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1    Einleitung 
 

1.1 Allgemeine Aspekte des cGMP-Signalsystems 

 

Das Interesse an cGMP ist erheblich in den letzten Jahren gestiegen, seit 

bekannt wurde, dass Stickstoffmonoxid (NO) die intrazellulären Spiegel von 

cGMP anhebt und Einfluss auf eine Vielzahl von Zellfunktionen nimmt. Abhängig 

von der Art des Gewebes sind hieran verschiedene cGMP-bildende Enzyme und 

Zielproteine beteiligt.  

  
 

1.2   Bildung und Abbau von cGMP 
 

Die Bildung von cGMP erfolgt entweder durch  partikuläre, membrangebundene 
oder durch lösliche, cytosolische Guanylatcyclasen. 

 

Die partikulären Guanylatcyclasen (pGC) stellen Plasmamembranrezeptoren dar, 
die aus einer extrazellulären Ligandenbindungsdomäne, einer Transmembran-

domäne, intrazellulär einer Domäne mit Kinase-Homologie und einer kata-

lytischen Guanylatcyclase-Region bestehen (Garbers und Lowe 1994, Garbers et 

al. 1994). 

Verschiedene Typen der pGC sind bisher beschrieben bzw. vorhergesagt wor-

den (Bargmann 1998). Zwei von ihnen, GC-A und GC-B genannt, sind Rezep-

toren für natriuretische Peptide. GC-A wird durch atriales, natriuretisches Peptid 

(ANP) und das sogenannte Brain-Typ natriuretische Peptid (BNP) aktiviert, 

wohingegen das C-Typ natriuretische Peptid (CNP) der spezifische Ligand für 

den GC-B-Rezeptor ist (eine Übersicht geben: Drewett und Garbers 1994, Potter 

und Hunter, 2001). 

Außerdem wurde eine weiterer Rezeptor für natriuretische Peptide identifiziert, 

der keine Guanylatcyclase-Aktivität aufweist (Fuller et al. 1988), der „Natriuretic 

Peptide Clearance Receptor“ (NPCR). Er ist ein Homodimer, verbunden über 

eine Disulfid-Brücke, und besteht ebenfalls aus einer extrazellulären Liganden-

bindungsstelle und einer Transmembrandomäne, verfügt aber über keine 

Guanylatcyclase-Aktivität (Porter et al. 1988). Der NPCR wirkt als ein Clearance-

Rezeptor für die natriuretischen Peptide (Maack et al. 1987), jedoch werden ihm 
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in neuerer Zeit auch noch andere physiologische Funktionen zugeschrieben 

(eine Übersicht gibt: Trachte 1997, Matsukawa et al. 1999). Alle drei natriu-

retischen Peptide haben etwa die gleiche Affinität zu diesem Rezeptor (Suga et 

al. 1992).  

 

Die lösliche Guanylatcyclase (sGC) wurde zuerst aus Lungengewebe isoliert 

(Nakane et al. 1988) und als ein Heterodimer, bestehend aus einer α1- und einer 

β1-Untereinheit mit einem Häm-Protein als prostethischer Gruppe identifiziert. Für 

die katalytische Aktivität von sGC sind beide Untereinheiten erforderlich (eine 

Übersicht gibt: Hobbs 1997). In neueren Studien wurde auch über eine 

enzymatische Aktivität einer β-Untereinheit in Abwesenheit von α-Polypep-

tidketten berichtet (Nighorn et al. 1999). Weitere Isoformen der α- und β-Unter-

einheiten  wurden nachgewiesen (Harteneck et al. 1991, Yuen et al. 1990), und 

bei verschiedenen Kombinationen dieser Untereinheiten konnte physiologische 

Aktivität gezeigt werden (Gupta et al. 1997, Russwurm et al. 1998).  

 

Als bedeutsamster Aktivator von sGC in vivo gilt NO. Daneben kann offenbar 

auch Kohlenstoffmonoxid (CO) das Enzym stimulieren (eine Übersicht gibt: 

Sharma und Magde 1999). NO wird durch die NO-Synthasen (NOS) aus L-Argi-

nin gebildet. Drei Typen der NOS sind bisher identifiziert worden, die nach den 

Geweben, in denen sie zuerst entdeckt wurden, benannt sind. 

Die neuronale (nNOS) und die endotheliale (eNOS) NO-Synthase werden konti-

nuierlich exprimiert, wohingegen die Expression von induzierbarer NOS (iNOS) 

durch verschiedene physiologische Stimuli induziert wird. 

Für die Bildung von NO durch nNOS und eNOS ist eine Aktivierung des Cal-

cium/Calmodulin-Signalweges erforderlich, bei der iNOS ist die Produktion von 

NO davon unabhängig (eine Übersicht gibt: Rosselli et al. 1998).     

 
 

Für die aktuellen Spiegel von cGMP in einer Zelle sind nicht nur die cGMP-

produzierenden, sondern auch die cGMP-degradierenden Enzyme verant-

wortlich. Der Abbau von cGMP erfolgt über Phosphodiesterasen. Eine Phospho-

diesterase (PDE) ist ein Enzym, welches die Degradation von zyklischen 
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Nukleotiden katalysiert. Bisher konnten elf verschiedene PDE-Isoformen nach-

gewiesen werden (Fujishige et al. 1999, Fawcett et al. 2000). 

Viele von ihnen haben neben  katalytischen auch allosterischen Domänen. Durch 

die Assoziation von zyklischen Nukleotiden an allosterischen Bindungsstellen 

können die Enzyme in ihrer Aktivität beeinflusst werden. Die katalytischen 

Domänen können spezifisch für den Abbau von cGMP (PDE5, PDE6, PDE9) 

oder cAMP (PDE4, PDE7, PDE8) sein, oder sie sind in der Lage, beide 

zyklischen Nukleotide zu hydrolysieren (PDE1 – 3, PDE10, PDE11). Ebenso 

können cAMP oder cGMP PDE-Aktivitäten modulieren (eine Übersicht gibt: 

Soderling und Beavo 2000). 

 

  

1.3   Zelluläre Zielproteine für cGMP 
 

Als Proteine, die in der Zelle direkt von cGMP beeinflusst werden, sind bisher die 

cGMP-abhängige Proteinkinase (PKG), cGMP-regulierte Phosphodiesterasen 

und cGMP-gesteuerte Ionenkanäle beschrieben.  

 

Proteinkinasen regulieren die Aktivität von anderen Proteinen durch deren 

Phosphorylierung. Die Proteinkinasen, die hauptsächlich durch cGMP aktiviert 

werden, nennt man PKG. Zwei Formen der PKG konnten bisher nachgewiesen 

worden, eine cytosolische (Typ I) und eine membranassoziierte (Typ II).  PKG I 

ist ein Homodimer aus zwei verschiedenen Isoformen (Iα und Iβ). Das Enzym 

wird in vielen Geweben exprimiert, wohingegen die monomere PKG Typ II nur in 

wenigen Organen wie dem Darm oder dem Gehirn gefunden werden konnte 

(eine Übersicht gibt: Vaandrager und de Jonge 1996).  

Aufgrund von Kreuzreaktivitäten kann cGMP an die cAMP-abhängige Protein-

kinase (PKA) binden und diese aktivieren (Forte et al. 1992, Jiang et al. 1992, 

Lincoln et al. 1995). 

 

PDE-Spezies, die in ihrer Aktivität durch cGMP-Bindung im allosterischen Zen-

trum reguliert werden, stellen zelluläre Zielproteine für cGMP dar. Die Aktivität 

von PDE2 und PDE5 wird durch Bindung von cGMP stimuliert und die von PDE3 

und PDE10 inhibiert (Beavo et al. 1994, Degerman et al. 1997, Fujishige et al. 
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1999, Corbin und Francis 1999). cGMP kann bei der PDE5 sowohl als Substrat, 

als auch als Aktivator fungieren, auch wird die Aktivität der PDE5 durch 

Phosphorylierung durch die PKG reguliert, die (s.o.) ebenfalls ein Zielprotein von 

cGMP ist (Corbin et al. 2000). 

 

Eine dritte Gruppe von Zielmolekülen für cGMP sind durch zyklische Nukleotide 

geregelten Ionenkanäle (eine Übersicht gibt: Kaupp 1995).  

 

 

1.4 Das cGMP-Signaltransduktionssystem  im Reproduktionstrakt des   
        Mannes 

 

Im Zusammenhang mit der Zulassung von Viagra, dessen Wirkstoff Sildenafil 

ein Inhibitor der cGMP-spezifischen Phosphodiesterase-5 zur oralen Therapie 

der erektilen Dysfunktion ist, stieg das Interesse für das cGMP-System im 

männlichen Reproduktionstrakt an. Im Hoden sind schon einige Untersuchungen 

über die Verteilung und Expression der Enzyme und Proteine des cGMP-

Systems und deren Funktion in seinen verschiedenen Zelltypen gemacht worden 

(eine Übersicht gibt: Middendorff et al. 2000), jedoch liegen über den Neben-

hoden bisher kaum Daten über diesen Signaltransduktionsweg vor. Im Penis 

konzentrierte sich die Forschung hauptsächlich auf die Rolle von NO und cGMP-

degradierende Enzyme. 

 

Bisher ist über die cGMP-produzierenden Enzymen im Nebenhoden nur wenig 

bekannt, die Expression von NO-Synthasen im Nebenhoden wurde schon 

nachgewiesen (Burnett et al. 1995, Zini et al. 1996). 

Im Penis ist im Corpus cavernosum der Ratte kürzlich GC-B nachgewiesen 

worden (Kim et al. 1998). Detaillierte Untersuchungen über cGMP-Synthasen 

durch partikuläre Guanylatcyclasen wurden bisher vernachlässigt. 

Die cGMP-Produktion durch sGC und NO-Stimulation ist im Penis intensiver 

untersucht worden. Die Expression verschiedener Untereinheiten der sGC im 

Corpus cavernosum des menschlichen Penis wurde gezeigt (Behrends et al. 

2000), sowie auch die Expression aller NO-Synthasen im Penis der Ratte (Dail et 

al. 1995) und des Menschen (Burnett et al. 1993, Garban et al. 1997). 
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Bisher liegen keine Daten über PDE-Subtypen oder PKG im Nebenhoden vor. Im 

Penis konnte PKG nachgewiesen werden (Keilbach et al. 1992, Klotz et al. 

2000). PDE-Aktivität ist in fast allen Geweben zu finden, im Penis konnten drei 

Isoenzyme (PDE3, PDE4, PDE5) gezeigt werden (Taher et al. 1997), vor kurzer 

Zeit wurden drei Isoformen der PDE5 im menschlichen Penis nachgewiesen (Lin 

et al. 2000). 
 
