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1. Einleitung

1.1 Allgemeiner Aufbau des Nebenhodens

,Der Nebenhoden liegt an der Hilusseite dem Hoden an und reicht als zum 10 mm
dickes ldngliches Organ vom kranialen bis zum kaudalen Hodenpol. Das Rete testis
stellt den Ubergang zwischen Hoden und Nebenhoden dar. Es miindet seitlich neben
dem oberen Hodenpol in die Ductuli efferentes. Hauptsachlich besteht der Nebenhoden
aus einem stark aufgeknduelten Kanilchen, dem Nebenhodengang (D.epididymidis). Im
Cauda-Bereich geht der Nebenhodengang in D.deferens tiber (AH Holstein,
Benninghoff 17.Auflage, 2008){1}.

1.1.1 Aufbau- und Funktion der Ductuli efferentes

,Die Wand der Ductuli efferentes bestehen aus einem unterschiedlich hohen,
mehrreihigen Epithel und aus mehreren Lagen wenig differenzierter glatter
Muskelzellen.

Das Epithel enthdlt hochprismatische Zellen mit einem Biirstensaum (Mikrovilli),
sogenannte ,Hauptzellen, und kinozilientragende Zellen. Die Ultrastruktur der
kinozilientragenden Zellen deutet nur wenig Kapazitit fiir Proteinsynthese und -
sekretion an. Demgegeniiber sind die Hauptzellen an der Fliissigkeitsresorption

beteiligt” (AH Holstein, Benninghoff 17.Auflage, 2008){1}.

1.1.2 Aufbau- und Funktion des Ductus epididymidis

Makroskopisch kann der D.epididimyidis in Kopf (Caput), Korper (Corpus) und
Schweif (Cauda) eingeteilt werden. Die Wand des D.epididymidis besteht aus einem
zylindrischen Epithel und glatten Muskelzellen. Das Epithel des D.epididymidis besteht
aus den Hauptzellen, Basalzellen, ,halo cells, und sogenannten ,clear cells (AH

Holstein, Benninghoff 17.Auflage, 2008){1}.

Die hochprismatischen Zellen haben in den proximalen Abschnitten des
Nebenhodenkorpers eine wesentliche Ausstattung mit Zellorganellen und besitzen lange
Stereozilien. Wegen zahlreicher zytologischer Details wird darauf geschlossen, dass die
hochprismatischen Zellen, ndmlich die Hauptzellen, fiir die Sekretion und Resorption

des D.epididymidis wesentlich sind (AH Holstein, Benninghoff 17.Auflage, 2008){1}.



Um saure Milieu im Lumen zu erhalten, sind die sogenannten ,,Clear-Cells* notwendig.
Die ,,Clear-Cells* steigern durch Angiotensin II die Protonsekretion in die

Nebenhodenkanélchen (Breton et al. 1996){2}.

Wihrend die Basalepithelzellen einzelner Gangabschnitte nicht so differenziert sind,
wird angenommen, dass sie ausschlieBlich fiir die Festigkeit des Epithels relevant sind.

Die glatten Muskelzellen in der Wand der Nebenhodenkanilchen veréndern sich von
proximalen zu distalen Gangabschnitten. In den proximalen Abschnitten sind die
Muskelzellen noch spérlich und diinn, im Cauda-Bereich aber umgeben dicke Lagen
groBBer Muskelzellen den D.epididymidis. Dadurch wird angenommen, dass der Schweif
der Nebenhodenkanilchen fiir die Ausschiittung den hier gespeicherten reifen Spermien

verantwortlich ist (AH Holstein, Benninghoff 17.Auflage, 2008){1}.

In mehreren Studien wurden beschrieben, dass der Maus-Nebenhodengang in 10
Segmente, die durch bindegewebige Septen begrenzt werden, unterteilt werden kann.
Die Segmente sind fiir den Nebenhodengang durchléssig sind. Diese 10 Segmente (5
Segmente im Caput, 2 Segmente im Corpus und 3 Segmente im Cauda) sind von
Morphologie und Gen-Expression differenziert (Abou-Haila und Fain-Maurel, 1984;
Johnston et al. 2005; Jelinsky et al. 2007; Turner et al. 2003) {3-6}. Johnston et al. {4}
zeigten mittels Mikrodissektion und RT-PCR, dass jedes Segment im Maus-Epididymis
unterschiedliche mRNA-Expression besteht.

1.1.2.1 Die Mikroumgebung der Nebenhodenkaniilchen
Ein wichtiger Faktor fiir die Spermienfunktion nachdem die Spermatozoen den Testis
verlassen haben, ist die Motilitdt. Wenn die Spermatozoen den Testis verlassen, sind sie

unbeweglich und unfahig die Oozyten zu befruchten.

Um eine besondere intraluminale Mikroumgebung fiir die Reifung der Spermatozoen in
den Nebenhodenkandlchen aufrechtzuerhalten, brauchen die Spermatozoen eine
optimale Interaktion zwischen der Lumenfliissigkeit in den Kanélchen und den

Epithelzellen des Nebenhodens (Hermo et al. 2002; Hinton und Palladino, 1995){7, 8}.



Wegen der unterschiedlichen Sekretions- und Absorptionsaktivititen der
Nebenhodenepithelzellen in den verschiedenen Regionen variiert auch die luminale
Mikroumgebung der  Nebenhodenkandlchen von  proximal nach  distal
(Levine et al. 1978; Jenkins et al. 1980; Turner et al. 1991){9-11}. Hierzu gehoren
Variationen der Na'-, CI-, und HCOs-Reabsorption; der intraluminalen K'-
Konzentration; Sekretion von Proteinen; wie L-Carnitin und Glycerylphospocholin;

sowie die Ansduerung des Lumens.

Das intrazellulire Ca®" spielt fiir die Stimulation der Spermienmotilitit eine wichtige
Rolle (Darszon et al. 2006){12}. Die physiologische Bedeutung des intraluminalen
Kalziums ist zwar noch unklar, Weissgerber et al. (2011){13} fanden aber eine
Fertilititsstorung bei minnlichen TRPV6-KO-Méusen durch eine gestorte Ca>" -
Absorption in den Nebenhodenkandlchen, die die Anzahl vitaler und
befruchtungsfahiger Spermatozoen stark verminderte. Bei Jenkins et al. (1980){10}
wurde zuvor bereits eine Abnahme der intraluminalen Ca**-Konzentration Richtung

kaudal beschrieben.

N.Levine et al. (1978){9} zeigten unterschiedliche pH-Werte in den verschiedenen
Regionen vom ménnlichen Genitaltrakt der Ratten. (Tubuli Seminiferi: pH 7,3; Anfang
des Initialsegments: pH 7,2; Ende des Initialsegments: pH 6,79; Caput epididymis: pH
6,64).

1.1.2.2 Blut-Nebenhoden-Schranke

Die Blut-Nebenhoden-Schranke wird zwischen den Hauptzellen durch Tight junctions
ausgebildet. Diese physikalischen Barrieren sind nicht nur fiir den Schutz der
Spermatozoen vor Autoimmunreaktionen wichtig, sondern spielen auch eine
wesentliche Rolle um die besondere intraluminale Mikroumgebung in den
Nebenhodenkanédlchen aufrechtzuerhalten. Es gibt mehrere Proteine, die fiir die
Regulation der Tight junctions verantwortlich sind. Die 2 wichtigen Proteinfamilien

sind Occludin und Claudin (Cyr et al. 2007; Tsukita 1999){14, 15}.

Occludin war als erstes Transmembranprotein der Tight junctions identifiziert worden.
Es ist ein 65 kDA Phosphoprotein mit vier Membrandoménen und zwei extrazelluldren

Schlaufenbildungen (Matter, 1999){16}.



Die Entdeckung der Claudin-Familie als Tight junctions-Transmembranproteine zeigt
das komplexe System der Tight junctions. Bisher sind 20 verschiedene Claudine
identifiziert worden und ihre Gewebeverteilung ist weit verbreitet, variiert aber
zwischen einzelnen Geweben und Organen. Die Claudine sind mit Occludinen an der
apikalen Seite zwischen den Hauptzellen lokalisiert (Cyr et al. 2007){14}. Gregory et
al. (2001){17} zeigten aber, dass die Claudin-1-Lokalisation im Nebenhoden nicht auf
die Tight junctions beschrinkt ist. Bei deren immunhistochemischen Untersuchung im
Nebenhoden wurde Claudin-1 sowohl entlang der lateralen Plasmamembranen
zwischen den Hauptzellen, an den Plasmamembranen zwischen den Haupt- und

Basalzellen sowie an der Tight junctions lokalisiert (Gregory et al. 2001){17}.

1.1.3 Aufbau- und Funktion des Ductus deferens

,Der D.deferens des Menschen ist ungefahr 25 cm lang. Der D.deferens soll nicht nur
als die einfache Verbindung zwischen Epididymis und Urethra angenommen werden, da
er aus komplexem Epithel, das absorptive und sekretorische Funktionen hat, besteht.
Das hochprismatische Epithel ist zwei- oder mehrreihig und tragt proximal Stereozilien.
Die basale Wand des Ductus deferens besteht aus einer sehr starken dreilagigen
Muskulatur in Léngs- und Spiralanordnung® (AH Holstein,Benninghoff 17.Auflage,
2008){1}.

1.2 Neutrale Endopeptidase (NEP)

Die neutrale Endopeptidase (NEP) oder Neprilysin wurde zuerst als neutrale Proteinase
in der Niere des Kaninchens beschrieben (Kerr und Kenny, 1974){18, 19}. Malfroy et
al. (1978){20} zeigten, dass die NEP fiir die Inaktivierung der Enkephaline
verantwortlich ist. Dadurch wird NEP auch als Enkephalinase benannt. In der Literatur
ist NEP auch als ,,Common Acute Lymphoblastic Leukaemia Antigen (CALLA)“
benannt, weil die NEP mit dem Antigen der Leukozyten-Zelloberfliche identisch ist
(Letarte et al. 1988){21}.

NEP ist eine Oligopeptidase, die Peptide von bis zu 40 — 50 Aminoséduren spaltet. Die
NEP spaltet und hydrolysiert unterschiedliche Peptide wie Substance-P, Enkephaline
und Tachykinine (Matsas et al. 1984){22}. Die Zahl NEP-spezifischer Substrate ist sehr
grof3. Aber die Zahl der Substrate, die unter physiologischen Bedingungen eine Rolle



spielen ist deutlich geringer. Die Hauptsubstrate von NEP in vivo sind Enkephaline,
natriuretische Peptide, Tachykinine, Bradykinin, Endotheline, Glucagon und B-
Amyloid-Peptide (Nalivaeva et al. 2012){23}.

NEP ist eine Zink (IT)-abhidngige membrangebundene Metalloendopeptidase und hat
keine Proenzym-Form. Das Molekulargewicht von NEP schwankt zwischen 85000 bis
zu 110000 M; je nach Glykosylierungsgrad (Relton et al. 1983){24}. Durch die
Klonierung der cDNA zeigten Malfroy et al. (1988){25}, dass die humane NEP aus 742
Aminoséure besteht. Dieses Ergebnis ist fast homolog wie die Molekiillinge der NEP

bei den Ratten (Malfroy et al. 1987){26}.

