchgefiihrt.

Die Lokalisation der PDEG6 in bestimmten Entwicklungsstadien der Spermatozyten und in
Spermatozoen spricht flir eine Funktion des cGMP-Systems in Prozessen der Reifung und
Differenzierung von Zellen. Weitere Komponenten cGMP-abhingiger Signaltransduktion
wurden bereits mit der Reifung von Spermatozyten in Verbindung gebracht, darunter das
GKAP (G-Kinase Anker-Protein), das in Keimzellen wéhrend einer bestimmten
Entwicklungsphase beschrieben wurde [225]. Auch die cGMP-synthetisierende GC-A
wurde stadienspezifisch und entwicklungsabhingig in Keimzellen der Ratte nachgewiesen
[184, 226]. Insgesamt existieren damit diverse Hinweise auf einen moglichen Stellenwert
von cGMP in der Keimzell-Reifung. Fiir andere primdr cAMP-hydrolysierende PDEs ist
die entwicklungsassoziierte Expression in Keimzellen bereits beschrieben [185, 227], was
hier erstmalig durch den Nachweis von PDE6 und PDE2 auch fiir eine cGMP-spezifische
PDE bzw. eine cGMP-regulierte PDE auf Proteinebene dokumentiert werden konnte. Die
Expression der PDE2 als PDE, die sowohl cAMP als auch ¢cGMP hydrolysieren kann,

konnte eine funktionelle Verbindung zum cAMP-System herstellen.

In Spermatozoen konnten wir die PDE6 im Akrosom der Zellen nachweisen. Damit konnte
ein Einflu von cGMP in der Spermienkapazitation oder der Akrosomreaktion verbunden
sein. Teile des Hauptstiicks wiesen gleichfalls eine Immunreaktion auf und legen eine
Funktion von PDE6 in der Motilititssteuerung von Spermatozoen nahe. Ein Teil dieser
Wirkungen kann wie bereits beschrieben durch Sildenafil beeinflusst werden [221]. In
dhnlicher Form wurde der EinfluB eines CNG-Kanals am Spermium beschrieben [35].
Dieser Kanal lieB sich in unterschiedlicher Lokalisation als Hetero- oder Homodimer im
Schwanzbereich nachweisen, die durch Differenzen in der Calcium-Permeabilitét
charakterisiert sind. Somit konnte ein cGMP-abhingiger Calcium-Gradient entlang des
Schwanzes postuliert werden, der Einflul auf die Spermienmotilitdt haben diirfte. PDE6
konnte iiber die Hydrolyse des Liganden cGMP die Funktion der CNG-Kanile

modifizieren und so zur Steuerung des cGMP-Signals und damit der Motilitédt beitragen.
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Unter den besprochenen Gesichtspunkten konnte die Entwicklung von Substanzen, die die
Aktivitdt der PDE6 beeinflussen, im Bereich der Reproduktionsmedizin interessant sein.
Denkbar wire, dass solche Substanzen in der Therapie von Fertilititsstorungen wirksam

sein konnen oder umgekehrt als Verhiitungsmittel in Frage kommen.

PDE2

Die Expression der cGMP-stimulierten PDE2 als weiteres Beispiel einer cGMP-bindenden
PDE wurde im ménnlichen Reproduktionstrakt mit Western blot und Immunhistochemie
untersucht. Der verwendete Antikorper [98] zeigte eine Kreuzreaktivitit fiir die
menschliche und bovine PDE2 und konnte daher fiir die Untersuchung beider Spezies
herangezogen werden. Die Spezifitit der Antikorperreaktion wurde mit einer

Praabsorptionskontrolle in der Immunhistochemie bestétigt.

Im Nebenhoden wurde die PDE2 in dieser Arbeit im Ductus epididymidis nachgewiesen,
es zeigte sich eine unregelmiBige Epithelfirbung, die den groften Teil der basalen
Epithelzellreihe und einen Teil der luminalen Zellen erfasste. Eine mogliche Funktion der
PDE2 konnte hier mit der Reifung der Spermatozoen im Verlauf des Transits durch den
Ductus epididymidis in Verbindung gebracht werden. Mdglicherweise greift die PDE2 in
die Sekretion von Faktoren ein, die zur Reifung der Spermatozoen beitragen. Da NO bzw.
cGMP bereits mit Reifungsfunktionen des Ductus epididymidis in Verbindung gebracht
wurden, wére eine Modulation des cGMP-Signals denkbar [179, 220]. Auch die
Expression im Epithel des Rete testis, in dem die meisten Epithelzellen PDE2
exprimierten, konnte in diesem Zusammenhang gesehen werden.