Einige Berichte über mögliche Funktionen des cGMP-Systems in Spermatozoen 

liegen bereits vor. So wird z. B. ANP und NO eine Rolle bei der Kapazitation der 

Spermien zugesprochen (Zamir et al. 1995, Anderson et al. 1995, Müller und 

Middendorff 1997, als Übersicht: Roselli et al. 1998, Revelli et al. 1999). 

Transkripte von verschiedenen PDE-Isoformen konnten in humanen Spermien 

nachgewiesen werden (Richter et al. 1999). Untersuchungen über GC-B, sGC 

oder PKG  in Spermien liegen bisher nicht vor.  
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1.5 Aufgabenstellung 

 

In  dieser Arbeit sollte das cGMP-Signalsystem in Organen des männlichen 

Reproduktionstraktes untersucht werden. Speziell untersucht wurde der Neben-

hoden mit seinen drei Abschnitten Caput, Corpus und Cauda, da hier bisher 

kaum Daten in der Literatur vorlagen. Die spezifische Rolle von cGMP im Penis 

ist durch die Wirksamkeit des PDE5-Inhibitors Sildenafil (Viagra) bereits gut 

dokumentiert. In dieser Arbeit sollten bisher vernachlässigte Aspekte wie die 

Möglichkeit der cGMP-Produktion durch partikuläre Guanylatcyclasen untersucht 

werden.  

Dabei sollten zuerst die Expression und Lokalisation der cGMP-produzierenden 

Enzyme und deren Aktivatoren analysiert werden. Daneben sollten Unter-

suchungen zum Nachweis von Zielproteinen für cGMP in den Organen des 

männlichen Reproduktionstraktes vorgenommen werden. In einem Teil der 

Studien sollte zudem das Vorkommen vom Komponenten des cGMP-Systems in 

menschlichen Spermien untersucht werden. 
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2  Material und Methoden 
 
 
2.1  Material 
 
 
2.1.1  Chemikalien 
 
Acrylamid Boehringer, Mannheim 

ANP (1-28) (Ratte) Bachem, Heidelberg 

Bacitracin Boehringer, Mannheim 

Bestatin Sigma, Deisenhofen  

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad, München 

Bisarcylamid Boehringer, Mannheim 

Blocking Peptid  PKG, N-term. (4-17) Calbiochem, La Jolla, USA 

Boehringer Blocking Reagenz Boehringer, Mannheim  

Brilliant Blau R 250 Sigma, Deisenhofen  

Bromphenolblau Sigma, Deisenhofen  

cAMP Boehringer, Mannheim 

8-Br-cAMP Biomol, Hamburg 

C-ANF Bachem, Heidelberg 

cGMP Boehringer, Mannheim 

CNP (32-54)(Mensch, Schwein, Ratte) Bachem, Heidelberg 

Diaminobenzidin (DAB) Sigma, Deisenhofen  

Dithiothreitol (DTT) Biomol, Hamburg 

ECL Detection Reagents Amersham, Braunschweig  

β-(D)-Glucose Sigma, Deisenhofen  

Glucoseoxidase Sigma, Deisenhofen  

HS-142 Pharmaceutical Research Institute,  
                  Kyowa Co., Shizuoka, Japan 

Isobuthylmethylxanthin (IBMX) Biomol, Hamburg 

Molekulargewichtsmarker HMW Sigma, Deisenhofen 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Bio-Rad, München 

Parahydroxymercuribenzoat (PHMB) Boehringer, Mannheim   

Ponceau-Rot Sigma, Deisenhofen  

Phenanthrolin Boehringer, Mannheim  

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma, Deisenhofen 
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Phosphoramidon Boehringer, Mannheim  

Rinderserumalbumin Fraktion V  Miles Scientific, Napersville, USA 

Schweineserum Sigma, Deisenhofen  

Thimerosal Sigma, Deisenhofen 

Tween 20 Roth, Karlsruhe 

Vectastatin Elite ABC Vector/Linaris, USA 

Ziegenserum DAKO, Dänemark   

 

Alle anderen, hier nicht aufgeführten Standardchemikalien und Lösungsmittel 

wurden von der Firma Merck, Darmstadt in der Qualitätsstufe „pro analysis“ 

bezogen. 

 

 

2.1.2  Radioaktiv markierte Verbindungen und Antikörper 
 

125I-ANP  (2000 Ci/mmol) Amersham, Braunschweig 
125I-CNP  (2200 Ci/mmol) Peptide Radioiodination Service Center,  
                                           Pullman, USA 

³²P-cGMP  (3000 Ci/mmol) ICN, Eschwege 

anti-β1sGC Alexis, Grünberg 

anti-eNOS Transduction, Lexington, USA 

anti-nNOS Transduction, Lexington, USA 

anti-iNOS Transduction, Lexington, USA 

anti-PKG, C-term. (657-671) Calbiochem, La Jolla, USA  

anti-PKG, N-term. (4-17) Calbiochem, La Jolla, USA 

anti-rabbit IgG (Peroxidase-gekoppelt) Pierce, Rockford, USA 

anti-mouse IgG (Peroxidase-gekoppelt) Dianova, Hamburg 

anti-rabbit IgG (biotinyliert) (Schwein) DAKO, Dänemark 

anti-mouse IgG (biotinyliert) (Ziege) DAKO, Dänemark 

anti-rabbit-PAP DAKO, Dänemark 
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2.1.3 Gewebe 

 

Gewebe von adulten Wistar-Ratten (Alter ca. 3 Monate) 

Gewebe von alten Wistar-Ratten (Alter ca. 23 Monate) 

Humangewebe Anatomisches Institut,  
                                                                                 Universität Hamburg 

Rind, Nebenhoden-Corpus Anatomisches Institut,  
                                                                                 Universität Hamburg 

 

 

2.1.4 Geräte und andere Hilfsmittel 
 
Centricon YM-3 Amicon Millipore, Bedford, USA 

Eletrophoresekammer Hoefer Scientific Instruments, USA 

Eukitt Kindler, Freiburg 

Fuji Medical X-Ray Film Fuji, Japan 

Geltrockner Bio-Rad, München 

Homogenisator Wheaton, USA 

Hybond-ECL Nitrocellulose Amersham, Braunschweig 

Kodak X-OMAT AR Kodak, Rochester, USA 

Kryotom  Reichert-Jung, Cambridge Instruments,    
                                                                 Nussloch 

Kühlzentrifuge Heraeus, Osterrode 

Microtom Jung, Heidelberg 

Super Frost Plus Objektträger Menzel, Braunschweig 

Tischzentrifuge Eppendorf, Hamburg 

Transferkammer  Hoefer Scientific Instruments, USA 

Ultrazentrifuge Kontron, Schweiz 

UV-Transilluminator Herolab, Wiesbaden 

Verstärker-Folien Dupont, USA 

Vortex Heidolph, Kelheim 
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2.2  Methoden 
 
 
 
2.2.1 Präparation von Membran- und cytosolischen Proteinen 
 
Gefrorene Gewebeblöcke wurden in einem Mörser zerstoßen, mit Homogeni-

sierungspuffer (50 mMol/l Tris-Cl, pH 7,5; 1 mMol/l EDTA; 1 mMol/l DTT; 100 

µMol/l PMSF) suspendiert (ca. 1ml pro 100 mg Gewebe) und im Homogenisator 

in drei Stößen homogenisiert. Die Suspension wurde bei 2500 x g 5 min bei 4°C 

zentrifugiert, um Zellfragmente und Nuclei abzutrennen. Der Überstand wurde für 

30 min bei 100 000 x g bei 4°C zentrifugiert. Im Überstand (= S1-Fraktion) befin-

den sich die cytosolischen Proteine, das Pellet wurde mit Waschpuffer (Homo-

genisierungspuffer + 0,6 Mol/l KCl) resuspendiert und nochmals für 30 min bei 

100 000 x g und 4°C zentrifugiert. Der jetzt erhaltene Überstand (= S2-Fraktion) 

enthält membranassoziierte Proteine. Das Pellet wurde in Tris-Puffer (50 mMol/l 

Tris-Cl pH 7,5) resuspendiert und nach erneuter Zentrifugation für 30 min bei 100 

000 x g und 4°C in 50 –500 µl Tris-Puffer aufgenommen. 

Die S2-Fraktion wurde durch wiederholte Zentrifugation in Centricon-3-Röhrchen 

bei 3000 x g und Zugabe von Tris-Puffer entsalzt und konzentriert.              

 
 
 
2.2.2 Proteinbestimmung 
  
Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assays nach der 

Vorschrift des Herstellers bestimmt, die Proteinextrakte (Herstellung s. 2.2.1) 

wurden in Puffer (10 mMol/l Tris-Cl pH 7,5; 1 mMol/l EDTA) verdünnt. Als 

Standard diente Rinderserumalbumin (BSA).  

 
 
 
2.2.3  UV-Crosslinking mit 125I –ANP 
 
Membransupensionen (25 µg bis 40 µg) (Herstellung s. 2.2.1) wurden mit 4 µl 

eines Proteaseinhibitorcocktails (0,6 mg/ml PHMB; 4 mg/ml Bacitracin; 0,5 mg/ml 

Bestatin; 0,5 mg/ml Phosphoramidon; 10 mMol/l Phenanthrolin) und 2 µl 125I-ANP 

(12,5 nMol/l) in Hepes-Inkubationspuffer (20 mMol/l Hepes pH 7,5; 100 mMol/l 

NaCl; 1 mg/ml Bacitracin) in einem Volumen von 40 µl für 20 min bei 20 °C 
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inkubiert. Die Proben wurden danach auf einem Transilluminator 12 min mit UV-

Licht bestrahlt. Durch Zugabe von jeweils 20 µl Stopp-Mix (0,375 Mol/l Tris-Cl pH 

6,8; 0,2 Mol/l DTT; 15% (w/v) SDS; 20% (w/v) Glycerin; 0,6 mg/ml Brom-

phenolblau) und Platzierung auf Eis wurden die Reaktionen gestoppt, der Stopp-

Mix diente zugleich als Probenpuffer für die nachfolgende Gelelektrophorese.  

Die Reaktionsgemische wurden dann 3 min bei 100°C gekocht und in einem 8% 

Polyacrylamidgel in der SDS-PAGE aufgetrennt (wird beschrieben unter 2.2.6). 

Die Gele wurden 12 min in einer Gelfärbelösung (50% Trichloressigsäure; 3 

mg/ml Brilliant Blau R 250) gefärbt und mindestens 3 h oder über Nacht in einer 

Entfärbelösung (20% (v/v) Methanol; 7% (v/v) Essigsäure) entfärbt. Nach 

Trocknung wurden die Gele zwischen Verstärker-Folien auf Kodak-Film bei –

80°C exponiert.   