NEP besteht aus der zytosolischen- (N-Terminus), transmembranalen- und
extrazelluliren Doméne (C-Terminus). In der extrazelluliren Doméne ist das
katalysierte Zentrum der NEP zu finden (Malfroy et al. 1988; Oefner et al. 2000){25,
27%.

1.2.1 NEP-Inhibitoren

Der erste humane NEP-Inhibitor war Opiorphin. Dieses wurde von der menschlichen
Speichelfliissigkeit isoliert (Wisner et al. 2006){28}. Die potentesten- und
weitverbreitetsten ~ NEP-Inhibitoren  sind  Phosphoramidon und  Thiorphan.
Phosphoramidon bindet an der extrazelluliren Doméne der NEP, nidmlich am NEP-
katalysierten-Zentrum. Durch diese wird die Ligandenbindung zwischen NEP und ihre

Substraten verhindert (Oefner et al. 2000){27}.

Das eng mit NEP verwandte Endothelin-Converting-Enzyme 1 (ECE1) wird auch von
Phosphoramidon inhibiert. Es wird aber erst in mikromolaren Konzentrationen von
Phosporamidon beeinflusst, widhrend die NEP-Aktivitdt schon in nanomolaren

Konzentrationen von Phosporamidon gehemmt wird (Nalivaeva et al. 2012){23}.

1.2.2 Lokalisation und Funktion von NEP
Im Gehirn ist NEP besonders reichlich in den Faserverbindungen zwischen Striatum
und Substantia nigra, dem Hippokampus und im Cortex lokalisiert. Im Hippokampus ist

die NEP fiir die Inaktivierung des Somatostatins verantwortlich. Die prd- und
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postsynaptische Lokalisation von NEP im Nervensystem weist darauf hin, dass NEP
eine wichtige Rolle bei neuronalen Funktionen spielt (Barnes et al. 1992; 1995){29,
30}. AuBerdem kann NEP die B-Amyloid-Peptide, die fiir die Pathogenese der
Alzheimer-Krankheit von Wichtigkeit sind, abbauen (Hemming et al. 2007){31}.
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NEP spaltet die Neuropeptid-Substrate (einschlieBlich AB-Peptide) der Nervenzellen
und beendet ihre Wirkung. AuBerdem unterdriickt NEP eine Akkumulation und
Aggregation von toxischen Amyloid-Oligomeren (Nalivaeva et al. 2012){23}.

NEP ist im kardiovaskuldren System zu finden und spielt eine bedeutsame Rolle auf die
Plasmakonzentration der natriuretischen Peptide (Kenny et al. 1993){32}. Lafferty et al
(1989){33} zeigten, dass Ratten, die mit NEP-Inhibitoren vorbehandelt wurden, eine
langere Halbwertszeit von natriuretischen Peptiden und hdhere biologische Effekte von
exogen zugefithrtem Atriales natriuretisches Peptid (siehe unten 1.4.4) besaf3en.

In der Studie von Cohen et al. (1996){34} wurde iiber die NEP-Expression im
Bronchialepithel und im Alveolarzellepithel berichtet.

In vorhergehenden Studien wurde eine hohe NEP-Aktivitidt im Seminalplasma und in
Nebenhodenfliissigkeiten beschrieben (Erdos et al. 1985){35}. NEP-Immunoreaktivitit

wurde auch im ménnlichen Reproduktionstraktepithel erwihnt (Cerilli et al. 2003; Ordi
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et al. 2001){36, 37}. Cerilli et al. (2003){36} nutzten NEP zur Identifizierung von
Nebenhoden- und D. deferens-Gewebe bei der inguinalen Herniotomie junger Ménner.
Ordi et al. (2001){37} verwendeten NEP-Immunoreaktivitit fiir die Diagnose von
Mesonephros-Tumoren. Bei den damaligen Studien fehlten allerdings detaillierte

Beschreibungen des NEP-Expressionsmusters.

1.3 Zyklisches Guanosinmonophsphat (cGMP)

Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) ist ein intrazelluldres Signalmolekiil, das in
unterschiedlichen Organen des Korpers vorhanden ist. cGMP spielt bei verschiedenen
physiologischen Prozessen eine wesentliche Rolle, ndmlich in der Relaxierung der
glatten Muskulatur (Gold et al. 1990; Walter et al. 1988; Mewe et al. 2006){38-40}, im
minnlichen Reproduktionstrakt (Mewe et al. 2006; Miiller et al. 2011){40, 41}, der
Neurofunktion (Garthwaite et al. 1988; Miiller et al. 2010){42, 43}, der
Phototransduktion (Cote et al. 1986){44}, und der Thrombozytenfunktion
(Wu et al. 1997; Nossaman et al. 2013){45, 46}.

1.3.1 cGMP-Produktion

Guanylatzyklasen sind Enzyme, die fiir die Bildung von cGMP verantwortlich sind.
Durch Abspaltung eines Pyrophospates aus ihrem Substrat, Guanisintriphosphat (GTP),
wird cGMP gebildet (Lucas et al. 2000){47}. Aufgrund ihrer unterschiedlichen
zelluldren Lokalisation werden die Guanylatzyklasen in 2 verschiedenen Formen

eingeteilt, ndmlich in membransténdigen und 16slichen Formen.

1.3.2 Guanylatzyklasen

1.3.2.1 Die membrangebundenen Guanylatzyklasen

Die membrangebundenen Guanylatzkylasen (GCs) liegen in mehreren Formen vor. Die
zwei bekanntesten Formen sind GC-A und GC-B. In Abwesenheit von Liganden liegen
GC-A und GC-B als Homodimere vor (Kuhn 2003; Chinkers et al. 1992; Lowe et al.
1992){48-50}. Die extrazellulire Doméine von GC-A und GC-B enthalten
Glykosylierungsresiduen, die vermutlich fiir die Bildung der Disulfidbindungsstruktur
verantwortlich sind (Kuhn 2003; Miyagi et al. 2000){48, 51}. Es folgt eine einzelne

transmembrandse Region und eine intrazelluldre Kinase-Homologie-Domidne. Diese



intrazellulire Doméne sind flir die Ligandaktivierung der natriuretischen peptiden
Rezeptoren von Bedeutung (Potter et al. 2001; Koller et al. 1992){52, 53}. Mehrere
Untersuchungen zeigten, dass die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung von
Serin- und Threoninresten die Guanylatzyklaseaktivitit wesentlich beeinflusst (Potter et

al. 1998; Miiller et al. 2006) {54, 55}.

Die GC-A wird durch das atriale natriuretische Peptid (ANP) und in geringerem
Ausmall auch vom natriuretischen Peptid Typ-B (BNP) stimuliert. Die GC-B wird
primér durch natriuretisches Peptid Typ-C (CNP) aktiviert
(Schulz et al. 1989; Thompson et al. 2012){56, 57}. Eine weitere membranstindige
Guanylatzyklase ist GC-C, die durch Guanylin oder hitzestabile Enterotoxine (STa)
aktiviert wird (Schulz et al. 1990){58}. Die weiteren Formen GC-E und -F sind bislang
keine Liganden bekannt. Sie werden durch das Guanylatzyklase-aktivierende Protein
(GCAP) in ihrer Aktivitdt reguliert (Kuhn 2003; Dizhoor et al. 1999){48, 59}. Durch
die Bindung der Guanylatzyklasen mit ihren Liganden kommt es zur cGMP-Bildung
(Schulz et al. 1999){60}.

1.3.2.2 Die losliche Guanylatzyklase

Die losliche Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase, sGC) ist ein intrazelluldr
lokalisiertes Heterodimer, das aus einer a- und B-Untereinheit zusammengesetzt ist. Die
beiden Untereinheiten werden durch ein Him-Molekiil gebunden. Durch die Bindung
von Stickstoffmonoxid (NO) bzw. Kohlenstoffmonoxid (CO) an das Eisenion der Him-
Gruppe wird die sGC aktiviert (Friebe et al. 2003){61}.

1.3.3 NO/cGMP Signalweg

NO ist ein Molekiil mit einer sehr kurzen Halbwertszeit (Ignarro et al. 1988){62}. Weil
NO gut durch die Zellmembran diffundieren kann, kann NO nicht nur die autokrine
Wirkung, sondern auch die parakrine Wirkung entfalten. Trotz nur kurzer
Diffusionsstrecke von freiem NO kann NO durch Bindung an Proteine auch weiter

entfernt vom Entstehungsort wirken (Stamler et al. 1992; Knowles et al. 1994){63, 64}.

Durch die Bindung des Stickstoffmonoxids an eine 16sliche Guanylatzyklase (sGC)
innerhalb der Zellen wird transient Guanisintriphospat (5'-GTP) in zyklisches

Guanosinmonophosphat (cGMP) umgewandelt (Rogers-Review 2014){65}.



1.4 Die Natriuretischen Peptide

Zu den natriuretischen Peptide gehoren das atriales natriuretisches Peptid (ANP),
natriuretisches Peptid Typ-B (BNP) und natriuretisches Peptid Typ-C (CNP)
(Januszewicz et al. 1995; Kuhn-Review 2004){66, 67}. Die natriuretischen Peptide
spielen eine  wesentliche Rolle fiir die Blutdruckregulation wund die
Fliissigkeitshomdostase. AuBerdem sind sie flir die Regulation des Fettstoffwechsels
und des Liangenwachstums der Knochen verantwortlich (Potter et al. 2006; 2009){68,
69}.

1.4.1 ANP
ANP wird primdr im Herzen synthetisiert (Potter et al. 2009){69}, in geringerem
Ausmal} aber auch in anderen Geweben. Durch eine Dehnung der Herzvorhofe wird

ANP vermehrt ausgeschiittet (de Bold et al. 1986; Edwards et al. 1988){70, 71}.

ANP hat eine gefdllerweiternde Wirkung in verschiedenen Zielorganen und allgemein
einen blutdrucksenkenden Effekt. In den Blutgefien relaxiert ANP die glatten
Muskelzellen iiber GC-A und erzeugt damit eine Gefallerweiterung. In der Niere wird
die Diurese und Natriurese gefordert und in der Nebenniere wird die Sekretion von
Aldosteron gehemmt. AuBerdem wird durch ANP die endotheliale Permeabilitit
gesteigert (Sabrane et al. 2005){72}. Ein weiteres bedeutsames Zielorgan ist die Lunge.
Die natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP spielen eine wichtige Rolle fiir die
Physiologie der Lunge und haben aufgrund ihrer gefderweiternden und
antiproliferativen Effekte therapeutische Bedeutung bei der pulmonalen Hypertonie

(Baliga et al. 2008; Itoh et al. 2004, Hofeld 2011){73, 74, 126}.

Die GC-A- und ANP-Knockout-Miuse zeigten, dass die GC-A/ANP Signalwege nicht
nur fir den normalen Blutdruck verantwortlich sind, sondern sind auch als lokaler

Wachstummodulator im Herz funktioniert (Kuhn-Review 2004){67}.

In den aktuellen Literaturen wurde die Rolle von GC-A/ANP Signalwege im

Nebenhoden noch nicht im Detail beschrieben.



1.4.2 BNP

BNP wurde zuerst aus Schweinehirnextrakt isoliert. Dadurch wurde das BNP als ,,brain
natriuretic peptide™ beschrieben (Sudoh et al. 1988){75}. Spiter wurde gezeigt, dass
BNP auch wie ANP primidr im Herzen synthetisiert ist (Hirayama et al. 2005; Chopra et
al. 2013){76, 77}.