Im Hoden wurde auf mRNA-Ebene die PDE2 in Spermatozyten unterschiedlicher
Entwicklungsstadien nachgewiesen [185, 227], was wiederum eine Funktion der PDE2 im
Zusammenhang mit Reifung und Differenzierung von Zellen suggeriert.

Die von uns beobachtete Expression der PDE2 in der basalen Zellreihe des Ductus
epididymidis konnte ebenfalls als Hinweis auf eine Assoziation der PDE2 mit
unterschiedlichen Stufen der Differenzierung gesehen werden. Die basalen Zellen dienen
als Ersatzzellen und differenzieren sich in adluminale Zellen, die entweder viel PDE2
exprimieren oder die Expression dieses Enzyms einstellen.

In humanen Leydigzellen zeigte die PDE2 nach den hier gezeigten immunhistochemischen

Befunden eine zytosolische Lokalisation, im Gegensatz zu der sonst beobachteten
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granuldren Fiarbung war die gesamte Leydigzelle mit Aussparung des Kerns angeférbt.
Verschiedene Leydigzellen zeigten eine variable Intensitit der Férbung. Dies konnte
Ausdruck eines unterschiedlichen Expressionsniveaus sein, das mit unterschiedlichen

Funktionszustdnden der Leydigzelle assoziiert ist.

Die PDE2 kam unseren Untersuchungen zufolge auch in Spermien vor. Im Western blot
fand sich eine zarte Bande, die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen zeigten
jedoch deutliche Effekte — etwa zwei Drittel der durch unspezifische PDE-Inhibition zu
erzielenden cAMP-Akkumulation in Spermien wurde durch die PDE2 verursacht. Die
genaue Lokalisation der PDE2 im Spermatozoon ist nicht bekannt, die Funktion dieses
Enzyms konnte iiber die Wechselwirkung mit cAMP mit der Motilitdt oder der

Akrosomreaktion verbunden sein [228].

Besonders auffillig war bei unseren Untersuchungen das Auftreten der Immunreaktion als
punktformige bzw. granuldre Féarbung in der Nédhe des Zellkerns, einzige Ausnahme
bildete hier die Farbung der humanen Leydigzellen, die das gesamte Zytosol der Zelle
erfasste.

Die beobachtete perinukledre Lokalisation legt eine Assoziation der PDE2 mit dem
ebenfalls perinukledr gelegenen Golgi-Apparat nahe. Als weiteres Indiz fiir eine derartige
Assoziation konnte auch die deutliche Férbung im apikalen Zellteil des
Nebenhodenepithels gesehen werden, wo der Golgi-Apparat in sekretorisch aktiven Zellen
besonders ausgeprégt ist.

Die Assoziation mit spezifischen subzelluldren Strukturen illustriert die Moglichkeit einer
Kompartimentierung des Signalweges. Ein cGMP-Signal kann beispielsweise, wenn es in
der Nachbarschaft der PDE2 auftritt, anders verarbeitet werden als ein cGMP-Signal, das
an einer anderen Stelle in der Zelle auftritt, an der die PDE2 unwirksam ist. Es entstehen
unterschiedliche ,,funktionelle Pools“ von cGMP, die sich abhdngig von den
Komponenten, die auf die jeweiligen Pools EinfluB nehmen konnen, unterschiedlich
verhalten. Im Falle der PDE2, die cGMP und cAMP hydrolysiert, kann in der gleichen
Form der cAMP-Haushalt becinflusst werden. Uber diesen Mechanismus kann eine
rdumliche und zeitliche Modulation von cGMP- und cAMP-Signalen zustande kommen,
gleichzeitig kann die Interaktion beider Signalsysteme gesteuert werden. Hinweise fiir eine

subzellulire Kompartimentierung von PDEs als auch fiir eine dynamische, durch
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Phosphorylierung induzierte Translokation in andere Zellkompartimente finden sich
beispielsweise flir die PDE3, 4 und 10 [229-231].