 
 
 
2.2.4   UV-Crosslinking mit 125I-CNP 

 
Membransuspensionen (40 µg bzw. 50 µg) (Präparation unter 2.2.1) wurden mit 

8 µl eines Proteaseinhibitorcocktails (s. 2.2.3) und 2 µl 125I-CNP (50 nMol/l) in 

Locke`s Salt Solution (LSS) (154 mMol/l NaCl; 5,6 mMol/l KCl; 2,2 mMol/l CaCl2; 

1 mMol/l MgCl2; 6 mMol/l NaHCO3; 10 mMol/l Glucose; 2 mMol/l Hepes  pH 7,4) 

in einem Volumen von 40 µl 40 min bei 20°C inkubiert. Nach 12 min Bestrahlung 

der Reaktionsgemische auf einem Transilluminator mit UV-Licht wurde weiter wie 

unter 2.2.3 beschrieben verfahren. 

  
 
 
2.2.5 UV-Crosslinking mit ³²P-cGMP 
 
Proteinenfraktionen (25-40 µg) (Herstellung s. 2.2.1) wurden mit 10 µMol IBMX 

und 2 µl ³²P-cGMP (825 nMol/l) in Inkubationspuffer (25 mMol/l Hepes pH 7,5; 

100 mMol/l KCl; 2,5 mMol/l EDTA; 1 mMol/l DTT) in einem Totalvolumen von 50 

µl 15 min bei 0°C inkubiert.  

Die Proben wurden 12 min auf einem Transilluminator mit UV-Licht bestrahlt. 

Nach Zugabe von 300 µl 10%iger Trichloressigsäure wurden die Reaktions-

gemische 20 min bei 0°C inkubiert und danach bei 15 000 x g 5 min lang zentri-

fugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet mit 50 µl Stopp-Mix (s. 2.2.3; 
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Verdünnung 1:3) aufgenommen und 3 min bei 100°C gekocht. Der Stopp-Mix 

diente zugleich als Probenpuffer für die nachfolgende SDS-Page (beschrieben 

unter 2.2.6), wo die Auftrennung der Proteine erfolgt. Weiterbehandelt wurden 

die Gele analog 2.2.3. 
 

 
2.2.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die Reaktionsgemische aus 2.2.3 – 2.2.5 werden im Trenngel (7,5 –12% 

Acrylamid) unter reduzierenden Bedingungen in der SDS-Page nach Laemmli 

(Laemmli 1970) aufgetrennt. Um die Größe der Proteine angeben zu können, 

wurden 7 µl eines Molekulargewichtsmarkers [Myosin (205 kDa), β-Galakto-

sidase (116 kDa), Phosphorylase b (97 kDa), Rinderserumalbumin BSA (66 

kDa), Ovalbumin (45 kDa), Carboanhydrase (29 kDa)]  3 min bei 100°C gekocht 

und ebenfalls mit aufgetrennt. 
 
 
 
2.2.7 Westernblotting                                                                                                         

 
Nach Auftrennung durch SDS-PAGE (2.2.6) wurden die Proteine in Transfer-

puffer (100 mMol/l Tric-Cl pH 7,5; 193 mMol/l Glycin) auf eine Nitrocellulose-

membran über Nacht  bei 4°C und bei einer angelegten Spannung von 30 V 

transferiert.  Die Proteine auf der Membran wurden in Ponceau-Rot (Verdünnung 

1:10) angefärbt und 2 h bei 20 °C in Blockierungspuffer (1% Boehringer Blocking 

Reagenz; 0,1 Mol/l Maleinsäure pH 7,5; 0,15 Mol/l NaCl; 0,005% Thimerosal) 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für jeweils 5 min in TBST (20 mMol/l Tris-

Cl pH 7,6; 0,137 Mol/l NaCl; 0,05% Tween 20) wurde der 1. Antikörper (anti-

β1sGC: 1:1000, anti-eNOS: 1:2000, anti-nNOS: 1:2000, anti-PKG, C-term: 

1:3300) 1 h lang bei 20 °C inkubiert und anschließend wieder 3 x 5 min in TBST 

gewaschen. Der 2. Antikörper, anti-rabbit IgG (Verdünnung 1:2000) bzw. anti-

mouse IgG (Verdünnung 1:5000) wurde ebenfalls 1 h bei 20°C inkubiert. Dann 

wurde die Membran 3 x 15 min in TBST gewaschen. Die an die Proteine 

gebundenen Antikörper wurden mit Hilfe von ECL-Detection Reagent (nach 

Vorschrift des Herstellers) durch verstärkte Chemilumineszenz und an-

schließender Exposition auf Röntgen-Film sichtbar gemacht. 
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2.2.8 Rezeptorautoradiographie 
 
Tiefgefrorene Gewebsblöcke wurden im Kryotom in 12 µm dicke Schnitte 

geschnitten. Nach dem Auftauen wurden die Kryoschnitte 5 min mit LSS (s. 

2.2.4) vorinkubiert, bevor  sie mit den radioaktiven Liganden [125I-ANP (6,7 

nMol/l) bzw. 125I-CNP (2 nMol/l)] den Proteaseinhibitoren (s. 2.2.3; Verdünnung 

1:10) und den einzelnen Kompetitoren (ANP [1 µMol/l], CNP [1 µMol/l], HS-142 

[250 µg/ml], C-ANF [1 µMol/l]) in LSS für 90 min bei 4°C auf inkubiert wurden. 

Nach 2 x 5 min Baden der Schnitte in Waschpuffer (50 mMol/l Hepes pH 7,5; 150 

mMol/l NaCl; 5 mMol/l MgCl2; 0,1% BSA), wurden sie kurz in H2O getaucht und 

dann an der Luft getrocknet. Die Autoradiographie mit Kodak X-OMAT AR-Film 

erfolgte bei 4 °C für 5 – 7 Tage.    

 

 

 
2.2.9. Immunhistochemie 
 
 
2.2.9.1 Immunhistochemie mit monoklonalem 1. Antikörper                            
        
Gewebsblöcke wurden in Bouin`s Lösung (72,5% Pikrinsäure, 22,5% 

Formaldehyd [37%ig], 5% Essigsäure [100%ig]) für 24 h bei 4°C fixiert, in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und sofort danach in Paraffin eingebettet. 

10 µm dicke Schnitte wurden auf Objektträger überführt.  

Die Paraffin-Schnitte wurden in einer absteigenden Alkohol-Reihe hydriert und 10 

min in PBS (50 mMol/l Na2HPO4 pH 7,4; 0,137 Mol/l NaCl) gewaschen. Nach 

Präinkubation mit 2% Ziegenserum/PBS für 30 min erfolgte die Inkubation der 

Schnitte mit dem 1. Antikörper (anti-eNOS: 1:100, anti-nNOS: 1:500, anti-iNOS: 

1: 800), verdünnt im Inkubationspuffer (PBS + 0,2% BSA; 0,1% NaN3), über 

Nacht bei 4°C.  

Nach dreimaligem Waschen (jeweils 10 min) in PBS wurden die Schnitte mit dem 

2. Antikörper anti-mouse IgG (Verdünnung 1:250 in PBS) bei 20°C 60 min lang 

inkubiert und dann 2 x 10 min in PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte 

mit dem Avidin-Biotin-Komplex (Verdünnung 1:250 in PBS) 30 min inkubiert und 

2 x 10 min in PBS gewaschen. Die Inkubation mit DAB (1 mg/ml) wurde so lange 

vorgenommen, bis sich eine Farbreaktion auf den Schnitten zeigte. Nach 2 x 10 
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min Waschen in PBS wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe 

dehydriert und mit Eukitt versiegelt.   

Zur Spezifitätskontrolle wurden Inkubationen in Abwesenheit des 1. Antikörpers 

vorgenommen. 

 
 
2.2.9.2  Immunhistochemie mit polyklonalem 1. Antikörper 
 

Die Paraffin-Schnitte wurden, wie unter 2.2.9.1 beschrieben, hergestellt und 

ebenso in einer absteigenden Alkoholreihe hydriert. Der 1. Antikörper (anti-PKG, 

C-term: 1:10000, anti-PKG, N-term: 1:1000) wurde auf den Schnitten nach deren 

Präinkubation mit 2% Schweineserum in PBS über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Als Nachweis des gebundenen 1. Antikörpers wurde eine Kombination der 

Peroxidase-Antiperoxidase-Technik mit der Avidin-Biotin-Komplex-Methode be-

nutzt (Davidoff et al. 1993, Davidoff et al. 1995). 

Nach Dehydierung der Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe wurden mit in 

Eukitt imprägniert.  

Als Spezifitätskontrolle dienten entweder Schnitte, bei welchen Inkubationen in 

Abwesenheit des 1. Antikörpers vorgenommen wurden, oder deren 1. Antikörper 

mit einem Blocking Peptid (10 mg/ml) 1 h bei Raumtemperatur präinkubiert 

wurde. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                                                                        17 
 

3  Ergebnisse 
 
3.1    Produktion von cGMP 
 

Die Produktion von cGMP wird durch Guanylatcyclasen (GC) katalysiert. Dies 

geschieht entweder durch membrangebundene oder cytosolische Guanylat-

cyclasen. 

 

 

3.1.1  Membrangebundene Guanylatcyclasen 
 

Zu der Familie der membrangebundenen Guanylatcyclasen zählen GC-A und 

GC-B (Garbers et al. 1994) als  Rezeptoren für die natriuretische Peptide ANP 

und BNP (GC-A) bzw. CNP (GC-B). Die Expression dieser Rezeptoren sowie 

des NPCR, der keine Guanylatcyclaseaktivität aufweist, wurde in dieser Arbeit 

untersucht. 

 

 

3.1.1.1 ANP-Rezeptoren   

 

ANP bindet mit hoher Affinität an GC-A (Suga et al. 1992) und auch an NPCR. 

Um die Expression von ANP-Rezeptoren im männlichen Reproduktionstrakt zu 

analysieren, wurden Untersuchungen mittels UV-Crosslinking unternommen, 

indem Membransupensionen (Herstellung s. 2.2.1) mit 125I-ANP inkubiert und mit 

UV-Licht bestrahlt wurden, so dass sich zwischen Rezeptor und radioaktiv 

markiertem Ligand kovalente Bindungen knüpfen. Die Reaktionsgemische 

wurden dann durch SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Trocknung der Gele und 

Autoradiographie konnten die ANP-Rezeptoren sichtbar gemacht werden (Abb. 

1). In  Übereinstimmung mit publizierten Daten erscheint GC-A als ein 130 kDa-

großes Protein (Chinkers et al. 1989). Es wird in den untersuchten Organen 

offenbar unterschiedlich stark exprimiert. Die größte Konzentration von GC-A 

wird im Hoden sowie auch im Penis und im Nebenhoden-Corpus der Ratte 

gefunden. In den untersuchten menschlichen Organen wurde GC-A ebenfalls 

nachgewiesen, die höchsten Spiegel lassen sich im Caput-Bereich des 
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Nebenhodens finden. Im Hoden und in den Spermien des Menschen konnte  

eine schwache Expression von GC-A gezeigt werden.  