Die BNP-Plasmaspiegel gesunder Menschen sind niedriger als die von ANP. Die BNP-
Plasmakonzentrationen steigen aber im Vergleich mit ANP sehr viel stirker bei
Patienten mit Herzinsuffizienz an (200-300-fache Erhohung). Aufgrund dieser
Plasmaschwankungen wird BNP als wichtiger Biomarker in der Klinik eingesetzt

(Hirayama et al. 2005; Mukoyama et al. 1991){76, 78}.

BNP bindet, wie ANP, an den GC-A-Rezeptor, was zur cGMP-Produktion fiihrt. Im
Zielgewebe erzeugt BNP eine arterielle und vendse Vasodilatation, eine Verringerung

der Sympathikuswirkung und eine Steigerung der Natriurese (Potter et al.2006){68}.

1.4.3 CNP

Die CNP-Expression ist im Vergleich mit den anderen natriuretischen Peptiden im
Gehirn am stirksten (Minamino et al. 1991; Ruskoaho et al. 1997){79, 80}. Die
Lokalisation von CNP ist in den Gehirnregionen wie Thalamus, Hypothalamus, Cortex,
Pons und Kleinhirn immunhistochemisch nachweisbar (Totsune et al. 1994; Thompson
et al. 2012){57, 81}. AuBlerdem wurde CNP in Epithelzellen des Schweine-
Nebenhodens (Nielsen et al. 2008){82}, im menschlichen Herzen (Kalra et al. 2010;
Del Ry et al. 2008){83, 84}, und in den menschlichen Nieren (Kalra et al. 2010){83}

nachgewiesen.

Wihrend ANP und BNP als Hormon beschrieben werden, wird CNP als autokrin oder
parakrin wirkender Faktor angesehen (Kalra et al. 2010){83}.

CNP hat wie die anderen natriuretischen Peptide auch antiproliferative und
vasorelaxierende Wirkung auf glatte Muskelzellen (Potter et al. 2001; Stingo et al.
1992){52, 85}. Ono et al. (2002){86} zeigten, dass CNP den Blutdruck beeinflussen
kann. In einer Studie von Fujii et al. 2010 wurden die Effekte von CNP bei CNP-KO-

Maiusen untersucht{87}. Diese Studie zeigte, dass zirkulierendes CNP das gestorte

10



Knochenwachstum vermindern und die frithzeitige Mortalitit der CNP-KO-Maus

reduzieren kann.

Um die Funktion von CNP/GC-B Signalwege genauer zu verstehen, wurde auch eine
GC-B-KO-Maus in der Studie von Tamura et al. (2004) untersucht {88}. Bei der GC-B-
KO-Maus wurde beobachtet, dass die GC-B-KO-Maus eine neuronale
Funktionsstorung, Wachstumsstorung im Rahmen der enchondralen Ossifikation und
kiirzere Lebenszeit zeigten. Bei der weiblichen GC-B-KO-Maus ist auch die
Entwicklung von den Reproduktionsorganen gestort. Hinweise auf Stérung des
minnlichen Reproduktionstrakts sind nur ungenau beschrieben (Tamura et al.2004)

(881

1.4.4 Abbau der natriuretischen Peptide

Die Aktivitdit des natriuretischen Peptid-Systems wird durch drei verschiedene
Mechanismen geregelt. Neben der Steuerung auf Ebene der Rezeptoren GC-A und GC-
B selbst (sieche oben) werden ANP, BNP und CNP durch zwei unterschiedliche
molekulare Mechanismen abgebaut. Zum einen werden die Peptide durch eine Bindung
an den Clearance-Rezeptor (NPR-C) internalisiert bzw. inaktiviert und zum anderen
werden die natriuretischen Peptide durch die membrangebundene Endopeptidase
degradiert (NEP) (Nalivaeva et al. 2012; Erdos et al. 1989; Maack et al. 1993){23, 35,
89}.

Natriuretic Peptide (ANP, BNP, CNP) -Regulation

ANP BNP CNP
ANP + CNP Degradation

O

<>
=
>4dN

Internalization _—
/Inactivation

Abbildung 2: Ubersicht von cGMP Signalwegen in der Apikalmembran der
Nebenhoden-Epithelzellen.
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Der natriuretische Peptidrezeptor-C (NPR-C) reguliert die lokale Konzentration von
ANP, BNP und CNP durch rezeptorvermittelte Internalisierung und lysosomale
Degradation der natriuretischen Peptide (Maack et al. 1993){89}. NPR-C hat eine
gleich starke Affinitit zu ANP, BNP und CNP (Maack et al. 1992){90}.

Bei der neutralen Endopeptidase (NEP) erfolgt die ANP- und CNP-Inaktivierung zuerst
durch enzymatische Hydrolysierung an derselben Position innerhalb der konservierten
Peptidringstruktur, d.h. zwischen Cys-7 (ANP) oder Cys-6 (CNP) und dem
nichstgelegenen Phenylalanin (Vanneste et al. 1988) {91}.

Die nichsten Spaltungen wurden in der Ringstruktur (ANP:4, CNP:5) und beim ANP
sowohl am N-Terminus (zwischen Arg-4 und Ser-5) als auch am C-Terminus (Ser-25-
Phe-26) identifiziert (Vanneste et al. 1988; Kenny and Stephenson 1988; Watanabe et
al. 1997){91-93}. Durch diese Spaltungen wird die fiir die biologische Aktivitit
(Rezeptorbindung) wichtige Ringstruktur der natriuretischen Peptide zerstort

(Stephenson et al. 1987; Thompson et al. 1996){94, 95}.

Im Vergleich mit ANP und CNP besitzt BNP eine geringere Affinitit zu NEP. Diese
wurde in mehreren Studien (Kenny et al. 1993; Watanabe et al. 1997; Pankow et al.
2009) beschrieben{32, 93, 96}. Es wird angenommen, dass diese geringere Affinitit
gegeniiber NEP ursdchlich fiir die ldngere Halbwertszeit von BNP (ca. 20 Min) im
Vergleich zu ANP und CNP( ca. 2-3 Min) ist (Smith et al. 2000; Potter et al. 2006){68,
97%.

1.5 Proteinkinasen G

PKG sind Proteinkinasen, die spezifisch an cGMP binden. Proteinkinasen G kann man
in 2 unterschiedliche Formen unterteilen, ndmlich PKG1, die aus Isoform a &-f3 besteht,
und PKG 2. PKG1 kommt z.B. in glatter Muskulatur und Thrombozyten vor (Hofmann
et al. 2009; Geiselhoringer et al. 2004; Kuhn 2009){98-100}. Die PKG2 ist
membrangebunden und kommt z.B. in Niere, Darmtrakt und Gehirn vor. Bei der PKG2

iiberwiegt die epitheliale Lokalisation (Vaandrager et al. 1996){101}.
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1.6 Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator — 1 (CFTR1)
CFTR 1 gehort zur ATP-bindenden Kassettefamilie von Membranproteinen. Obwohl
die meistens Glieder von dieser Familie Transporttréger sind, funktionieren die CFTR-1

als Anionkanile fiir CI'und HCO3™ (Cant, 2014){102}.

Extrazellulires ATP ist auch essenziell fiir die Funktion von Epididymis und
Spermatozoen. Ye Chun Ruan et al. (2012) zeigten den Zusammenhang zwischen
CFTR-Expression und ATP-Abgabe im Ratten-Nebenhoden{103}. In dieser Studie
wurde die ATP-Abgabe im Ratten-Nebenhoden durch die CFTR-Inhibition vermindert.
Es wird angenommen, dass die Dysfunktion des méinnlichen Genitaltraktes bei CFTR-
Mutationserkrankungen wie z.B. Mukoviszidose durch eine defekte ATP-
Signaltransduktion verursacht ist (Ye Chu Ruan et al. 2012; Wang 2014){103, 104}. In
der Studie von Cuppens und Cassiman (2004) konnte Defekte im Nebenhodengang und

eine Ablation des proximalen Ductus deferens identifiziert werden{105}.
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2. Fragestellung

Die neutrale Endopeptidase des Maus- und menschlichen Epididymis erlangt unseres
Interesses, das einerseits aus der auflergewoOhnlichen Expression der NEP im
Epididymis im Vergleich mit anderen Organen ist, andererseits daraus, dass wenige
exakte Literaturen und Untersuchungen iiber die detaillierten Expressionsmuster der

NEP im Epididymis vorliegen.

NEDP stellt als wichtiger Regulator fiir die Bioaktivitdt der natriuretischen Peptiden und
CNP als ein von natriuretischen Peptiden sind reichlich im Epididymis und
Seminalplasma vorhanden. Unser spezielles Interesse gilt die CNP-abhédngige Funktion

von NEP im Epididymis, welche bisher noch nicht ausfiihrlich untersucht ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse der Expression und der detaillierten
zelluldren Lokalisation der neutralen Endopeptidase (NEP) in den unterschiedlichen
Abschnitten des Nebenhodens von Maus und Mensch. Daneben sollen auch Expression
und Lokalisation des NEP-Substrats C-Typ natriuretisches Peptid (CNP) und seines
Rezeptors Guanylatzyklase-B (GC-B) im Nebenhoden iiberpriift werden. Weiterhin soll
geklart werden, ob NEP im Nebenhoden CNP abbaut und dabei die auch die CNP/GC-
B-abhingige zellulire cGMP-Produktion verdndert.
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3. Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Das Equipment

Kryostat, CM 1900
Fluoreszenzmikroskop, Axioskop 2 plus
Gel documentation system

High temperature Incubator
Mikroskop Axiostar plus

Microtome, RM2255

Electrophorese SE600

Apparatus (SE600)

Spannungsquelle

PAGE-Puffer gefiillten Kammer
Sicherheitskammer

Elisa Reader

Spectrophotometer, Biophotometer
Ultrazentrifuge (Sorvall ultra pro 80)
Hyperfilm™ 22 MP

Mikrowelle

PALM Laser Microdissection System
GraphPad Prism 5

ELISA

3.1.2 Kit

Envision G|2 double staining kit
Bio-Rad protein assay

Horseradish peroxidase labeled polymer
Qiagen Rneasy micro kit

iScript cDNA synthesis kit

AmpliTaq Gold kit

Leica, Wetzlar, Deutschland
Zeiss, Miinchen, Deutschland
Phase, Liibeck, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Zeiss, Miinchen, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland
Hoefer, Massachusetts, USA

Hoefer, Massachusetts, USA

Hoefer, Massachusetts, USA
Kottermann, Uetze, Deutschland
Dynatech, Denkendorf, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sorvall, Hertfordshire, UK

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Zeiss, Miinchen, Deutschland
GraphPad Software, La Jolla, CA, USA
IHF, Hamburg, Deutschland

DAKO, Hamburg, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
DAKO, Hamburg, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland

Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA
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3.1.3 Priméarantikorper in der Immunhistochemie und im Western-Blot
NEP-Antikorper:

= Firma: Novocastra (Newcastle, Gro3britannien)

=  Monoklonal, aus Maus

=  Verdiinnung 1:500 in PBS + 0,2% BSA + 0,1% NaN3

SMA -Antikorper:
= Firma: Serotec (Oxford, GroBbritannien)
=  Monoklonal, aus Maus