Die unterschiedliche Lokalisation der PDE2, zum einen die wahrscheinliche Assoziation
mit Membranstrukturen, in Leydigzellen dagegen eine zytosolische Lokalisation, konnte
auch Ausdruck einer Expression unterschiedlicher PDE2-Isoformen sein, die jedoch beide
vom verwendeten Antikorper detektiert werden. Eine alternative Erkldrung konnte sein,
dass in jeder Zelle ein spezifisches Expressionsmuster und eine spezifische Anordnung der
PDEs realisiert werden kann, die mit der Translokation einzelner PDEs in ein anderes

subzelluldres Kompartment verbunden sein kann.

In Hoden und Nebenhoden fand sich auBer der hier beschriebenen Lokalisation eine
Expression der PDE2 in Kapillaren und Venen, wihrend arterielle Endothelzellen keine
Immunreaktion aufwiesen. Dieser Befund stimmte mit der urspriinglich beschriebenen
Lokalisation iiberein [98]. Vermutlich liegen die Aufgaben der PDE2 in diesen Zellen im
Bereich der Regulation der Endothelpermeabilitét, denkbar wére damit auch ein Effekt auf

die Erndhrung der umliegenden Gewebe [182, 232].

Die cGMP-stimulierte PDE2 zeigte beim Menschen ein weiter verbreitetes
Verteilungsmuster als beim Rind. In bovinen Geweben lieB sich abgesehen von
Leydigzellen, die keine Immunreaktion aufwiesen, ein qualitativ  gleiches
Expressionsmuster beobachten. Auffillig war jedoch, dass im Hoden- und
Nebenhodenepithel deutlich weniger Zellen die PDE2 exprimierten, im Gegensatz zum

menschlichen Gewebe lagen die PDE2-positiven Zellen eher vereinzelt.

Diese Unterschiede illustrieren eine Variation der PDE-Expression in unterschiedlichen
Spezies. Auch im Hinblick auf andere PDEs sind speziesspezifische Unterschiede
beschrieben worden [18]. Mdglicherweise sind in unterschiedlichen Spezies jeweils eigene
Losungen fiir ein PDE-Expressionsmuster realisiert, die zwar den gleichen Zweck (z.B. im
Herzen Steuerung von Inotropie oder Chronotropie) haben, aber dieses Ziel auf
unterschiedliche Art und Weise erreichen koénnen.

Daraus ist auBerdem abzuleiten, dass experimentelle Ergebnisse, die in Zell- oder
Tiermodellen gewonnen werden, sich mdglicherweise nur eingeschrinkt auf den Menschen

ibertragen lassen.
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Mit dem Nachweis der PDE2 und der PDE6 finden sich in Spermien Komponenten, die
auch in sensorischen Sinneszellen nachgewiesen wurden, die PDE6 in den Sinneszellen der
Retina [137], die PDE2 in speziellen Zellen des olfaktorischen Epithels [34, 35]. Die
Hypothese, dass Eizelle und Spermium moglicherweise {iber Duftstoffe zusammenfinden,
die eine Art ,,Chemotaxis® verursachen [233], erhédlt insofern Unterstiitzung, als dass das

Spermium iiber Komponenten verfiigt, die solche Reize verarbeiten konnten.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten funktionellen Untersuchungen zeigten insbesondere
hinsichtlich von PDE2- und PDES-Wirkungen relativ grole Effekte. Es wurden intakte
Gewebeproben untersucht, in denen sich alle beteiligten Enzyme in physiologischer
Anordnung befinden und deshalb die tatséchlichen zelluldren Verhéltnisse widerspiegelt.
Das Ausmal} der beobachteten Effekte lie3 daher vermuten, dass den untersuchten PDEs

eine wichtige Rolle in der Regulation intrazelluldrer cGMP- und cAMP-Spiegel zukommt.

Das cGMP-System zeigt also viele Facetten, liber die seine Funktionsweise an die
Besonderheiten jedes Organsystems angepasst werden kann. Die zahlreichen potentiellen
Angriffspunkte in der Regulation von ¢cGMP bieten insbesondere auch therapeutisch

nutzbare Angriffsziele.