Bei 75 und 60 kDa erschienen zwei Banden in der Autoradiographie der unter-  

Abb.1:    Nachweis von ANP-Rezeptoren durch UV-Crosslinking. 
Membranen von Rattengewebe (40 µg Protein) oder humanem Gewebe (25 µg Protein) 
wurden mit 12,5 nMol/l 125I-ANP inkubiert. Nach Bestrahlung mit UV-Licht und 
Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden die Reaktionsprodukte durch Autoradiographie 
sichtbar gemacht. Die Banden von menschlichen Spermien und menschlichem Hoden 
wurden länger als die anderen Banden auf Film exponiert. Positionen (in kDa) von 
Molekulargewichtsmarkern sind am linken Rand angegeben. Pfeile (bei 130, 75 und 60 
kDa) deuten auf radioaktiv markierte Proteine. 

Abb. 2:   Untersuchung zum Nachweis von NPCR via UV-Crosslinking: 
               Membranen von Rattennebenhoden (40 µg Protein) bzw. humanem Nebenhoden (25 

µg Protein), hier aus dem Caput-Abschnitt des Nebenhodens, wurden mit 12,5 nMol/l 
125I-ANP in An- oder Abwesenheit von HS-142 (0,125 µg/l) bzw. C-ANF (0,625 µMol/l) 
inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden wie in Abb. 1 dargestellt analysiert.  
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suchten Ratten- und menschlichen Organe. Beide könnten den NPCR repräsen-

tieren (Porter et al. 1990), denn es liegen noch keine Daten über eine Expression 

oder die Größe von NPCR in den untersuchten menschlichen Organen vor. 

Daher wurden folgende Untersuchungen vorgenommen: 
 Membransuspensionen wurden mit 125I-ANP in An- oder Abwesenheit mit HS-

142, das die Bindung von ANP an GC-A inhibiert (Schumacher et al. 1993), und 

C-ANF, einem spezifischen Ligand für NPCR, inkubiert (Abell et al. 1989). Die 

spezifische Verdrängung von jodiertem ANP durch C-ANF an dem 60 kDa-

großen Protein lieferte den Beweis, dass es sich bei diesem Protein um NPCR 

handelt (Abb. 2). NPCR wird demnach in den untersuchten Organen der Ratte 

exprimiert, ebenso im Nebenhoden-Caput des Menschen, wie dieses Autoradio-

gramm zeigt. 

Bei Inkubation mit HS-142 lässt sich die Bindung des radioaktiv markierten ANP 

an das 75 kDa-große Protein verdrängen, bei Kompetition mit C-ANF jedoch 

nicht. Aufgrund dieser pharmakologischen Eigenschaft könnte es sich um ein 

Spaltprodukt von GC-A handeln, welches physiologisch nach Bindung von ANP 

entsteht (Huo et al. 1999).  

 

 

3.1.1.2  Lokalisation von ANP-Rezeptoren 
 

Um die Lokalisation der ANP-Rezeptoren im männlichen Reproduktionstrakt zu 

untersuchen, wurde die Expression der Rezeptoren mittels Rezeptorautoradio-

graphie an Kryoschnitten des Penis der Ratte und des Nebenhoden der Ratte 

und des Rindes analysiert. Hierzu wurden die Kryoschnitte mit 125I-ANP und 

jeweils den Kompetitoren HS-142, C-ANF  und ANP inkubiert. Die Ergebnisse 

der Experimente an Rattenschnitten zeigen, dass es neben spezifischen auch 

unspezifische Bindungsstellen gibt (Abb. 3).    

Im Penis der Ratte lässt sich bei Inkubation mit C-ANF, welches die Bindung von 

jodiertem ANP an den NPCR blockiert, GC-A in Corpus cavernosum nachweisen 

(Abb. 3). Ob diese Rezeptoren dort in glatten Muskelzellen oder in Endothel-

zellen exprimiert werden, lässt sich durch Untersuchungen mit dieser Methode 

nicht sagen, da die Auflösung der entstehenden Autoradiogramme nicht hoch 

genug ist. Der NPCR lässt sich bei Inkubation mit HS-142 vorwiegend im 
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Unterhautbindegewebe nachweisen (Abb. 3), seine Expression im Penis der 

Ratte ist sehr gering (s. Abb. 1). Unspezifisch bindet sich 125I-ANP jeweils an die 

Harnröhre (Pfeil) und das Endothel der A. dorsalis penis (Doppelpfeil).  

               
 

 

Abb. 3:   Lokalisation von ANP-Rezeptoren im Penis der Ratte mittels Rezeptorautoradiographie.     
               Kryoschnitte (12 µm) werden mit 0,67 nMol/l 125I-ANP in An- oder Abwesenheit der 

Kompetitoren HS-142 (250 µg/ml), C-ANF (1 µMol/l) und ANP (1 µMol/l) inkubiert. 
Dargestellt sind Autoradiogramme (Vergrößerung: 25-fach) nach Trocknung der 
Schnitte. 

 

 

Im Nebenhoden  der Ratte  und des Rindes (Abb. 4) ließ sich mit dieser Methode 

aufgrund einer hohen unspezifischen Bindung von 125I-ANP an den Inhalt des 

Lumens der Nebenhodentubuli keine Lokalisation von ANP-Rezeptoren dar-

stellen.  
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Ratte: 

 
Rind: 

 
 
Abb. 4:   Lokalisation von ANP-Rezeptoren im Nebenhoden der Ratte (Cauda) und des Rindes  

(Corpus) via Rezeptorautoradiographie. 
               Die Schnitte (12 µm) wurden mit 0,67 nMol/l 125I-ANP inkubiert und behandelt wie unter 

Abb. 3 beschrieben. Vergrößerung:  25-fach 
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3.1.1.3 CNP-Rezeptoren 
 
Von den natriuretischen Peptiden bindet CNP mit höchster Affinität an GC-B 

(Koller et al. 1991). Ein anderer Rezeptor für CNP ist NPCR (Suga et al. 1992). 

Um die Expression von CNP-Rezeptoren im männlichen Reproduktionstrakt zu 

untersuchen, wurden UV-Crosslinking-Experimente vorgenommen. Membran-

suspensionen verschiedener Gewebe der Ratte und des Menschen wurden mit 
125I-CNP inkubiert, Membransuspensionen des Nebenhodens der Ratte auch in 

An- oder Abwesenheit des NPCR-spezifischen Kompetitoren C-ANF und unmar-

kiertem CNP. Es zeigte sich, dass in allen untersuchten Geweben der Ratte GC-

B exprimiert wird, in den untersuchten menschlichen ebenfalls, jedoch in viel 

geringerer Konzentration (Abb. 5; jeweils oberer Pfeil bei 125 kDa). Als Beweis 

für die richtige Identifikation von GC-B diente die Inkubation mit unmarkiertem 

CNP, welches 125I-CNP in der Bindung an GC-B verdrängt (Abb. 5). 

Abb. 5:    Nachweis von CNP-Rezeptoren durch UV-Crosslinking.  
               Membranen von Rattengeweben (50 µg Protein) und humanen Geweben (40 µg 

Protein) wurden mit 50 nMol/l 125I-CNP inkubiert, Membranen vom Nebenhoden (Nh) 
der Ratte auch noch in An- oder Abwesenheit von C-ANF (1 µMol/l) bzw. unmarkiertem 
CNP (1 µMol/l). Nach UV-Licht Bestrahlung und SDS-PAGE wurden die Reaktions-
produkte durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Positionen von Molekulargewichts-
markern sind jeweils am linken Rand angegeben. Pfeile (bei 125 kDa und 60 kDa) 
zeigen auf radioaktiv markierte Proteine. Alle anderen Banden repräsentieren unspezi-
fische Bindungen, die durch die Bindung von 125I-CNP an das Trägermolekül BSA 
(Größe: 66 kDa) entstanden sind.  

 
Die Existenz von NPCR in den untersuchten Geweben von der Ratte und vom 

Mensch wird ebenfalls gezeigt (Abb. 5; jeweils der untere Pfeil bei 60 kDa). Als 

Beweis diente die Inkubation mit C-ANF, die zu einem Verschwinden der Bande 

bei 60 kDa führte. 



                                                                                                                                                                        23 
 

3.1.1.4 Lokalisation von CNP-Rezeptoren 

 

Analog zu den Untersuchungen mit 125I-ANP wurde auch die Lokalisation der 

CNP-Rezeptoren in Organen des männlichen Reproduktionstraktes untersucht.   
 

                                                                                   
Abb. 6:   Lokalisation von CNP-Rezeptoren im Penis der Ratte mittels Rezeptorautoradiographie. 

Kryoschnitte (12 µm) wurden mit 2 nMol/l 125I-CNP in An- oder Abwesenheit der Kom-
petitoren C-ANF (1µMol/l) und CNP (1µMol/l) inkubiert. Dargestellt sind Autoradio-
gramme (Vergrößerung: 25-fach) nach Trocknung der Schnitte.           
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Abb. 7: Lokalisation von CNP-Rezeztoren im Nebenhoden der Ratte (Cauda) und im Neben-

hoden des Rindes (Corpus) mittels Rezeptorautoradiographie. 
Kryoschnitte wurden mit 2 nMol/l 125I-CNP inkubiert und weiterbehandelt wie unter Abb. 6 
beschrieben. Vergrößerung: 25-fach                                                                              

 
 
 
Die Autoradiogramme (Abb. 6 und Abb. 7) zeigen CNP-Rezeptoren im Corpus 

cavernosum des Penis und im Epithel der Nebenhodentubuli. Eine Inkubation in 

Anwesenheit eines Überschusses an CNP macht unspezifischen Bindungen in 

diesen Regionen sichtbar. Die fehlende kompetitive Wirkung durch C-ANF be-

weist, dass es sich bei den CNP-Rezeptoren um GC-B handelt.  
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3.1.2    Lösliche Guanylatcyclase und NO 
 
Es wurden Untersuchungen zur Expression der löslichen Guanylatcyclase sowie 

der drei bekannten NO-produzierenden Enzyme eNOS, nNOS und iNOS 

durchgeführt.  

 
 

3.1.2.1 Lösliche Guanylatcyclase (sGC) 
 
Analog zu den Untersuchungen der partikulären GCs sollte die Expression der 

sGC im männlichen Reproduktionstrakt analysiert werden. Hierfür wurden 

immunologische Verfahren (Westernblots) eingesetzt. Speziell verwendet wurde 

ein Antikörper gegen die β1-Untereinheit. Es zeigte sich, dass β1sGC in allen 

untersuchten Reproduktionsorganen exprimiert wird, am stärksten im Penis (Abb. 