=  Verdiinnung 1:100 in PBS + 0,2% BSA + 0,1% NaN3

Claudin 1-Antikorper:
* Firma: Invitrogen (Kalifornien, USA)
= Polyklonal, aus Kanninchen

=  Verdiinnung 1:100 in PBS + 0,2% BSA + 0,1% NaN3

GC-B-Antikorper:
* Firma: Fabgennix (Texas, USA)
= Polyklonal, aus Kanninchen

=  Verdiinnung 1:50 in PBS + 0,2% BSA + 0,1% NaN3

CNP-Antikorper:
* Firma: Santa Cruz (Heidelberg, Deutschland)
= Polyklonal, aus Kanninchen

=  Verdiinnung 1:100 in PBS + 0,2% BSA + 0,1% NaN3
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PKG 2 (GK-8) -Antikorper
= Pharmakologie Universitidt Wiirzburg, Deutschland
= Polyklonal aus Kaninnchen

=  Verdiinnung 1:2000 in PBS + 0,2% BSA + 0,1% NaN3

3.1.4 Sekundérantikorper in der Immunhistochemie und im Western-Blot

Alexa488-Ziege-anti-Kanninchen
= Firma: Molecular Probes (Oregon, USA)

=  Verdiinnung 1:1000 in PBS + 0,2% BSA + 0,1% NaN3

Alexa488-Ziege-anti-Maus
= Firma: Molecular Probes (Oregon,USA)

=  Verdiinnung 1:1000 in PBS + 0,2% BSA + 0,1% NaN3

Bei monoklonalem Primérantikdrper im Western-blot:
= Ziege-anti-Maus-IgG
= Firma: Pierce (Rockford, Illinois, USA)

=  Verdiinnung: 1:2.000 in PBS
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3.1.5 Herkunft und Art des Untersuchungsmaterials

Die Maus-Gewebe stammen aus Bestdnden des Instituts fiir Anatomie und Zellbiologie,
GieBen (A38/2011 _V54-19¢2015(1) GI20/23 und A29/2009 V54-19¢20/15¢GI120/23).
Das humane Gewebe wurde im Rahmen von Orchiektomien zur adjuvanten Therapie
des Prostatakarzinoms entnommen. Fiir die wissenschaftliche Nutzung dieser Gewebe
lagen Zustimmungen der lokalen Ethikkomissionen vor (Bewilligung durch

Ethikkommission der Arztekammer Hamburg, Antragsnummer OB.98).

Die Gewebeproben fiir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden nach der
Entnahme iiber Nacht in Bouin fixiert, danach in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert

und in Paraffin eingebettet.

Fir die Immunfluoreszenz- und Western-Blot-Untersuchungen wurden die
Gewebeproben direkt nach der Entnahme in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die
Lagerung erfolgte bei -80°C. Die Fixierung der Proben fiir die Morphologie erfolgte erst

unmittelbar vor den Immunfluoreszenz-Untersuchungen in Acetonlosung.
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3.2 Methoden

3.2.1 H-E Firbung

3.2.1.1 Verwendete Chemikalien
e Saures Himalaun nach Mayer oder Hamatoxylin nach Ehrlich
* Eosin
3.2.1.2 Durchfiihrung
Die Gewebeproben wurden mit Hilfe eines Microtome RR2255 (Leica) Sum dicke
Schnitte angefertigt. AnschlieBend wurden die Proben auf Objekttrager aufgelegt und

bei Raumtemperatur 60 Minuten lang getrocknet. Der weitere Arbeitsablauf fiir die

Hiamatoxylin-Eosin Farbung (HE-Farbung) ist schematisch dargestellt.

1. Objekte in saurem Hamalaun nach Mayer fiir 5-10 Minuten farben
2. Bléuen in flieBendem Leitungswasser
3. Abspiilen in destilliertem Wasser fiir 2x3 Minuten

4. Objekte in verdiinnter Eosinlosung (1:10 in destilliertes Wasser) fiir 5-10 Minuten

farben.
5. Abspulen in destilliertem Wasser fiir 1-2 Minuten

6. Entwissern, Intermedium, Einschluf3

3.2.2 Immunhistochemie

3.2.2.1. Immunhistochemie (Einzelfirbung)

3.2.2.1.1 Verwendete Reagenzien, Chemikalien, Puffer und Losungen
* Xylol
* Ethanol

*  Wasserstoffperoxidase (H202)

e Methanol
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* PBS

* PBS +0,2% BSA + 0,1% NaN3
* PBO,1MpH?74

¢ 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)
*  Ammoniumchlorid

* Zitratpuffer pH 6,0

¢ Nickelsulfat

*  Glucose 10%

*  Glucose-Oxydase

*  Primér Antikorper (s.0 3.1.3)

3.2.2.1.2 Durchfiihrung

Wie bei der HE-Féarbung wurden die im Paraffin eingebetteten Nebenhoden-Gewebe in
5 um dicke Probeschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden wie bei der H-E-Férbung
fiir 60 Minuten auf Objekttrager getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte unter
Verwendung von Xylol, Ethanol und Methanol entparaffiniert. Die Schnitte wurden im
Weiteren mit und ohne hitze-induziertes Antigen-Retrieval (Mikrowelle-Behandlung)
behandelt. Bei hitzeinduzierten Antigen-Retrieval wurden die Schnitte im Zitrat-Puffer
(pH6,0) in der Mikrowelle (9 Minuten bei 700W, dann anschlieBend 15 Minuten bei
450W) behandelt. Die weitere Durchfiihrung wird schrittweise dargestellt:

1. Spiilen in destilliertem Wasser und in PBS jeweils flir 5 Minuten

2. Zugabe des in PBS+0,2% BSA+0,1% NaN3 verdiinnten Primérantikorpers (s.o.
3.1.3), Inkubation bei 4°C iiber Nacht

3. Spiilen in PBS fiir 3x5 Minuten

4. Zugabe des Peroxidase-Markierten Polymers, Inkubation bei Raumtemperatur

fiir 30 Minuten
5. Spiilen in PBS und PB 0,1 M pH 7.4 jeweils fiir 10 Minuten

6. Entwicklung des DAB mit Nickelverstirkung auf dem Taumler fiir 15-30

Minuten
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7. Spiilen mit PB 0,1M pH 7,4

8. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe (70%; 96%; 100%)

9. Eindecken mit Eukitt

10. Trocken lassen in der Sicherheitskammer tiber Nacht

AnschlieBend wurden Bilder mit Zeiss Axioskop 2 Mikroskops (Zeiss) aufgenommen.

Die Kontrolle-Schnitte wurden anstelle des Primdrantikorpers nur mit der

Antikorperpufferlosung inkubiert.

3.2.2.2 Immunhistochemie (Doppelfirbung)

3.2.2.2.1 Verwendete Reagenzien, Chemikalien, Puffer und Losungen

Xylol

Ethanol

PBS

DAKO Envision Kit G/2 Doublestain System (DAKO, Hamburg, Deutschland)

verschiedene Primér - Antikorper (s.0. 3.1.3)

3.2.2.2.2 Durchfiihrung

Die Sum dicke Schnitte wurden entparaffiniert (s.o. 3.2.2.1.2). Im Folgenden ist

Schematische Darstellung des Arbeitsablaufs:

1.

Zugabe des Dual Endogenous Enzyme Blocks aus dem Envision-Kit fiir 5

Minuten
Abspiilen mit PBS, dann 5 Minuten in PBS spiilen lassen

Zugabe des in PBS + 0,2% BSA+ 0,1% NaN3 verdiinnten Primérantikorpers (s.o
3.1.3), Inkubation bei 4 °C iiber Nacht

Zugabe das Polymer-HRP aus dem-Envision-Kit fiir 10 Minuten
Abspiilen mit PBS, dann 2x5 Minuten in PBS spiilen lassen

Zugabe das DAB aus dem Envision-Kit fiir 5-15 Minuten bis die Schnitte braun
angefarbt
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7. Abspiilen in destilliertem Wasser, dann 5 Minuten in PBS spiilen lassen

8. Zugabe des Doublestain-Blocks aus dem Envision-Kit fiir 5 Minuten

9. Zugabe des 2. verdiinnten Primérer antikrpers, Inkubation bei 4°C iiber Nacht
10. Abspiilen mit PBS, dann 2x5 Minuten in PBS Spiilen lassen

11. Zugabe das Polymer-AP aus dem Envision-Kit fiir 10 Minuten

12. Zugabe das Permanent-Red aus dem Envision-Kit fiir 5-20 Minuten bis die

Schnitte rot angefarbt

13. Eindecken in gepuffertem Glycerin

Wie bei Einzelfirbung-Immunhistochemie wurden die Schnitte iiber Nacht trocken
gelagert. AnschlieBend wurden Bilder mit Zeiss Axioskop 2 Mikroskop aufgenommen.
Als Kontrollen der Immunhistochemischfarbungen wurden die Schnitte statt mit

Priméren Antikdrpers nur mit der Primdrantikorperverdiinntlosungen inkubiert.

3.2.3 Immunfluoreszenz

3.2.3.1 Verwendete Reagenzien, Puffer und Losungen
* 2% Pferdeserum in PBS
* Primdrantikorper (s.0.3.1.3)
* PBS
* Sekundirantikorper (s.o0. 3.1.4)
* DAPI (Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland)
¢ Acetonlosung

* Eindeckungsmedium Glycerol

3.2.3.2 Durchfiihrung

Das unfixierte menschliche Nebenhodengewebe wurde mit Hilfe eines Kryostats
(Leica) 10um dicke Schnitte angefertigt. Das Gewebe wurde auf Objekttriger aufgelegt,
in Acetonldosung fur 5 Minuten fixiert und bei Raumtemperatur fiir 60 Minuten

getrocknet. Die Lagerung und Durchfiihrung wéhrend des Versuches sollte mdglichst
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mit geringer Lichtexposition sein, weil der sekundire Antikorper wie Alexa 488

Lichtempfindlich ist. Im Folgenden ist die schematische Darstellung des Arbeitsablaufs:

1. Blockierung fiir 60 Minuten mit 2% Normal-Pferdeserum in PBS bei Raum-

Temperatur

2. Zugabe des in PBS verdiinnten Primérantikorpers (s.o. 3.1.3.), Inkubation bei 4°C
iiber Nacht

3. Spiilen in PBS fiir 2x 10 Minuten

4. Zugabe des in PBS verdiinnten Sekundérantikérpers (s.o. 3.1.4) und DAPI,

Inkubation eine Stunde lang bei Raumtemperatur
5. Spiilen in PBS fiir 2 x 10 Minuten
6. Eindeckung mit Glycerin

7. Lagerung der Schnitte bei 4°C

3.2.4 Western-Blot

3.2.4.1 Proteinpriparation aus Geweben

3.2.4.1.1 Verwendete Reagenzien, Puffer und Losungen

* Homogenisierungspuffer (HOPU): 50 mM Tris-HCI [pH 7,5]; ImM EDTA; 1
mM Dithiothreitol [DTT] und 0,1 mM PMSF

¢  50mM Tris-Puffer [pH 7,5]

3.2.4.1.2 Durchfiihrung

Die diversen Geweben von GC-A-KO- und Wild typ (WT) Méusen wurden pulverisiert
und dann zusammen mit dem ,,HOPU®“ in einem sog. Douncer (Potter-Elvehjem)
mechanisch homogenisiert. Nicht homogenisierte Zelltriimmer sowie Zellkerne wurden
durch Sedimentation wéhrend einer Zentrifugation (8 min bei 3.000g) bei 4°C entfernt.