Uber die Wechselwirkung mit anderen Signalwegen wire es denkbar, das cGMP-System
indirekt zu beeinflussen und umgekehrt. Als Beispiel konnten Wechselwirkungen mit
adrenergen Signalwegen in Frage kommen, die zu einer Produktion von cAMP in der Zelle
fiihren. Das cAMP-Signal kann Einfluss auf das cGMP-System nehmen bzw. umgekehrt
durch cGMP verédndert werden [234].

Mit Nitraten, inhalativem NO, Sildenafil als spezifischem und beispielsweise
Pentoxiphyllin als unspezifischem PDE-Inhibitor stehen heute hinsichtlich der ¢cGMP-
abhingigen Signaltransduktion vor allem Substanzen mit GefdBwirkungen therapeutisch
zur Verfiigung. Mit dem genaueren Verstdndnis der Lokalisation und Funktionsweise der
cGMP-vermittelten Signalwegs eréffnen sich weitere Moglichkeiten. Beispielsweise wire
denkbar, das therapeutische Spektrum vorhandener cGMP-wirksamer Substanzen zu
erweitern, wie dies am Beispiel des PDES5-spezifischen Inhibitors Sildenafil beschrieben

wurde.

80



Fiir Sildenafil wurde iiber die Wirksamkeit in den Gefdllen des Corpus cavernosum hinaus
die Wirksamkeit in einem weiteren, dem pulmonalen Gefdfbett, entdeckt [136]. In
dhnlicher Form konnten unterschiedliche GefdaBBpathologien, die mit einer Alteration von
cGMP-abhingiger Signaltransduktion verbunden sind, zukiinftige Anwendungsgebiete
cGMP-wirksamer Substanzen sein. Als Beispiel seien hier Alterungsprozesse oder die
diabetische Angiopathie genannt.

Auch fiir extravaskuldre Effekte von Sildenafil gibt es seit neuestem Hinweise [221, 235].
Ebenso konnten sich fiir die iibrigen cGMP-wirksamen Substanzen neue extravaskulére

Anwendungsgebiete ergeben.

Da sowohl Bildung und Abbau von ¢cGMP bereits pharmakologisch beeinflusst werden,
konnte eine sinnvolle Kombination z.B. von NO-Donoren mit spezifischen PDE-
Inhibitoren neue Moglichkeiten eroffnen. Dies geschieht z.B. in der Behandlung der
pulmonalen Hypertonie, wo die Kombination von inhalativem NO mit dem PDE-Inhibitor
Sildenafil den zunichst kurzzeitigen Effekt der NO-Therapie verldngern kann [136].
Moglicherweise konnte eine geeignete Kombination von cGMP-wirksamen Substanzen
sogar eingesetzt werden, um gezielt auf subzelluldrer Ebene Einflul auf unterschiedliche
funktionelle Pools von zyklischen Nukleotiden zu nehmen, um so den rdumlichen und
zeitlichen Ablauf von cGMP-Signalen in der Zelle zu verdndern.

Es wire weiterhin von Interesse, organspezifisch wirksame Komponenten bzw.
Kombinationen von Substanzen zu entwickeln, um Nebenwirkungen in anderen Organen
minimieren zu konnen. Besonders geeignete Kandidaten wéren hier PDEs, die in einzelnen
Organen besonders stark exprimiert sind. Fiir die PDEI11, die eine Rolle in der Funktion

von Spermatozoen spielt, wurde eine hodenspezifische Isoform beschrieben [156, 236].

Nur ein genaues Verstindnis der cGMP-abhiangigen Signaltransduktion mit dem
Zusammenspiel von cGMP-Bildung und -Abbau ermdglicht Einsicht in
Pathomechanismen, die mit diesem System verbunden sind. Daraus konnen sich neue
Moglichkeiten einer gezielten therapeutischen Einflussnahme auf die ¢cGMP-vermittelte
Signaltransduktion ergeben. Die vorliegende Arbeit zeigt die vaskuldre und extravaskulére
Expression von Komponenten des ubiquitdr vorkommenden cGMP-Systems und deren
Funktionalitdt. Mit dem Nachweis einer altersabhingig variablen Expression und
Lokalisation als auch einer subzelluliren Kompartimentierung von beteiligten Enzymen

illustriert diese Arbeit einige der Facetten, die die Wandlungsfahigkeit des cGMP-Systems
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ausmachen, und trdgt damit einen Teil zum detaillierteren Verstdndnis cGMP-abhingiger