8). Auch in allen Abschnitten des menschlichen Nebenhodens konnte diese 

Untereinheit nachgewiesen werden, während im Cytosol des humanen Hodens 

keine signifikante Immunoreaktivität erkennbar war (Abb. 8).  

Abb. 8:    Nachweis von β1sGC durch Westernblotting. 
Cytosolische Extrakte (40 µg Protein) von Reproduktionsorganen der Ratte bzw. des 
Menschen wurden nach SDS-PAGE (8% Acrylamid) und Transfer auf eine NC-
Membran untersucht. Rattengehirncytosol (20 µg Protein) diente als Positivkontrolle. 
Die Bande bei 70 kDa repräsentiert β1sGC (Nakane et al. 1990). Die Position des Mole-
kulargewichtsmarkers Rinderserumalbumin (66 kDa) ist links angegeben. 

               
 
 
3.1.2.2 Endotheliale NO-Synthase (eNOS) 
 
Per Westernblot-Analysen sollte die Expression von eNOS in Organen des 

männlichen Reproduktionstrakts untersucht werden. Die Organextrakte wurden 

hierfür in membrangebundene (= membraninseriert bzw. kovalent gebunden), 
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membranassoziierte (= durch ionische Wechselwirkung gebunden) und cyto-

solische Proteinfraktionen aufgetrennt (s. 2.2.1).  
 

 
Abb. 9:    Nachweis von eNOS durch Westernblotting.    
               Membranengebundene (1), cytosolische (2) und membranassoziierte (3) Proteine von 

Rattengeweben (jeweils 80 µg Protein) wurden nach SDS-PAGE (7,5% Acrylamid) und 
Transfer auf eine NC-Membran untersucht. Die Bande bei 135 kDa repräsentiert eNOS. 
Die Position des Molekulargewichtsmarkers β-Galaktosidase (116 kDa) ist angegeben. 

 
 

Es zeigte sich, dass eNOS in allen untersuchten Organen exprimiert wird (Abb. 

9). Interessanterweise war das Enzym in den  drei Proteinfraktionen sehr 

unterschiedlich angereichert. Die höchsten Spiegel konnten jeweils in der 

membrangebundenen Proteinfraktion gefunden werden. Innerhalb der unter-

suchten Organe konnte im Penis die mit Abstand stärkste Expression von eNOS 

nachgewiesen werden. Auch dort liegt es vor allem membrangebunden und zu 

einem geringeren Anteil auch als membranassoziiertes Protein vor. 

 
 
 
3.1.2.3  Neuronale NO-Synthase (nNOS) 
 
Ebenfalls wurde die Expression der nNOS in Reproduktionsorganen der Ratte 

und des Menschen via Westernblotting untersucht. Außer in humanen Spermien 

konnte in allen analysierten Organen nNOS nachgewiesen werden (Abb. 10), 

wobei die Spiegel in den menschlichen Organen höher erscheinen. Im mensch-

lichen Hoden wurde auch eine Isoform von nNOS mit einer Größe von ca. 110 

kDa gefunden (Wang et al. 1997). 
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Abb. 10:    Nachweis von nNOS durch Westernblotting. 
                 Cytosolische Extrakte aus Organen der Ratte bzw. des Menschen (jeweils 100 µg 

Protein) wurden wie unter 3.1.2.2 beschrieben behandelt. Der obere Pfeil zeigt auf die 
Bande der nNOS bei 160 kDa. Der untere Pfeil deutet auf die Bande einer Isoform von 
nNOS (Wang et al., 1997). Als Positivkontrolle diente Rattencerebellum (Förstermann 
et al., 1991). Positionen von  Molekulargewichtsmarkern (in kDa) sind am linken Rand 
angegeben.  

  
 
 
 
3.1.2.4 Induzierbare NOS (iNOS) 
 
 
Auch wurden Untersuchungen zur Expression der iNOS in männlichen Repro-

duktionsorganen der Ratte und des Menschen vorgenommen. Mit der Technik 

des  Westernblottings konnte dieses Enzym in keinem der analysierten Organen 

nachgewiesen werden (Untersuchungsergebnisse nicht dargestellt).  

 
 
 
3.1.2.5 Lokalisation von NOS im Penis und Nebenhoden der Ratte 
 

In weiteren Studien wurde die Lokalisation der NO-Synthasen in den 

Reproduktionsorganen untersucht. Via Immunhistochemie konnte gezeigt 

werden, dass eNOS vor allem in den Endothelzellen des Corpus cavernosum 

des Penis exprimiert wird (Abb. 11, Pfeile). nNOS wird hauptsächlich in den 

Nervenfasern des Penis nachgewiesen (Abb. 11, Pfeilspitzen). Eine gewisse 

Expression von iNOS konnte ebenfalls gezeigt werden. Hier ließen sich jedoch 

keine präferentiellen Expressionsorte erkennen. 
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Abb.11:   Lokalisation von NO-Synthasen im Penis der Ratte via Immunhistochemie. 
               Die an Paraffinschnitten (10 µm) vom Penis der Ratte gebundenen Antikörper  wurden 

wie unter 2.2.9.1  beschrieben nachgewiesen. Zur Spezifitätskontrolle wurden Inkuba-
tionen in Abwesenheit des 1. Antikörpers durchgeführt. Links ist jeweils eine Übersicht 
des Penisschnitts dargestellt (Vergrößerung: 40-fach), rechts ein Ausschnitt aus dem 
Corpus cavernosum (Vergrößerung: 200-fach). Die verwendeten Antikörper sind rechts 
angegeben. Die Pfeile deuten auf das Endothel im Corpus cavernosum, wo eNOS 
nachgewiesen werden kann. Die Pfeilspitzen zeigen auf Nervenfasern im Penis, wo 
nNOS exprimiert wird.  

 

 

Auch im Nebenhoden der Ratte konnte NOS nachgewiesen werden (Abb. 12). 

eNOS, nNOS und sehr geringe Mengen von iNOS werden in den Epithelzellen 

der Nebenhodentubuli exprimiert. 
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Abb.12:   Lokalisation von NO-Synthasen im Nebenhoden der Ratte via Immunhistochemie. 
               Antikörper gegen NO-Synthasen wurden mit Paraffinschnitten (10 µm) vom Neben-

hoden (Cauda) der Ratte inkubiert und deren Bindung wie unter 2.2.9.1 beschrieben 
nachgewiesen. Zur Spezifitätskontrolle wurden Inkubationen in Abwesenheit des 1. 
Antikörper durchgeführt. Vergrößerung: 40-fach 
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3.2 Zelluläre Zielproteine für cGMP 
 

Zielproteine für cGMP sind die Proteinkinase G, die cGMP-regulierten Phospho-

diesterasen und die durch cGMP-gesteuerten Ionenkanäle. 

 

 
 
3.2.1 Untersuchungen mittels UV-Crosslinking mit ³²P-cGMP:  
           Methodische Vorarbeiten  

 
Um cGMP-bindende Proteine in den Organen des männlichen Reproduk-

tionstraktes zu identifizieren, wurden Untersuchungen via UV-Crosslinking vorge-

nommen. Dabei wurde ³²P-cGMP mit den Proteinextrakten inkubiert und an-

schließend mit UV-Licht bestrahlt. Die Reaktionsprodukte, d. h. kovalent mit ³²P-

cGMP markierte Proteine, wurden dann analysiert wie unter 2.2.5 beschrieben. 
Da cGMP in der Lage ist, durch Kreuzreaktivität auch an die Zielproteine für 

cAMP zu binden (Forte et al. 1992, Jiang et al. 1992, Lincoln et al. 1995), sollte 

untersucht werden, ob mit dieser Methode auch physiologische Zielproteine für 

cAMP erfasst werden. Dazu wurden cytosolische Proteine mit ³²P-cGMP in 

Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von cAMP bzw. dem membran-

gängigen Analogon 8-Br-cAMP inkubiert. Das Verschwinden von Banden in der 

Autoradiographie bei Inkubation mit cAMP bzw. 8-Br-cAMP würde auf 

physiologische Bindungsstellen für diese zyklischen Nukleotide hinweisen. 

Ebenfalls wurde ³²P-cGMP in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von 

nicht radioaktiv markiertem cGMP mit Proteinen inkubiert, um die Spezifität der 

cGMP-Bindung darzustellen. Außerdem wurden Inkubationen in Anwesenheit 

verschiedener Konzentrationen von IBMX, einem unspezifischen PDE-Inhibitor, 

vorgenommen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 13 dar-

gestellt. 

Ein signifikanter Effekt von IBMX konnte bei einer Konzentration von 20 µMol/l 

beobachtet werden. Unter dem Einfluss des PDE-Inhibitors kommt es zu einer 

Zunahme der mit ³²P-cGMP-markierten Proteine. Besonders deutlich ist das an 

der mit Pfeil 1 markierten Bande sichtbar. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass 

cGMP sich auch an eigentliche Zielproteine von cAMP bindet. Schon in 

Anwesenheit der kleinsten gewählten Konzentration von cAMP (1 µMol/l) lassen 
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sich einige Proteine (z.B. die mit Pfeil 1 und Pfeil 3 gekennzeichneten) im 

Autoradiogramm nicht mehr abbilden. 

 
Abb.13:  Cytosolische Proteine (40 µg Protein) aus dem Nebenhoden (Cauda) der Ratte wurden 

mit dem Proteaseinhibitor IBMX bzw. verschiedenen Kompetitoren und 0,84 nMol/l ³²P-
cGMP inkubiert. Nach UV-Licht-Bestrahlung und Auftrennung in der SDS-PAGE (9% 
Acrylamid) werden die Reaktionsprodukte durch Autoradiographie sichtbar gemacht. 
Positionen des Molekulargewichtsmarkers (in kDa) sind angegeben. Die Pfeile zeigen 
auf Banden radioaktiv markierter Proteine. 

    
Im Gegensatz dazu wird die Bindung von ³²P-cGMP an andere Proteine (s. Pfeil 

2) durch cAMP offenbar nicht blockiert. Wesentliche Unterschiede zwischen 

cAMP und seinem Analogon 8-Br-cAMP waren nicht zu erkennen. Die Tatsache, 

dass die mit Pfeil 2 markierte Bande bei den höchsten eingesetzten Konzen-

trationen von cAMP (100 µMol/l) nicht, jedoch bei den geringsten gewählten 

Konzentrationen von unmarkiertem cGMP (1 µMol/l) schon fast vollständig ver-

schwindet, beweist, dass es sich bei diesem Protein um ein physiologisches Ziel-

protein von cGMP handeln muss. 