Der Uberstand dieser Priiparation wurde als Homogenat eingesetzt.
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Zur weiteren Auftrennung in Membran- und Zytosolanteile wurde der Uberstand fiir 30
Minuten bei 100.000g und einer Temperatur von 4°C zentrifugiert. Der zytosolische
Uberstand wurde abpipettiert und eingefroren. Die partikulire Fraktion wurde nun in
50mM Tris-Puffer (pH 7,5) resuspendiert und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Dann
wurde bei -70°C gelagert.

3.2.4.2 Western Blot

3.2.4.2.1 verwendete Reagenzien, Puffer und Losungen

* 30% Acrylamid: 150g Acrylamid; 4g Bisacrylamid in 500ml Aqua dest. 16sen;
29:1

¢ 4x Trenngelpuffer: 0,375M Tris-HCI [pH 8,8]; 0,1% (w/v) SDS
¢ 4x Sammelgelpuffer: 0,5M Tris-HCI [pH 6,8]; 0,1% (w/v) SDS
*  10% Ammoniumpersulfat (APS) (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
« TEMED (Roth)

* Trenngel 7%: 15ml Trenngelpuffer (4x); 14ml 30% Acrylamid; ad 60ml mit
Aqua dest. +250ul 10% APS+50ul TEMED

¢ Sammelgel: S5Sml Sammelgelpuffer (4x); 2,6 ml 30% Acrylamid; ad 20ml mit
Aqua dest. +100ul 10% APS + 25ul TEMED

¢ 3x Stopp-Mix: 0,375M Tris-HCI [pH 6,8]; 0,2M DTT; 15% (w/v) SDS; 20%
(v/v) Glycerin; 0,6mg/dl Bromphenolblau

* Molekulargewichtsmarker (Sigma Saint Louis, Missouri, USA)

* PAGE-Puffer: 0,025M Tris-HCI [pH 8,4]; 0,192M Glycin; 0,1% (w/v) SDS
* Transferpuffer: 100mM Tris; 193mM Glycin

¢ 10x TBS: 200mM Tris; 1,37M NaCl [pH 7,6]

¢ 1x TBST: 1.000ml TBS + 500ul Tween 20 (0,05% Tween 20)

* Blockierungspuffer: 1% Roche-Blocking-Reagenz (Roche Diagnostics GmbH)
in 0,1M Malinsdure + 0,15M NaCl [pH 7,5]
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* 0,1% Ponceau-S (w/v) (Sigma) in 5% Essigsiure
* Blotmembranen: Nitrozellulose (GE Healthcare, 0,2um, Miinchen, Deutschland)
* Blottingpapier: Chromatographie-Papier (Whatman, Dassel, Deutschland)

* Antikorper-Inkubationspuffer: 90% TBST; 10% Blockierungspuffer; 0,005%

Thimerosal
* Primérantikorper (s.o0. 3.1.3)

* Sekundirantikorper (s.0.3.1.4)

3.2.4.2.2 Durchfiihrung

Fiir die gesamten Western-Blot-Analysen benutzten wir das Elektrophoresesystem SE
600 der Firma Hoefer Scientific Instruments. Von den verwendeten Proteinfraktionen
wurden Hoden- und Nebenhodengewebe bzw. andere Organengeweben mit 3x Stopp-
Mix im Verhéltnis 2:1 gemischt und fiir 2 Minuten bei 100°C im Heizblock denaturiert.
Die Elektrophorese erfolgte nach der Auftragung der Proben in der mit PAGE-Puffer
gefiillten Kammer (Hoefer) bei 13W fiir circa 1 Stunde, bis die Lauffront das ca. 4 cm
breite Sammelgel durchgewandert ist. Die Auftrennung im Trenngel wurde mit einer
Laufzeit von circa 2h bei 17W durchgefiihrt. Nach Beendigung der Elektrophorese
wurden die Proteine bei einer Stromstirke von 0,6A iiber Nacht bei 4°C auf
Nitrozellulose transferiert. 10 Minuten Firbung in Ponceau-Rot zur Uberpriifung
gleicher Proteinmengen der verwendeten Proben und der Identifikation des
Langenstandards. Im Folgenden ist die schematische Darstellung der Behandlung der

Membranen nach erfolgtem Transfer:
1. Spiilen in destilliertem Wasser.
2. Stunden Blockieren in Blockierungspuffer
3. Spiilen in TBST fiir 5 Minuten

4. 1 Stunde Inkubation mit dem Primédrantikorper (s.o. 3.1.3), verdiinnt mit

Antikorper-Inkubationspuffer
5. 3x 5 Minuten Spiilen in TBST
6. 1 Stunde Inkubation mit dem Sekundérantikdrper (s.o. 3.1.4)

7. 2x 5 Minuten und anschliefend 90 Minuten Spiilen in TBST
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8. Spiilen in destilliertem Wasser

9. Detektion (in der Dunkelkammer mit Substratlosung gemél Vorschrift des

Herstellers)

3.2.5 Enzymatische Deglykosylierung

Epithelzellmembranen-Probe  (40pg  von  Proteinen) wurden in 60 pul
Deglykosylierungspuffer mit 5 Einheiten rekombinanter N-glycosidase F (# 11 365 169;
28 Roche, Mannheim, Deutschland) fiir 6 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Kontrolle
wurde in Abwesenheit von diesen Enzymen durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die

Reaktionsprodukte bei -80°C gelagert.

3.2.6 Laser Capture Microdissection (LCM) und RT-PCR

Von eingefrorenem menschlichen Nebenhodengewebe wurden mittels eines Kryostats
10um dicke Schnitte angefertigt, auf den speziellen Objekttrager (PALM Membrane
Slide) aufgezogen, in Ethanollosung fixiert, mit Hamatoxylin gefirbt und bei
Raumtemperatur fiir 10 Minuten getrocknet. Die Segmente von Epithelzellen oder
Muskelzellschicht des menschlichen Epididymis wurden mit dem PALM Lasser
Microdissectionssystem zerlegt und in den 061 beschichteten Deckel eines speziellen
Eppendorf-R6hrchen geschleudert. In jedem Rohrchen werden etwa 40-50 Fragmente
des untersuchten Gewebes gesammelt. Fiir die RNA-Isolierung wurden die Fragmente
in RLT-Puffer (Qiagen, Deutschland) geldst. Gesamt-RNA wurde mittels Qiagen
RNeasy micro Kit und DNase extrahiert. Die eluierte RNA wurde unter Anwendung
von Reverse-Trankriptase (iScript CDNA synthesis kit) als Vorlage fiir die Synthese des
ersten Strangs von cDNA benutzt. Anschliefend erfolgte die PCA-Amplifikation
mittels AmpliTaq Gold Kit. Die benutzten Intron- iiberspannten-PRIMERS sind:

GC-B-vorwirts (5 -AGCGCTGAAGATCCATGTCT-3") und GC-B-riickwiérts
(5"-GAAAGGACCTCCTGGACTCC-3") resultierend in 155bp Fragment
(NM_003995.3), CNP-vorwirts (5-ACTACGGGAAAGGCAAACCT-3") und
CNP-riickwirts (5-ACAGGAAGGGAGGGTCAGTT-3") mit Fragmentgrofle von
241bp (NM_033133.4), NEP-vorwirts (5'-TGTGGCCAGATTGATTCGTC-3") und
NEP-riickwirts (5'-TTGTAGGTTCGGCTGAGGCT-3") resultierend im 41 1bp-
Fragment (NM_000902.3).
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TRPV6 (NM_018646.3) gilt als positive Kontrolle fiir die Epithelzellenschicht (Fecher-
Trost et al., 2013; Weissgerber et al., 2011) mit TRPV6-vorwérts Primer (5'-
TTGAGCATGGAGCTGACATC-3") und TRPV6-riickwérts Primer (5'-
TCTGCATCAGGTGCTGAAAC-3") resultierend im 237bp-Fragment.

Als positive Kontrolle fiir glatte Muskelzellschicht wurde SMA (NM_001613) benutzt.
SMA-vorwirts Primer (5°-TACCGCACTAACGACTGCAC-3") and SMA-riickwirts
Primer (5°-GCTGGAAGGTGGACAGAGAG-3") resultierend im 198bp-Fragment. Fiir
die Amplifikation vom 199bp-Fragment des 3-Aktins (NM_001101.3) wurden
vorwérts-Primer (5'-GTGGCATCCACGAACTACCTT-3") und riickwarts-Primer (5°-
GAGTACTTGCGCTCAGGAGGA-3") verwendet.

Wir haben die Intron- iiberspannten Primers fiir Méuse-Sequenz: GC-B:

101bp, NM_173788.3 (vorwirts 5‘-CAACATCTGCATTGTCACC-3°; riickwirts 5°-
AGCGAGTAGCGAAACATCC-3); CNP: 168bp, NM_010933.5 (vorwérts 5°-
GGCAATCAGAAAAAGGGTGA-3¢; riickwérts 5°-CTTGTTGCCGCCTTTGTATT-
3%); SMA: 160bp, NM_007392.3 (Vorwarts 5°-CTGACAGAGGCACCACTGAA-3";
rickwirts 5°-CATCTCCAGAGTCCAGCACA-3%); TRPV6: 128bp, NM_022413.4
(vorwirts 5°- GGGTCACTCGATTCTTTGGA-3¢; riickwérts 5°-
GGGCACCACTTCTCCATCTA-3°);NEP: 106bp, NM_008604.3 (vorwérts 5°-
GAAATTCAGCCAAAGCAAGC-3¢; rickwirts 5°- TCGGCCTGAGGAATAAAATG-
3%); B-Actin: 254bp, NM_00739.3 (vorwirts 5°- CCATCATGAAGTGTGACGTTGA-
3¢; riickwirts 5°-CATCGTACTCCTGCTTGCTGA-3¢) gleich behandelt.

Die Proben wurden fiir 12 Minuten bei 95°C denaturiert, anschlieBend folgten 45
Zyklen jeweils fiir 30 Sekunden bei 95°C; 20 Sekunden bei 59°C, und 30 Sekunden bei
73°C. Danach wurde die PCR-Probe bei 73°C fiir 7 Minuten inkubiert und bei 4°C
gelagert. Die Amplifikationsprodukte wurden mittels Elektrophorese unter Anwendung

von Agarose-Gel 2% zertrennt.
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3.2.7. Untersuchung des CNP-Abbaus

3.2.7.1. verwendete Reagenzien, Puffer und Losungen
* 20 mM HEPES (pH 7,5)
* 5mM MgCl2
* 120 mM NaCl
* Membran-Proteine des Maus-Nebenhodengangs (2 pg von Proteinen)
* 20 pM CNP plus 10 pM 125I-[Tyr015 ]-CNP
* 10 uM Thiorphan
* 10 uM Phosporamidon
* 50mM EDTA
e 5 mM 1,10-Phenanthroline

250 pg/ml Phosphoramidon

n-Buthanol-Sédure

3.2.7.2 Durchfiihrung

Die 20 ml Reaktionldsung enthélt 20mM Hepes (pH 7,5), SmM MgCl2, 120 mM NacCl,
Membranen des Maus-Nebenhodengangs (2ug Protein) und 20 pM CNP plus 10 pM
1251-[Tyr015] -CNP. Diese Reaktion wurde bei 35°C durchgefiihrt. Um die Effekte von
NEP-Inhibitoren zu beobachten, wurden die Versuche sowohl in Anwesenheit von
Thiorpan/Phosphoramidon als auch in Abwesenheit von beiden Inhibitoren als
Negativkontrolle durchgefiihrt.