Signaltransduktion bei.
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Zusammenfassung

Der intrazellulire Botenstoff zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) kommt als
wichtiger ,,second messenger im Kdorper weit verbreitet vor. Uber Expression, genaue
Lokalisation und Funktion der an cGMP-abhingiger Signaltransduktion beteiligten
Enzyme bestehen noch unzureichende Kenntnisse, obwohl bereits seit ldngerem
pharmakotherapeutisch sowohl cGMP-Bildung durch exogene Nitrate als auch cGMP-
Abbau durch Phosphodiesterase (PDE)-Hemmstoffe beeinflusst werden.

Orientiert an der pharmakologischen Anwendung von Nitraten im Bereich
kardiopulmonaler Erkrankungen und von PDE-Inhibitoren zur Behandlung der erektilen
Dysfunktion wurde die NO-sensitive 16sliche Guanylatzyklase (sGC) in Herz und Lunge
sowie die PDE2, 5 und 6 im ménnlichen Reproduktionstrakt untersucht.

In Herz und Lunge konnte eine altersabhingig variable Expression der sGC im Western
blot mit Hilfe eines neu entwickelten Antikorpers gegen die 3;-Untereinheit nachgewiesen
werden. Das postnatal beobachtete Expressionsmaximum korrelierte mit Messungen der
sGC-Aktivitdt in Herz und Lunge verschiedener Altersstufen. Immunhistochemische
Untersuchungen der Organschnitte zeigten eine Lokalisation der sGC vor allem in den
Gefdflen. Altersabhéngig war eine Verdnderung des Expressionsmusters von einer
postnatal tiberwiegenden Muskellokalisation zu einer im Erwachsenenalter dominierenden
Expression im GefdBendothel zu beobachten.

Im maénnlichen Reproduktionstrakt wurden die c¢GMP-bindenden PDEs 2, 5 und 6
untersucht. Die Verbindung von Western blot-Analysen und Immunhistochemie zeigte
neben speziesspezifischen Unterschieden in der Expression der cGMP-stimulierten PDE2A
auch eine subzelluldr variable Lokalisation des Enzyms. Eine perinukleédre Farbung, die fiir
eine Golgi-Assoziation spricht, wurde in vendsen und kapilliren Endothelzellen von
Hoden und Nebenhoden, im Epithel des Ductus epididymidis und in Keimzellen
beobachtet. Die in Leydigzellen beobachtete homogene Férbung spricht fiir eine
zytoplasmatische Lokalisation. Die c¢cGMP-abbauende PDES5 fand sich im Hoden in
kontraktilen peritubuldren Myofibroblasten und in Leydigzellen, auBerdem lieB sie sich in
der Muskelschicht von Hoden- und Nebenhodengefdlen lokalisieren. Die als ein Enzym
der Phototransduktion bekannte cGMP-spezifische PDE6 wurde altersabhidngig in
testikuldren Keimzellen und in Spermatozoen exprimiert. Exemplarische in vitro-
Untersuchungen der PDE-Funktion mit selektiven Inhibitoren wiesen Verdnderungen der

im ELISA gemessenen Spiegel zyklischer Nukleotide nach, die erste Hinweise auf die
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Funktionalitdt der untersuchten PDEs in Organen des minnlichen Reproduktionstrakts
geben.

Die vorliegende Arbeit illustriert mit der Darstellung einer altersabhéngig variablen
Expression und Lokalisation der beteiligten Komponenten wie auch einer mdoglichen
subzelluldren Kompartimentierung des Signalwegs einen Teil der zahlreichen Facetten, die
die Wandlungsfahigkeit des cGMP-Systems ausmachen, und trigt damit zum
detaillierteren  Verstdndnis der cGMP-vermittelten Signaltransduktion und zur

ErschlieBung neuer Moglichkeiten einer pharmakologischen EinfluBnahme bei.
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