Basierend auf diesen Befunden wurden die weiteren Experimente in Anwesen-

heit von 10 µMol/l IBMX durchgeführt. Um sowohl cGMP- als auch cAMP-bin-

dende Proteine spezifisch erfassen zu können, wurden bei den folgenden Unter-

suchungen generell Inkubationen in Abwesenheit von cAMP (zur Darstellung von 
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cAMP- und cGMP-bindenden Proteinen) bzw. Anwesenheit von 2 µMol/l cAMP 

(zur Darstellung der cGMP-bindenden Proteine) durchgeführt. 

 

  

3.2.2 Nachweis von cGMP- und cAMP-bindenden Proteinen 
 

Zunächst wurden cytosolische Proteine aus Organen des männlichen Repro-

duktionstraktes mit ³²P-cGMP unter den in 3.2.1 dargestellten Bedingungen 

untersucht. Die cGMP- und cAMP-bindenden Proteine sind in Abb. 14 dar- 
 

 

Abb.14:  Nachweis von cytosolischen cGMP- und cAMP-bindenden Proteinen durch UV-Cross-   
linking   mit ³²P-cGMP. 

               Die cytosolischen Proteine von Ratten- (40 µg Protein) und Humanorganen (25 µg 
Protein) wurden mit 0,84 nMol/l ³²P-cGMP inkubiert, nach UV-Licht-Bestrahlung in der 
SDS-PAGE (9% Acrylamid) aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. 
Positionen (in kDa) von Molekulargewichtsmarkern sind am linken Rand angegeben. 
Der Pfeil deutet auf die Bande von PKG bei 78 kDa. Als Positivkontrolle diente Cere-
bellum der Ratte, wo PKG stark exprimiert wird (Bandle und Guidotti 1979). Nh = 
Nebenhoden 

              



                                                                                                                                                                        33 
 

gestellt. Eine Expression von PKG (s. Pfeil) ist in allen untersuchten Organen, 

jedoch nicht in Spermien erkennbar. In Abb. 15 sieht man nur noch die spezi-

fischen Zielproteine von cGMP, darunter PKG (Pfeil bei 78 kDa). Im Penis der 

Ratte und im menschlichen Nebenhoden findet man die stärkste Expression von 

PKG. Es lassen sich auch Nebenhoden-spezifische cGMP-bindende Proteine in 

der Ratte nachweisen (Pfeil bei 43 kDa). Diese Proteine werden innerhalb der 

untersuchten Organe nur im Nebenhoden der Ratte und dort wiederum nur im 

Caput-Abschnitt gefunden. Andere Proteine konnten in allen untersuchten 

Organen der Ratte in verschiedener Konzentration detektiert werden wie z. B. ein 

Protein der Größe von ca. 28 kDa (s. Pfeil). Innerhalb des Nebenhodens lässt es 

sich im Corpus- und noch etwas stärker im Cauda-Anteil nachweisen.  

 
Abb.15:  Darstellung der cytosolischen cGMP-bindenden Proteine via UV-Crosslinking mit ³²P-

cGMP in  Anwesenheit von 2 µMol/l cAMP: 
               Die cytosolischen Proteine aus Reproduktionsorganen der Ratte (40 µg Protein) und 

des Menschen (25 µg Protein) wurden mit 0,84 nMol/l ³²P-cGMP und 2 µMol/l cAMP 
inkubiert und weiterbehandelt wie unter Abb.14 beschrieben. Positionen von Molekular-
gewichtsmarkern (in kDa) sind angegeben. Die Pfeile deuten auf cGMP-bindende 
Proteine. Als Positivkontrolle dienten Proteine aus dem Cerebellum der Ratte, wo stark 
PKG exprimiert wird (Bandle und Guidotti 1979).  

 
Im menschlichen Nebenhoden konnte ebenfalls gezeigt werden, dass cGMP-

bindende Proteine in den Abschnitten unterschiedlich stark exprimiert werden (s. 
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Pfeil bei 46 kDa). Hier sind die Spiegel des Proteins im Nebenhoden-Caput am 

höchsten, im Cauda-Abschnitt hingegen fast nicht mehr nachweisbar. 

Vergleicht man das Autoradiogramm mit der Darstellung der spezifisch cGMP-

binden (Abb. 15) Proteine mit dem der cAMP- und cGMP-bindenden (Abb. 14), 

so lässt sich feststellen, dass die  Expression der cAMP-bindenden Proteine in 

den untersuchten Organen viel stärker ist. 

Analog zu den Untersuchungen mit den cytosolischen Proteinen wurden 

Analysen via UV-Crosslinking mit ³²P-cGMP mit Präparationen von membran-

assoziierten Proteinen aus Organen des Reproduktionstraktes der Ratte vorge-

nommen. Es ließen sich auch in dieser Proteinfraktion cAMP- und cGMP-bin-

dende Proteine im Autoradiogramm nachweisen (Abb. 16). 

 
 

 
 
Abb.16:  Nachweis von membranassoziierten cAMP- und cGMP-bindenden Proteinen mittels UV-

Crosslinking mit  ³²P-cGMP in An- oder Abwesenheit von 2 µMol/l cAMP. 
               Die membranassoziierten Proteine von je 20 µg Rattengewebe wurden in Ab- und An-

wesenheit von 2 µmol/l cAMP mit 0,84 nMol/l ³²P-cGMP inkubiert und weiterbehandelt 
wie unter Abb. 14 beschrieben. Der Pfeil zeigt auf ein cGMP-bindendes Protein. Posi-
tionen von Molekulargewichtsmarkern in (kDa) sind am linken Rand angegeben. 

 
 
Auch hier konnte eine stärkere Expression der cAMP-bindenden Proteine gezeigt 

werden. In den untersuchten Organen wurden ebenfalls spezifisch cGMP-

bindende Proteine in verschieden hohen Spiegeln nachgewiesen. Das durch den 

Pfeil markierte Protein von ungefähr 105 kDa wird z. B. im Cerebellum und im 
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Nebenhoden der Ratte (hier vor allem im Caput- und Cauda-Abschnitt) 

exprimiert.  

UV-Crosslinking-Experimente mit ³²P-cGMP wurden auch mit membran-

gebundenen Proteinen vorgenommen. cAMP- und cGMP-bindende Proteine 

konnten dargestellt werden (Abb. 17). Wie in den anderen beiden Protein-

fraktionen gibt es auch in der Fraktion der membrangebundenen Proteine mehr 

cAMP- als cGMP-bindende Proteine. Ebenso konnten eine unterschiedlich starke 

Expression der spezifisch-cGMP-bindenden Proteine in den untersuchten 

Organen gefunden werden. Pfeil 1 zeigt auf ein Protein, welches im Hoden und 

im Nebenhoden exprimiert wird, dort am stärksten im Cauda-Anteil. Das durch 

Pfeil 2 markierte Protein kann ebenfalls im Hoden und Nebenhoden und schwach 

im Penis nachgewiesen werden, jedoch findet man hier die höchsten Spiegel im 

Abb. 17: Nachweis von membrangebundenen cAMP- und cGMP-bindenden Proteinen mittels      
UV-Crosslinking mit ³²P-cGMP in Ab- oder Anwesenheit (rechte Darstellung) von 2 
µMol/l cAMP  

               Die membrangebundenen Proteine von 40 µg Rattengewebe bzw. 25 µg menschlicher 
Spermien wurden in Ab- (links) und Anwesenheit (rechts) von 2 µmol/l cAMP mit 0,84 
nMol/l ³²P-cGMP inkubiert. Pfeile deuten auf radioaktiv markierte Proteine. Positionen 
von Molekulargewichtsmarkern in (kDa) sind am linken Rand angegeben. 

 
Nebenhoden im Caput-Abschnitt. Das Protein, auf welches Pfeil 3 deutet, wird im 

Hoden, in den menschlichen Spermien und in geringer Konzentration im Neben-

hoden exprimiert.  

Somit konnten in allen drei Proteinfraktionen sowohl cAMP- als auch cGMP-

bindende Proteine nachgewiesen und die unterschiedlich starke Expression der 

spezifischen Zielproteine für cGMP in den verschiedenen untersuchten Organen 

gezeigt werden.  
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3.3 Proteinkinase G (PKG) 
 
 
  
3.3.1  Analysen via Western Blotting 
 

Es wurde in dieser Arbeit durch Crosslinking-Versuche bereits gezeigt, dass die 

PKG, ein Zielprotein von cGMP, in verschiedenen Organen des männlichen 

Reproduktionstraktes exprimiert wird. Analysen via Westernblotting bestätigten 

die Expression des Enzyms in allen untersuchten Organen der Ratte sowie in 

menschlichen Reproduktionsorganen (Abb. 18). 

 
Abb.18:   Nachweis von Proteinkinase G durch Westernblotting. 
               Cytosolische Extrakte von Reproduktionsorganen von Ratte (70 µg Protein) und 

Mensch (80 µg Protein) wurden nach SDS-PAGE (10% Acylamid) und Transfer auf eine 
NC-Membran untersucht. Der Antikörper war gegen das C-terminale Ende der PKG 
gerichtet. Cytosol vom Rattencerebellum diente als Positivkontrolle (Bandle und Guidotti 
1979). Die Position des Molekulargewichtsmarkers Rinderserumalbumin (66 kDa) ist 
angegeben. 

 
In den untersuchten Rattenorganen konnte PKG im Penis und in geringer 

Konzentration auch im Hoden nachgewiesen werden. Im Nebenhoden wurde 

PKG ebenfalls gezeigt. Innerhalb der analysierten Abschnitte war die stärkste 

Expression im Corpus zu finden. 

Im menschlichen Hoden konnte im Vergleich zum Nebenhoden eine hohe 

Konzentration der PKG nachgewiesen werden. In den verschiedenen Abschnit-

ten des menschlichen Nebenhodens ließen sich jeweils etwa gleich hohe Spiegel 

von PKG darstellen.  

Ebenfalls wurde die Abhängigkeit der PKG-Expression vom Alter untersucht. 

Dafür wurden Proteine aus dem Penis einer 23 Monate alten Ratte präpariert und 

mit denen von drei Monate alten Ratten (deren Organe bisher immer zu den 

Untersuchungen verwendet wurden) verglichen (Abb. 19). Es zeigte sich, dass 

die Expression von PKG im Penis der alten Ratte geringer ist als im Penis der 

jungen. Demnach nimmt im Alter die Expression von PKG im Penis der Ratte ab.  
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Abb. 19:  Altersbedingte Abnahme der Expression von PKG im Penis der Ratte. 
               Cytosolische Penisproteine (jeweils 80 µg Protein) von jungen (drei Monate) oder alten 

(23 Monate) Ratten wurden nach SDS-PAGE (10% Acylamid) und Transfer auf eine 
NC-Membran untersucht. Der Antikörper war gegen das N-terminale Ende der PKG 
gerichtet. Positionen von Molekulargewichtsmarkern (in  kDa) sind links angegeben. 