Die Reaktionen wurden nach 5- oder 30 Minuten gestoppt. Nach der Gabe von 4pul
von50mM EDTA, 5SmM 1,10-Phenanthrolin und 250 pg/ml Phosphoramidon wurde das
3ul Aliquot mittels Diinnschichtchromatographie analysiert. Als Losungsmittel fiir die
Entwicklung der Diinnschichtchromatographie verwendeten wir n-Buthanol-Séure.

180 Minuten Laufzeit fand die Entwicklung mit X-Ray Film statt (Hyperfilm™ 22 MP,
GE Healthcare).
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3.2.8 Membran-Guanylatzyklase Assays

3.2.8.1 verwendete Reagenzien, Puffer und Losungen
*  Guanylatzyklase-Reaktionspuffer
o 25 mM HEPES, pH 7,4
o 5mM MgCI2
o 1 mM ATP
o 50 mM NaCl
o 0,5 mM 3-Isobutyl-1-Methylxanthin
o 1 mM GTP
* Phosphatase-1-Inhibitor (Sigma # P5726 and P0044; 1, v/v, each)
* 0,1 uyM CNP
* Membranen des Maus-Epididymis (10 pg Protein)
* E-PBS (PBS, pH7,0 + 5SmM EDTA + 0,2% BSA, 0,01% Thimerosal)
* Tris-Cl,pH 7.5
* Thiorphan und Phosphoramidon ( jeweils 10 uM)

3.2.8.2 Durchfiihrung

Die Inkubationen wurden in 50 pl Guanylatlzyklase-Reaktionspufferlosung,
Phosphatase-1-Inhibitor und 0,1 pM CNP bei 37°C durchgefiihrt. 15 Minuten nach
Gabe von Epididymismembranen (10 pg Protein) wird die Reaktion gestoppt und
anschlieBend bei 15000 Umdrehungen zentrifugiert. 40 ul Uberstand wurde mit 100 pl
eiskaltem E-PBS gemischt und bei -80°C gelagert.

Zwei Aliquots (jeweils 50 pl) wurden fiir die Bestimmung der cGMP-Konzentration
mittels ELISA verwendet.

Um die potentiale Wirkung von NEP-Inhibitoren zu beurteilen, wurden die
Epididymismembranen in 50 mM Tris-Cl (pH: 7,5) sowohl in Anwesenheit als auch in
Abwesenheit von beiden NEP-Inhibitoren fiir 6 Minuten bei 30°C inkubiert. Die

signifikanten Inhibitor-Effekte wurden mittels GraphPad Prism bewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 NEP-Expression und —Lokalisation im menschlichen Nebenhoden und Maus-
Nebenhoden.

Bioaktivitdten von den natriuretischen Peptiden ANP, BNP und CNP sind durch die
Desensibilisierung ihrer membrangebundenen Rezeptoren GC-A und GC-B, durch
NPR-C und durch die oberflichliche Membranpeptidase NEP reguliert (siche Abb. 2).
Wiéhrend unserer Bemiihungen, die Rolle von CNP und cGMP-Signalwegen im
Nebenhoden zu verstehen, wurden die Lokalisation und die Expression von NEP

analysiert (Abb. 2).

Bei der Western-Blot-Analyse zum Vergleich der NEP-Expression in verschiedenen
Organen, ist deutlich zu erkennen, dass die NEP-Expression im menschlichen und
Maus-Nebenhoden im Vergleich zu anderen Organen auBlergewohnlich hoch ist (Abb.
3A-D). Im Maus-Nebenhodengang wurden 2 Unterformen von NEP identifiziert, eine
mit 100 kDa und eine mit 92 kDA Molekiilmasse. Um zu testen, ob unterschiedliche
Glykosylierungen fiir die Erzeugung der Heterogenitit des NEP-Molekiils in den
Nebenhodengangmembranen  verantwortlich  sind, haben wir die Maus-
Nebenhodenschnitte mit N-Glycosidase-F behandelt. Abbildung 3B zeigt, dass die
vorhandenen 2  NEP-Unterformen durch unterschiedliche N- gebundenen
Glykosylierungen entstanden sind. Die gleichzeitige Untersuchung von KO-M4iusen fiir
den ANP/BNP-Rezeptor GC-A zeigte, dass die NEP-Expression auch in Abwesenheit
dieses cGMP-produzierenden Membranproteins (GC-A-KO) unverdndert ist im
Vergleich zur Wild typ (WT)-Maus (Abb. 3D).

Im menschlichen Nebenhodengang wurde auch eine sehr hohe NEP-Expression im
Vergleich zur NEP-Expression im Testis beobachtet (Abb. 3C). Als Ladungskontrolle

haben wir Vinculin verwendet.
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Abbildung 3: Western-Blot-Analyse der NEP-Expression in menschlichen und Maus-
Epididymis.
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A): NEP-Expression in verschiedenen Organen von 2 Maiusen bei Immunblot-
Untersuchung. Die Abbildung zeigte die auBergewdhnliche NEP-Expression im
Nebenhoden im Vergleich zu anderen Organen. Als Ladungskontrolle wurde Vinculin

verwendet.

B): Enzymatische Deglykosylierung von NEP im Maus-Nebenhodengang wurde mittels
Immunoblot untersucht. Die Inkubation erfolgte fiir 6 Stunden bei 37°C mit (+) — oder
ohne (-) Anwesenheit von N-Glykosidase F. Unbehandelte Probe gilt als Referenz-
Kontrolle (0).

C): NEP-Expression von 3 unterschiedlichen menschlichen Nebenhoden und Hoden
D): Western-Blot-Analyse der NEP-Expression in verschiedenen Organen von Wild-
Typ(WT)-Miusen und GC-A-KO- Miusen.

4.1.1 NEP-Lokalisation im menschlichen Nebenhoden

Um zu kldren, in welchen Teilen des Nebenhodens NEP vorkommt, wurden
verschiedene  Bereiche des  Nebenhodengangsystems  (Ductuli  efferentes,
D.epididymidis) zusammen mit benachbarten Strukturen des Reproduktionstraktes
(Rete testis, D.deferens) unter Verwendung eines anti-NEP-Antikorpers und Envision-
Kit (DAKO) sowie DAB-Entwicklung mit Nickelverstirkung auf das Vorhandensein
von NEP immunhistochemisch untersucht. Die immunhistochemische Untersuchung
erfolgte sowohl mit hitze-induziertem Antigen-Retrieval (Mikrowelle-Behandlung) als

auch ohne Mikrowelle-Behandlung.

4.1.1.1 NEP-Immunoreaktivitit in Rete testis und Ductuli efferentes des
menschlichen-Nebenhodens

Bei der immunohistochemischen Untersuchung ist deutlich zu erkennen, dass NEP-
Expression im Rete testis fehlt. Dagegen lieBen sich NEP-positive Strukturen der

Ductuli efferentes gut darstellen (Abb. 4A; B und C).
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Bei der hoheren mikroskopischen Vergroferung der Ductuli efferentes lieB sich die
NEP-Expression genauer charakterisieren. NEP ist nur apikal in den Mikrovilli-
tragenden Epithelzellen lokalisiert. Dagegen fehlt die NEP-Expression in den
Membranen der Kinozilien-tragenden Epithelzellen (Abb. 5A und -B)

Abbildung 4:
A): Mikroskopischer Ausschnitt des Ubergangs zwischen Rete testis (RT) und Ductuli
efferentes (D.Eff) beim Menschen in der H-E-Firbung.
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Abbildung 5: Immunhistochemischer NEP-Nachweis beim Menschen.
A-B): Uberblick von NEP-positiven mikrovillitragenden Epithelzellen (m), die
benachbart zu NEP-negativen kinozilientragenden Epithelzellen (k) sind.
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4.1.1.2 NEP-Expression im Ductus epididymidis des Menschen-Nebenhodens

Die NEP-Lokalisation und -Expression im D. epididymidis im Bereich der Stereozillien
ist eindeutig. Vergleiche zwischen Caput-; Corpus- und Cauda-Bereich des
Nebenhodenganges (Abb. 6A, B, C, und D) zeigen, dass NEP im sémtlichen
Nebenhodengang im Apikalbereich der Membranen exprimiert ist. Bei der Betrachtung
der NEP-Expression stellte sich die Frage nach der spezifischen Funktion des NEP im
Nebenhoden.

Als Kontrolle fiir die NEP-Expression im apikalen Bereich des Membrans des
D.epididymidis ~ wurde = Immunfluoreszenz-Untersuchung  durchgefiihrt.  Die
Nebenhodengang-Kryoschnitte wurden mit Aceton fixiert. Die untersuchten
Membranen des Nebenhodenganges zeigen sich positiv fiir NEP (Abb. 7).
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Abbildung 6:

A): Ubergang zwischen NEP-positivem D. efferens und NEP-positiven Ductuli
epididymidis (Caput-Bereich).

B): NEP-positive Epithelzellen des D.epididymidis (Corpus-Bereich) im Bereich der
Stereozillien (S).

C): Negativkontrolle.

D): NEP-positive Epithelzellen des D.epididymidis im Cauda Bereich.
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Abbildung 7: NEP-Nachweis im menschlichen Nebenhoden mittels Immunfluoreszenz

(Aceton-fixierte Kryoschnitte, Alexa 488).

4.1.1.3 NEP-Expression im Ductus deferens

Bei der Beobachtung des Nebenhodens auf NEP-Expression konnten zahlreiche NEP-
positive Epithelzellen im gesamten Nebenhodengang identifiziert werden. Es ist
eindeutig zu erkennen, dass die NEP-positiven Epithelzellen im Dd.efferentes,

D.epididymidis und D.deferens gut darstellbar sind (Abb. 8A).

“' ¥ A4

50pum

Abbildung 8:
A): NEP-positive Epithelzellen im menschlichen D.deferens (Pfeil).
B): Negativkontrolle.
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4.1.1.4 Immunhistochemische Untersuchung unter hitze-induziertes Antigen-
Retrieval (Mikrowelle-Behandlung)

Um verléssliche Ergebnisse der NEP-Immunoreaktivitdt im Nebenhoden zu gewinnen,
wurde auch die immunhistochemische Untersuchung unter Mikrowellen-Behandlung
durchgefiihrt. Die Abbildungen (9B, 9D, 9F) zeigen, dass die NEP-Immunoreaktivitit
unter Mikrowelle-Behandlung viel stirker ist. Wahrend die NEP-Expression in Apikal-
und Basalzellen des D.deferens nur bei hitzeinduziertem Antigen-Retrieval gut (Abb.
9E-F) darstellbar ist, zeigte die NEP-Expression in Apikalzellen bzw. Stereozilien der
D.efferentes- und des D.epididymidis die gleiche Lokalisation (Abb. 9 A-D).