 
 
 
 
3.3.2 Lokalisation von PKG 
 
 
Mittels Immunhistochemie wurde die Lokalisation von PKG im Penis und in 

verschiedenen Nebenhodenabschnitten untersucht werden. 
 

     
 
Abb.20:   Nachweis der spezifischen Bindung des Antikörpers. 
               Der gegen das N-terminale Ende der PKG gerichtete Antikörper wurde direkt (Abb. 20 

links) oder nach Vorinkubation mit einem „Blocking Peptid“ (Abb. 20 rechts) auf 
Paraffinschnitten (10 µm) vom Penis der Ratte inkubiert. Die Bindung der Antikörper 
wurde durch eine Kombination der Avidin-Biotin-Komplex-Technik mit der Peroxidase-
Antiperoxidase-Methode nachgewiesen (Davidoff et al. 1993, Davidoff et al. 1995). 
Vergrößerung: 40-fach 

 
 
Am Penis der Ratte sollte zudem überprüft werden, ob sich die Expression der 

PKG im Alter ändert. Dazu wurden im Vergleich Organe einer ca. 23 Monate 

alten Ratte untersucht. Um die Spezifität der gebunden Antikörper zu zeigen, 

wurde der 1. Antikörper (anti-PKG, N-term.) mit einem Blocking Peptid vorinku-

biert. Mit diesem Serum konnte keine Immunreaktivität gefunden werden (Abb. 

20). 
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Abb.21:   Lokalisation von PKG  im Rattenpenis via Immunhistochemie. 
               Die gebundenen Antikörper gegen das C-terminale Ende der PKG an die Paraffin-

schnitte (10 µm) vom Penis der Ratte wurden durch eine Kombination der Avidin-Biotin-
Komplex-Technik mit der Peroxidase-Antiperoxidase-Methode nachgewiesen. Zur Spe-
zifitätskontrolle wurden Inkubationen in Abwesenheit des 1. Antikörper vorgenommen. 
Links ist jeweils eine Übersicht des Penis dargestellt (Vergrößerung: 40-fach), rechts 
eine Vergrößerung (200-fach) aus dem Corpus cavernosum. 

       
 

Die Studien zeigten, dass PKG im Penis der Ratte vor allem in den Zellen des 

Corpus cavernosum exprimiert wird (Abb. 21, Pfeile), aber auch in Endothel- und 

Nervenzellen (Pfeilspitzen). Im Penis der alten Ratte lässt sich in diesen 

Geweben deutlich weniger PKG nachweisen. Somit konnte auch in immunhisto-

chemischen Untersuchungen gezeigt werden, dass die PKG im Alter in 

geringerer Menge  im Penis exprimiert zu wird. 

Analysen zur Lokalisation der PKG wurden ebenfalls im Nebenhoden vorge-

nommen. Die immunhistochemischen Untersuchungen am den einzelnen Ab-

schnitten des Nebenhodens der Ratte zeigten, dass PKG in den glatten Muskel-

zellen um das Epithel des Ductus epididymis (Pfeil) und in der Gefäßmuskulatur 

exprimiert wird (Abb. 22). 
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Abb. 22:  Nachweis von PKG in den verschiedenen Abschnitten des Nebenhodens. 
               Antikörper gegen das C-terminale Ende der PKG wurden auf Paraffinschnitten (10 µm) 

von Abschnitten des Nebenhodens (Rattengewebe) inkubiert. Zum Nachweis der 
Spezifität („Kontrolle“) wurden Inkubationen in Abwesenheit des 1. Antikörper durch-
geführt. Links jeweils eine Übersicht der Nebenhodenabschnitte (Vergrößerung: 40-
fach), rechts die Vergrößerung (400-fach) der Tubuli. 
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4  Diskussion 
 
4.1 Das cGMP-System im Penis 

 

Das cGMP-Signaltransduktionssystem im Penis ist seit der Einführung von 

Viagra mit seinem Wirkstoff Sildenafil zur medikamentösen Therapie der 

erektilen Dysfunktion in den Mittelpunkt des Interesses gerückt. Sildenafil inhi-

biert spezifisch die Aktivität der PDE5 und hebt damit den cGMP-Spiegel an 

(Boolell et al. 1996, Carter et al. 1998). cGMP spielt eine Schlüsselrolle in der 

Relaxation glatter Muskelzellen (eine Übersicht gibt: Carvajal et al. 2000). Der 

Anstieg der cGMP-Spiegel hat zur Folge, dass die glatte Muskulatur in den 

Schwellkörpern und den Gefäßen des Penis erschlafft und somit der Widerstand 

dort sinkt. Der Blutfluss in die venösen Sinusoide des Corpus cavernosum ist  

erhöht, genauso wie das Blutvolumen. Die gespannten Corpora cavernosa 

drücken gegen die unflexible Tunica albuginea und vermindern so den Blutab-

fluss. Es kommt zu einer Erektion des Penis (eine Übersicht gibt: Wagner und 

Saenz, 1998). Im Zusammenhang mit der Wirkung von Sildenafil haben sich 

viele Untersuchungen bisher vorwiegend auf den Abbau von cGMP und dessen 

mögliche Inhibition konzentriert.  

 

 
4.1.1.  cGMP-produzierende Enzyme im Penis 
 

In dieser Arbeit wurde unter anderem die Expression der cGMP-bildenden 

Enzyme GC-A, GC-B und sGC, untersucht. Es zeigte sich in den Unter-

suchungen via UV-Crosslinking, dass im Penis der Ratte sowohl GC-A als auch 

GC-B exprimiert wird (Abb.1 und Abb. 5). In der Rezeptorautoradiographie mit 

radioaktiv markiertem ANP bzw. CNP konnten geringe Spiegel von GC-A und 

eine sehr starke Expression von GC-B im Corpus cavernosum des Penis nach-

gewiesen werden (Abb. 3 und Abb. 6). Somit ist denkbar, dass die Therapie der 

erektilen Dysfunktion mit dem Ziel der Erhöhung des cGMP-Spiegels auch über 

eine Stimulierung von GC-A oder GC-B erfolgen könnte.    

Ebenfalls konnte in dieser Arbeit die Expression der β1-Untereinheit der löslichen 

Guanylatcyclase im Penis der Ratte gezeigt werden (Abb. 8). Verglichen mit 
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anderen Organen des männlichen Reproduktionstrakt war die Expression dort 

am stärksten. Die Bildung von cGMP durch sGC wird aktiviert durch NO. Die 

Bildung von NO wiederum wird durch die NO-Synthasen katalysiert. In früherer 

Zeit wurde vor allem die nNOS für die Stimulation der sGC im Corpus caver-

nosum verantwortlich gemacht, nachdem Untersuchungen gezeigt hatten, dass 

NO nach Stimulation der nicht-adrenergen-nicht-cholinergen Nerven im Penis 

gebildet (Burnett et al. 1992, Ignarro et al. 1990) oder durch sympathische 

Innervation in den Nervenzellen generiert wird (Vanhatalo et al. 1996). Die Ex-

pression von nNOS in den Nervenfasern des Penis wurde nachgewiesen 

(Burnett et al. 1993) und konnte auch in dieser Arbeit via Westernblot-Analysen 

(Abb. 10) und per Immunhistochemie gezeigt werden (Abb. 11) (Gonzalez-

Cadavid et al. 2000). Außer nNOS scheint aber auch eNOS die NO-abhängige 

Erektion beeinflussen zu können (Burnett et al. 1996, Champion et al. 2000). In 

dieser Arbeit wurde die Expression von eNOS in den Gefäßendothelien und 

besonders in den venösen Sinusoiden des Corpus cavernosum im Penis der 

Ratte gezeigt (Abb. 11). Auch beim Menschen konnte die Expression von eNOS 

in genau diesen Gewebsstrukturen gefunden werden (Hedlund et al. 2000b). In 

Analysen mittels Westernblotting ist nachgewiesen worden, dass eNOS im Penis 

der Ratte im Vergleich mit anderen Reproduktionsorganen sehr stark exprimiert 

wird, speziell als membrangebundenes oder membranassoziiertes Protein (Abb. 

9). Auch diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das Erektionsvermögen des 

Penis auch über eine vermehrte Synthese von NO durch eNOS gesteigert 

werden könnte. 

 

 
4.1.2  PKG im Penis 
 

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Expression der 

PKG im Penis der Ratte im Alter abnimmt (Abb. 19). Das Enzym ist funktionell 

beteiligt an der Relaxation glatter Muskelzellen, vermittelt über eine verminderte 

Calcium-Konzentration in der Zelle (Lincoln et al. 1994, eine Übersicht gibt: 

Pfeifer et al. 1998) oder eine Senkung der Sensitivität des kontraktilen Apparates 

für Calcium (Lee et al. 1997, Surks et al. 1999). Neuere Untersuchungen mit 

PKG-Knock-out-Mäusen zeigen, dass PKG eine essentielle Rolle bei der 



                                                                                                                                                                        42 
 

Relaxation der glatten Muskulatur im Corpus cavernosum spielt und damit not-

wendig für die Erektionsfähigkeit zu sein scheint (Hedlund et al. 2000a). Somit 

könnte die Abnahme in der Expression von PKG im Alter einer der Gründe dafür 

sein, dass die Erektionsfähigkeit im Alter sinken kann (eine Übersicht gibt: Kaiser 

1999). 

 

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit sind noch andere Ansatzmöglichkeiten zur 

Therapie der erektilen Dysfunktion als die Inhibition des Abbaus von cGMP durch 

Sildenafil denkbar. Dies wären z.B. Substanzen, welche die partikulären, cGMP-

produzierenden Enzyme GC-A und GC-B stimulieren könnten oder Agentien, 

welche die Aktivität der löslichen Guanylatcyclase bzw. der NO-Synthasen er-

höhen könnten.  
 
 
4.2 Das cGMP-System im Nebenhoden 

 

Nachdem Ende der sechziger Jahre gezeigt werden konnte, dass im 

Nebenhoden neben der Speicherung der Spermien auch deren Reifung, z.B. die 

Erlangung der Fähigkeit zur Motilität, erfolgt (Orgebin-Crist 1967, Bedford 1967), 

wurden intensivere Untersuchungen zum Aufbau und zur Physiologie dieses 

Organs durchgeführt (eine Übersicht gibt: Robaire et al. 2000).  

Studien über die Rolle des cGMP-Systems im Säugetier-Nebenhoden sind bisher 

nicht publiziert. Diese Arbeit zeigt zum ersten Mal die Expression und 

Lokalisation der cGMP-produzierenden Enzyme sowie dessen Zielproteine in 

den verschiedenen Abschnitten (Caput, Corpus und Cauda) des Nebenhodens 

der Ratte und des Menschen. 

  

 

4.2.1 cGMP-produzierende Enzyme im Nebenhoden 
 
In den UV-Crosslinking-Untersuchungen mit den radioaktiv markierten natriure-

tischen Peptiden ANP und CNP konnten GC-A und GC-B in allen Abschnitten 

des Nebenhodens der Ratte und des Menschen nachgewiesen werden (Abb.1 

und Abb. 5). Dabei ist die Expression dieser Proteine in den einzelnen Ab-
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schnitten unterschiedlich stark. Zwischen Ratte und Mensch ist die Expression 

der Enzyme in den einzelnen Abschnitten ebenfalls verschieden ausgeprägt. 

Mittels Rezeptorautoradiographie konnte GC-B in den Epithelzellen der Neben- 

hodentubuli in Ratte und Rind gezeigt werden (Abb. 7). Diese Ergebnisse deuten 

darauf hin, dass die Expression dieser Enzyme und damit vermutliche physio-

logische Effekte wie Muskelrelaxation, Blutdrucksenkung oder Regulation des 

Elektrolyteinstroms in die Zelle im Nebenhoden in den verschiedenen Spezies 

hochkonserviert sind. Damit im Einklang stehen jüngste Befunde, dass GC-B in 

gleicher Lokalisation in den Nebenhodenepithelien der Schildkröte vorhanden ist 

(Kim et al. 2000). Im Hoden fehlt diese Übereinstimmung der Expression der 

cGMP-produzierenden Proteine zwischen Mensch und Ratte. So konnten GC-A 

und GC-B im Hoden der Ratte, nicht aber im menschlichen Hoden nachgewiesen 

werden (Abb. 1 und Abb. 5). Ähnlich wie bei den partikulären cGMP-

produzierenden Enzymen ließ sich sGC im Hoden der Ratte, aber nicht im 

Humanhodengewebe nachweisen (Abb. 8). Diese Befunde stehen nicht im 

Widerspruch zu früheren Arbeiten, in denen eine geringe Expression von GC-A, 

GC-B und sGC in bestimmten Zellen des humanem Hoden gezeigt werden 

konnte (eine Übersicht gibt: Middendorff et al. 2000). 

Die Expression und Lokalisation der NO-Synthasen, welche die Bildung von NO, 

dem Aktivator der sGC, katalysieren, wurde in dieser Arbeit durch Westernblot- 

und immunhistochemische Untersuchungen gezeigt (Abb. 9, Abb. 10, Abb. 12). 

Der Nachweis einer geringen Expression von iNOS durch immunhistochemische 

Analysen steht nicht im Widerspruch zu den negativen Ergebnis bei Westernblot-

Analysen. Letztere Methode ist erheblich weniger sensitiv als die Immunhisto-

chemie. 

 

Somit konnte in dieser Arbeit die Anwesenheit aller bisher bekannten cGMP-

produzierenden Enzyme und NO-Synthasen im Nebenhoden der Ratte und des 

Menschen nachgewiesen werden.  Die Konservierung in der Evolution deutet auf 

fundamentale physiologische Funktionen hin.  
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4.2.2 PKG im Nebenhoden 

 

Neben anderen, nicht weiter identifizierten, zellulären Zielproteinen von cGMP 

konnte die PKG in dieser Arbeit zum ersten Mal in allen Abschnitten des 

Nebenhodens bei Ratte und Mensch durch UV-Crosslinking und Westernblot-

Analysen gezeigt werden (Abb. 14, Abb. 15, Abb. 17). In immunhistochemischen 

Untersuchungen konnte die PKG in der Basalmembran und den dortigen Myo-

fibroblasten sowie im Endothel der Gefäße lokalisiert werden (Abb. 21). Somit 

scheint durch das cGMP-System im Nebenhoden der Blutdruck und Blutfluss in 

den Gefäßen und damit die Ernährung der Tubuli und der darin reifenden 

Spermien reguliert und beeinflusst werden zu können. Außerdem scheint der 

Transport der zuerst noch unbeweglichen Spermien über die Anwesenheit von 

PKG in den Myofibroblasten um die Tubuli geregelt  werden zu können. Welche 

physiologischen Mechanismen die PKG im Nebenhoden genau regulieren kann, 

muss in der Zukunft noch geklärt werden. 

Ebenso sollte die Funktion des gesamten cGMP-Transduktionssystem im Neben-

hoden weiter aufgeklärt werden. Da alle Proteine, die an der Signalweiterleitung 

beteiligt sind, in jedem Abschnitt nachgewiesen werden können und in unter-

schiedlicher Stärke exprimiert werden, scheint das cGMP-System im Neben-

hoden eine wichtige Rolle zu spielen. Auch spiegelt die unterschiedliche Ex-

pression der Proteine in Caput, Corpus und Cauda die unterschiedlichen 

Funktionen der Nebenhodenabschnitte in der Spermienreifung wider. 

 

 
4.3 Das cGMP-System in Spermien  

 

Im Einklang mit früheren Daten (Zamir et al. 1995, Anderson et al. 1995, Müller 

und Middendorff 1997) konnte eine – wenn auch sehr geringe - Expression von 

GC-A in humanen Spermien nachgewiesen werden. Mit den in dieser Arbeit an-

gewendeten Methoden konnten keine anderen cGMP-produzierenden Enzyme 

gezeigt werden (Daten z.T. nicht gezeigt). Bei allen Untersuchungen der Ziel-

proteine für cGMP wurden signifikant weniger Zielproteine in Spermien als in den 

anderen untersuchten Geweben nachgewiesen. Die PKG konnte mit zwei ver-

schiedenen Methoden in Spermien nicht detektiert werden. Diese Befunde 
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decken sich mit neueren Daten aus Untersuchungen mit PKG-Knock-out-

Mäusen, in welchen die Spermienreifung und Fertilisation intakt war (Hedlund et 

al. 2000). Demnach scheint PKG bei diesen physiologischen Vorgängen keine 

essentielle Rolle zu spielen. Da die Expression der am cGMP-System beteiligten 

Enzyme in den Spermien so gering ist, kann diesem Signaltransduktionsweg bei 

der Regulation der physiologischen Funktionen in Spermien nur eine 

untergeordnete Rolle zugeschrieben werden.  
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5 Zusammenfassung 
 

In dieser Arbeit ist das cGMP-Transduktionssystem in Organen des männlichen 

Reproduktionstraktes untersucht worden. Im Mittelpunkt stand die Charak-

terisierung der Expression und Lokalisation von cGMP-bildenden Enzymen und  

zellulären Zielproteinen von cGMP im Penis und in den drei Abschnitten des 

Nebenhodens der Ratte und des Menschen. 

So konnte die unterschiedlich starke Expression der Guanylatcyclasen GC-A und 

GC-B in Caput, Corpus und Cauda des Nebenhodens der Ratte und des 

Menschen dargestellt und die Lokalisation von GC-B im Epithel der Nebenhoden-

tubuli gezeigt werden. Im Penis der Ratte wurden diese Rezeptoren ebenfalls 

nachgewiesen. Die Expression beider Guanylatcyclasen konnte im Corpus 

cavernosum gezeigt werden, wobei GC-B dort deutlich stärker als GC-A ex-

primiert wird. Die β1-Untereinheit der löslichen Guanylatcyclase wurde im Penis 

der Ratte und in unterschiedlichen Konzentrationen in den Nebenhoden-

abschnitten der Ratte und des Menschen gefunden. Die NO-Synthasen, welche 

die Bildung des Aktivators NO der sGC katalysieren, konnten in den Zellen der 

Nebenhodentubuli gezeigt werden, ebenso die Expression verschiedener NO-

Synthasen in unterschiedlichen Geweben des Rattenpenis. 

Die Expression von verschiedenen Zielproteinen für cGMP in Organen des 

männlichen Reproduktionstraktes von Ratte und Mensch konnte gezeigt werden. 

Darüber hinaus wurden Hinweise auf eine altersbedingte Abnahme der Ex-

pression der Proteinkinase G im Penis der Ratte gefunden. Zum ersten Mal 

wurde auch die PKG in den Gefäßen des Nebenhodens und den kontraktilen 

Myofibroblasten um die Nebenhodentubuli nachgewiesen. 

Viele der bisher bekannten Proteine, die an der Weiterleitung physiologischer 

Signale über das cGMP-Transduktionssystem beteiligt sind, werden im Penis 

und im Nebenhoden exprimiert. Hieraus kann man ableiten, dass das cGMP-

System auch in Organen des männlichen Reproduktionstrakts wesentliche 

physiologische Funktionen ausübt, von denen heute bisher wenig bekannt ist.  
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7 Abkürzungen 
 

ANP atriales natriuretisches Peptid 

BNP „brain“ natriuretisches Peptid 

8-Br-cAMP 8-Bromo-Adenosin-3’:5’-Monophosphat 

BSA Bovines Serumalbumin 

C Celsius 

cAMP Adenosin-3’:5’-Monophosphat (zyklisches AMP) 

C-ANF Des-[Gln18,Ser19,Gly20,Leu21,Gly22]- atrialer natriuretischer Faktor 

cGMP Guanosin-3’:5’-Monophosphat (zyklisches GMP) 

Ci Curie 

CNP C-Typ natriuretisches Peptid 

C-term C-terminales Ende des Proteins 

DAB 3’.3’-Diaminobenzidin 

DTT D,L-Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

g Fallbeschleunigung (gn = 9,81 m/s) 

GC-A Guanylatcyclase A 

GC-B Guanylatcyclase B 

h Stunde 

Hepes N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsäure 

HMW Hochmolekulargewichtsproteinstandard 
125I Jod-125 

IBMX 3-Isobuthyl-1-methylxanthin 

IgG  Immunglobulin G 

kDa kiloDalton (1000 g/Mol) 

LSS Locke´s Salt Solution (Salzlösung) 

min Minuten 

NC Nitrocellulose 

NOS Stickstoffoxid-Synthase 

NPCR Natriuretic Peptide Clearence Receptor 

N-term N-terminales Ende des Proteins 

³²P Phosphor-32 

PAGE Polyarcylamidgelelektrophorese 
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PAP saure Phosphatase aus der Kartoffel 

PBS Phosphatpuffer 

pGC partikuläre Guanylatcyclase 

PHMB Parahydroxymercuribenzoat 

PKG Proteinkinase G, cGMP-abhängige Proteinkinase 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium-) 

sGC lösliche Guanylatcyclase 

Tris-Cl 2-Amino-[Hydroxymethyl(1,3-Propandiol)]-chlorid 

v/v Volumen pro Volumen 

w/v Gewicht pro Volumen 
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