NEP-Nachweis nach Hitze-induziertem Antigen-Retrieval ’

D .efferens D.epididymis ‘ D. deferens ‘

Abbildung 9:

A-B): NEP-positive Epithelzellen im D.efferens mit (B) und ohne (A) Mikrowellen-
Behandlung.

C-D): NEP-Immunoreaktivitdt in Stereozilien der Epithelzellen des D.epididymidis
(Corpus-Bereich) im Bereich der Stereozilien mit (D) und ohne (C) Mikrowellen-
Behandlung.

E-F): NEP-Immunoreaktivitit im menschlichen D.deferens ist ohne Mikrowellen-
Behandlung schwach zu sehen (E). Gut darstellbare NEP-Expression im D.deferens
unter Mikrowellen-Behandlung (F).
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4.1.2. Immunoreaktivitat im Maus-Nebenhoden
Um die NEP-Lokalisation im Maus-Nebenhoden mit dem menschlichen Nebenhoden zu
vergleichen, wurden immunhistochemische Reaktionen auch in sdmtlichen Maus-

Nebenhodenabschnitten vorgenommen.

NEP-Expression fand sich in drei Abschnitte des Maus-Nebenhodens in verschiedenen
Expressionsmuster. Sowohl im Caput-, Corpus- als auch im Cauda-Bereich lieen sich
NEP positiven Epithelzellen darstellen. Im Caput-Bereich des Maus-Nebenhodens
lieBen sich die NEP-Expressionen nur in Einzelzellen (Pfeil) darstellen (Abb. 10); Im
Corpus-Bereich wiesen die NEP-Expression im gesamten Apikalbereich des
Membranepithelzellens auf (Abb. 11); und im Cauda-Bereich fehlte die NEP-
Immunoreaktivitét in Einzelzellen des Epithels (Abb. 12; Pfeil).
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Abbildung 10:

A): NEP-Immunoreaktivitit im Caput des Maus-Nebenhodens kommt nur in einzelnen
Epithelzellen (Pfeil) vor.

B): Negativkontrolle.
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Abbildung 11:

A): NEP-Immunoreaktivitdt im Corpus des Maus-Nebenhodens kommt in der
Apikalmembran aller Epithelzellen vor.

B): Negativkontrolle.
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Abbildung 12:

A): Fehlende NEP-Immunoreaktivitit auf einzelnen Epithelzellen (Pfeil) des Maus-
Nebenhodens im Cauda-Bereich.

B): Negativkontrolle
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4.2 Lokalisation von NEP und SMA im Mensch-Nebenhoden

Darauthin erfolgten immunhistochemische Doppelfirbungen mit einem NEP- und
SMA-Antikorper, um zu kliren, ob es eine Korrelation zwischen dem Muster der NEP-
Féarbungen im Epithel (Abb. 13-14) und der Dicke der darunterliegenden Schicht glatter
Muskulatur gibt, die auch auf den jeweiligen Nebenhodenabschnitt hinweist. Der
Antikorper SMA féarbt das Protein der glatten Muskelzellen an (o-smooth-muscle-
Aktin) und weist zur Identifizierung dieser Zellen hin. SMA-Firbung zeigte sich in der
das Epithel umgebenden glatten Muskelzelleschicht des Nebenhodenganges sowie in
den glatten Muskelzellen der Gefdfle. In den SMA-positiven Zellen war an keiner Stelle
auch NEP-Farbung vorhanden. Diese beschrinkte sich wie zuvor bei den

Einzelfarbungen sichtbar auf den apikalen Bereich der Epithelzellen.

Abbildung 13:
A): Ubersichtsaufnahmen von NEP-positive Epithelzellen (E) und SMA-positive glatte
Muskelzellen (M) im menschlichen Nebenhoden.

B): Negativkontrolle.
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Abbildung 14:

Doppelfiarbung von NEP-positive Epithelzellen (E) und SMA —positive Muskelzellen
(M) im menschlichen Nebenhoden. NEP Expression lokalisiert ausschlieBlich auf
Apikalmembranen der Epithelzellen (E).

4.3 Fehlende Kolokalisation von NEP und Claudin-1 im Maus und humanen
Nebenhoden

Claudin-1 ist als ein Protein bekannt, dass bei der Ratte die Zellmembran der
Basalzellen markiert (Gregory et al. 2001; Shum et al. 2008){17, 106}. Dies ist bei den
imunhistochemischen und Immunfluoreszenz-Untersuchungen im Maus- und humanen
Nebenhoden nachweisbar (Abb. 15-16). Zur Claudin-1-Immunoreaktivitit entlang der
lateralen Epithelzellkontakte bei der Ratte gibt es bislang diskrepante Ergebnisse.
Gregory et al. 2001 zeigten diese, wihrend Shum und Kollegen eine solche nicht
nachweisen konnten. In der vorliegenden Arbeit siecht man bei hoher Vergroferung
Claudin-1-Immunoreaktivitit im apikalen Bereich der Epithelzellkontakte des

Menschen (Abb. 16) und der Maus (Abb. 18).
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Um zu kléren, ob NEP mit Claudin-1 kolokalisiert ist, wurden Doppelfdarbungen mit
Antikorpern gegen NEP und Claudin-1 durchgefiihrt. Die Doppelfarbungen erlauben
eine Darstellung sowohl von Claudin-1 als auch von NEP (Abb. 17-19). Hierbei zeigt
sich aber, dass die NEP-positiven Epithelzellen nicht mit den Claudin-1-positiven

Zellen identisch sind.
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Abbildung 15:
A): Claudin-1-positive Basalzellen im Epithel des Maus-Nebenhoden (roter Pfeil).
B): Negativkontrolle.
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Abbildung 16:
Claudin-1-positive Basalzellen (C) im humanen Nebenhoden. Die Zellkerne sind mit
DAPI gefirbt (D). Daneben sieht man Claudin-1-Immunoreaktivitit auch im lateralen

Bereich einiger zum Lumen reichender Zellen (rote, gestrichelte Pfeile).

Abbildung 17:

A): Doppelfarbung von NEP-positiven Epithelzellen im apikalen Bereich (A) und
Claudin-1-positiven Basalepithelzellen (B) des Maus-Nebenhodens.

B): Negativkontrolle.
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Abbildung 18:

Doppelfarbung von NEP und Claudin-1 im Maus-Nebenhoden. Man sieht NEP-positive
Epithelzellen im apikalen Bereich (roter Pfeil) und Claudin-1-Immunoreaktivitit, die in
der Zellmembran von Basalzellen (schwarzer Pfeil) und im lateralen Bereich der

Epithelzellkontakte von Hauptzellen (brauner Pfeil) lokalisiert ist.

Abbildung 19:

A-B): Doppelfirbung von NEP-positiven Epithelzellen im Bereich der Stereozillien (S)
und Claudin-1-positiven Basalepithelzellen (roter Pfeil) des Human-

Nebenhodens.
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4.4 CNP -Expression im humanen Nebenhoden

Die natriuretischen Peptide ANP und CNP sind als Substrate von NEP bekannt. CNP
wurde in hoher Konzentration im Nebenhoden des Schweins und auch im
Seminalplasma und Prostata vom Schwein mittels Radio-Immunassay (RIA) (Nielsen et
al. 2008) beschrieben {82}. Um die CNP-Expression im menschlichen und Maus-
Nebenhoden genauer zu lokalisieren, wurde CNP im humanen- und Maus-
Nebenhodengang mittels Immunfluoreszenz- und Immunhistochemie-Untersuchungen

durchgefiihrt.

Bei der immunhistochochemischen-Untersuchung liel sich CNP-Immunoreaktivitit im
apikalen Bereich der Maus-Nebenhodenepithelzellen gut darstellen (Abb. 20). CNP-
Expression mittels Immunfluoreszenz ist ausschlieBlich im apikalen Bereich der

Epithelzellen des menschlichen Nebenhodens lokalisiert (Abb. 21-22).

Abbildung 20: CNP-Immunoreaktivitit im apikalen Bereich der Epithelzellen des
Maus-Nebenhodes (Pfeile).
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(-)Kontrolle

Abbildung 21:
A): CNP ist ausschlielich im apikalen Bereich der Epithelzellen des menschlichen
Nebenhodens lokalisiert.

B): Negativkontrolle.
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Abbildung 22:
CNP-Expression im apikalen Bereich der Epithelzellen des humanen Nebenhodes (C)
und DAPI-gefirbte Zellkerne (D).
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4.5 GC-B Expression im humanen Nebenhoden

CNP bindet spezifisch an den natriuretischen Peptid-Rezeptor Guanylatzyklase B
(GC-B). Aufgrund der reichlichen CNP-Konzentrationen im apikalen Bereich der
Nebenhodenepithelzellen, wurde die Anwesenheit von GC-B mittels Immunfluoreszenz

im Nebenhoden untersucht.

Bei der Immunfluoreszenz-Untersuchung lie sich GC-B-Immunoreaktivitit im
apikalen Bereich der Nebenhodenepithelzellen und in der Tunica muscularis des

Nebenhodengangs gut darstellen (Abb. 23).

200pm (.) Kontrolle
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Abbildung 23:
A): GC-B-Expression im apikalen Bereich der Epithelzellen (A) und in der Tunica
muscularis (M) des menschlichen Nebenhodens im Corpus-Bereich. Das Insert in A

zeigt die Negativkontrolle.

B): GC-B-Expression im apikalen Bereich der Epithelzellen (A) und Tunica muscularis
(M) des menschlichen Nebenhodens im Cauda-Bereich und Darstellung der DAPI-
gefirbten Zellkerne (D).

4.6 PKG 2 Immunoreaktivitit im Ductus epididymidis

Um Hinweise zu erhalten, an welche Proteine im Nebenhodenepithel von GC-B
erzeugtes cGMP binden konnte, wurde die Lokalisation der cGMP-abhéngigen
Proteinkinase Typ 2 (PKG2), deren Vorkommen in der apikalen Membran von

Epithelzellen anderer Organe beschrieben ist (Golin-Bisello et al. 2005){107}, als
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einem von mehreren bekannten cGMP bindenden Proteinen untersucht. Die Expression

von PKG2 in Niere, Darmtrakt und Gehirn wurde auch bei der Arbeit von Vaandrager

et al beschrieben (Vaandrager et al. 1996){101}.

In der apikalen Region der Stereozilien des menschlichen Nebenhodens zeigte sich eine

PKG-2-Férbung (Abb. 24).

Abbildung 24: PKG-2 Immunoreaktivitdt ist ausschlieBlich an der apikalen Seite der

Stereozilien des menschlichen Nebenhodens zu finden. B) Ausschnitt aus A.

4.7 Laser Capture Microdissection (LCM) und RT-PCR-Analyse

Nach LCM und RT-PCR-Analyse mit gewebespezifischen Primer-Paaren wurde die
Expression von CNPmRNA und GC-BmRNA in Epithelzellen und glatten
Muskelzellen des menschlichen Nebenhodengangs nachgewiesen (Abb. 25A). In
Analogie zur NEP-Immunoreaktivitdt im menschlichen Epididymis (Abb. 6) wurde
auch bestitigt, dass NEPmRNA ausschlieflich in Epithelzellen des menschlichen
Nebenhodengangs vorkommt (Abb. 25A). Genauso zeigte sich NEPmRNA auch in
Epithelzellen des Maus-Epididymis (Abb. 25B).

51




Human Maus

GC-B

CNP

SMA

TRPV6

NEP
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Abbildung 25: Ubersicht von CNP-, GC-B- und NEP-Expression mittels LCM + RT-
PCR.

A (links): Beispiele fiir ausgeschnittene Segmente von Epithelzelle- und glatte

Muskelzellschicht wurden abgebildet.

A (rechts): CNP- und GCBmRNA-Lokalisation in Epithelzellen (E)- und glatten
Muskelzellen (M) des menschlichen Nebenhodengangs. NEPmRNA ist ausschlieB3lich

in Epithelzellen des menschlichen Epididymis exprimiert.

B: NEP-, CNP- und GC-BmRNA-Expression im Maus-Epididymis.

3-Aktin wurde als Positivkontrolle fiir alle Gewebe verwendet. (1), (-) bzw. (0) driicken
aus, dass die Probe entweder mit reverser Transkriptase (+), ohne Reverse-
Transkriptase (-) behandelt werden, oder dass eine Wasser-Kontrolle (0) benutzt wurde.

TRPV6- bzw. SMA-Primer dienten als Marker fiir Epithel- bzw.Muskelzellschicht.

4.8 CNP-Degradation Untersuchung

Um zu kldren, ob NEP-Aktivitdt im Epididymis den CNP-Abbau reguliert, wurden
Membranproteine des Maus-Epididymis mit I-CNP in An- oder Abwesenheit von NEP-
Inhibitoren inkubiert. Die Abbauprodukte wurden durch Diinnschichtchromatographie

visualisiert.
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Die Studie  zeigte, dass in  Anwesenheit von  NEP-Inhibitoren
(Thiorphan/Phosphoramidon) die CNP weniger abgebbaut sind (Abb. 26 B-C).

Bei einer zweiten Untersuchung wollten wir priifen, ob die NEP-Inhibitoren CNP-
induzierte cGMP-Produktion beeinflussen konnen. Abbildung 27 zeigt, dass die
Nebenhodenmembranen, die mit Thiorpan oder Phopshoramidon inkubiert wurden,
hoéhere ¢cGMP-Konzentration aufweisen. Dies induziert, dass NEP CNP wihrend der
Inkubation abbaut (Abb. 27).
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Abbildung 26: NEP-Inhibitoren-Effekte fiir die Degradation von 1251-(Tyr0)-CNP
in Epithelzellmembranen des Maus-Epididymis
A): Aussehen von unbehandelten 125I-[Tyr0]-CNP nach Diinnschichtchromatographie.

Pfeile zeigten eine intakte (1) und linearisierte (2) Form vom Radioligand.

B): Epithelzellmembranen des Epididymis (2ug Protein) wurden fiir 5 oder 30 Minuten
mit CNP (20 pM plus 10 pM 125I-[Tyr0] -CNP) bei 35°C sowohl in Anwesenheit als
auch in Abwesenheit von Thiorphan (10 uM) inkubiert. Die Reaktionen wurden mittels

Diinnschichtchromatographie und Autoradiographie untersucht.

C: Nebenhodenmembranen (2 pg Protein) wurden fiir 5 Minuten mit CNP (20 pM plus
10 pM 1251-[Tyr0]-CNP) bei 35°C sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit von
Thiorphan (10 uM) bzw. Phosporamidon (10 pM) inkubiert.

Beide NEP-Inhibitoren vermindern stark die Erzeugung bestimmter Zwischenstufen

(X,Klammern) und eines finalen CNP-Spaltproduktes (y).
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Abb. 27. Effekt von NEP-Inhibitoren auf die CNP-stimulierte cGMP-Produktion
im Maus-Epididymis.

Nebenhodenmembranen wurden fiir 6 min (30°C) in An- oder Abwesenheit von NEP-
Inhibitoren inkubiert. Anschlieend wurden die Membranen (10 pg Protein) mit 0.1 uM
CNP fiir 15 min bei 37°C in Guanylatzyklase-Reaktionspuffer behandelt. Die cGMP-
Werte wurden mittels ELISA bestimmt. Das Ergebnis zeigt, dass die Anwesenheit der

beiden Inhibitoren einen signifikanten c¢GMP-Konzentrations-Anstieg erzeugte
(*P<0.001, n=4).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten die Lokalisation und Expression von neutraler
Endopeptidase in Epithelzellen des Epididymis nachgewiesen werden. Daneben wurde
die Beteiligung dieses Enzyms am Abbau des wichtigen Seminalplasmapeptid CNP im
Epididymis beobachtet.

Bei der Western-Blot-Analyse wurde gezeigt, dass die NEP-Expression im
menschlichen und Maus-Nebenhoden 1im Vergleich zu anderen Organen
aullergewohnlich hoch ist. Die NEP-Expression in Organen wie Nieren und Gehirn, fiir
welche in mehreren Studien spezielle Relevanz fiir die Entstehung der Alzheimer-
Erkrankung (Nalivaeva et al. 2012){23} bzw. Regulation des Renin-Angiotensin-
Aldosteron -Systems (Chen et al. 1999){108} beschrieben wurde, ist in der hier
vorliegenden Arbeit mituntersucht worden. Obwohl die NEP-Expression bei den beiden
Organen nachweisbar war, war sie allerdings schwicher als im Nebenhoden, was auf

eine besondere Wichtigkeit in diesem Organ hinweist.

In dieser Arbeit wurden zur Untersuchung der Expression und Lokalisation von NEP in
erster Linie menschliches und Maus-Nebenhodengewebe genutzt, das aus Bestinden
des Instituts fiir Anatomie und Zellbiologie am JLU GieBlen stammt. Um die detaillierte
Lokalisation von NEP im Epididymis darzustellen, wurden immunhistochemische und

Immunfloreszenz-Analysen durchgefiihrt.

In unseren Versuchen konnte NEP-Immunoreaktivitit im menschlichen Nebenhoden in
D.efferens, D. epididymis und D. deferens nachgewiesen werden. Im Maus-
Nebenhoden war ebenfalls der Caput-, Corpus- und Cauda-Bereich nach anti-NEP-
Farbung markiert. Die gleichzeitige Darstellung des Epididymis in verschiedenen
Bereichen  durch  Kombination einer  Hé&matoxylin-Eosin ~ Fiarbung  mit
immunhistochemischen Untersuchungen erlaubte die spezifische NEP-Lokalisation in
Epithelzellen von verschiedenen Epididymisstrukturen. Durchgefiihrte
immunhistochemische Doppelfirbungen des menschlichen Nebenhodens mit einem
NEP- und SMA-Antikorper zeigten, dass es keine Lokalisation von NEP in glatten
Muskelzellen und keine Korrelation zwischen der NEP-Expression im Epithel und der
Dicke der glatten Muskelzellschicht gibt, die auch auf den jeweiligen
Nebenhodenabschnitt hinweist (AH Holstein, Benninghoff 17.Auflage, 2008){1}.
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In fritheren Studien wurde nur ungenau iiber die NEP-Expression im Epididymis
berichtet. Es fehlte bislang eine detaillierte Beschreibung des NEP-Expressionsmusters
und der subzelluldren Lokalisation (Erdos et al. 1985; Cerilli et al. 2003; Ordi et al.
2001; Sasaki et al. 2009){35-37, 109}. Wéahrend Cerilli et al. (2003) die NEP zur
Identifizierung  von  Nebenhoden- und D. deferens-Gewebe bei  der
Leistenbruchoperation junger Ménner nutzten, verwendeten Ordi und Kollegen (2001)

die NEP-Immunoreaktivitét fiir die Diagnose von Mesonephros-Tumoren.

Bei der immunhistochemischen Analyse des menschlichen Nebenhodens lief sich NEP-
Immunoreaktivitit auf der apikalen Seite des Membranepithels in Dd.efferentes, im
D.epididymis (Caput; Corpus; Cauda) und im D.deferens gut darstellen. Dagegen ist

deutlich zu erkennen, dass NEP-Expression im Rete Testis fehlt.

Bei den menschlichen Dd.efferentes lieBen sich NEP nur apikal in den Mikrovilli-
tragenden Epithelzellen lokalisieren. Dagegen fehlt die NEP-Expression in den
Membranen der Kinozilien-tragenden Epithelzellen. Es ist allgemein bekannt, dass die
Hauptzellen der Dd. efferentes (mikrovillitragende Zellen) an der Fliissigkeitsresorption
beteiligt sind. Demgegeniiber besitzen die kinozilientragenden Zellen der Dd.efferentes
nur wenig Kapazitit fiir Synthese und Sekretion von Exportproteinen (Holstein 2008;
Robaire et al. 1995; Syntin 2001){1, 110, 111}. Aufgrund der spezifischen NEP-
Lokalisation auf der apikalen Seite der Epithelien wird vermutet, dass NEP eine
bedeutsame Rolle fiir Sekretion und Reabsorption oder fiir den Informationsaustausch

mit Luminalfaktoren spielt.

In Bezug auf den Nebenhodengang haben wir in den vorliegenden
immunhistochemischen Experimenten NEP-Expression flir die drei Abschnitte des
Maus-Nebenhodens ein unterschiedliches Expressionsmuster beobachtet. NEP- positive
Epithelzellen sind sowohl im Caput-, Corpus-, als auch im Cauda-Bereich zu finden. Im
Caput-Bereich des Maus-Nebenhodens wird NEP nur in einzelnen Zellen exprimiert; im
Corpus-Bereich liel sich NEP-Expression apikal in allen Zellen darstellen; und im

Cauda-Bereich fehlte NEP-Expression nur in einzelnen Zellen des Epithels.
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Wie in der Literatur beschrieben, besteht das Epithel des D. epididymidis aus mehreren
Zelltypen wie Hauptzellen, Basalzellen, ,halo cells”, und sogenannten ,,clear cells*
(Holstein 2008; Robaire et al. 1995; Syntin et al. 2001; Cornwall et al. 2009){1, 110-
112}.

Hauptzellen sind die hdufigsten Zelltypen im Nebenhoden und besitzen eine hohe,
sdulenartige Form. Diese sdulenartigen Zellen sitzen der Basalmembran auf und
erreichen immer das Lumen des Epididymis. Die Hauptzellen sind fiir aktiven Transport
bzw. Sekretion kleiner Biomolekiile; Proteinsynthese und Fliissigkeitsabsorption in
Epithelien verantwortlich. Basalzellen sind definiert als kleine, gestreckte Zellen, die
auf der basolateralen Seite der Epithelien lokalisiert sind (Robaire et al. 1995; Syntin et
al. 2001; Ford et al. 1992){110, 111, 113}. In der Arbeit von Shum et al. (2008) wurde
aber mittels konfokaler 3D-Laser-Scanning-Mikroskopie beobachtet, dass lange
schmale Zytoplasma-Ausldufer einiger Basalzellen das Epithellumen des
Nebenhodenkanals erreichen kdnnen. In dieser Arbeit wird auch angenommen, dass die
Basalzellen an der Regulation der Protonensekretion und des luminalen pH-Wertes in
einem Angiotensin [I-vermittelten Mechanismus mitbeteiligt sind

(Shum et al. 2008) {106}

Aufgrund unserer Vermutung, dass NEP eine wichtige Rolle fiir Informationsaustausch
mit anderen Luminalfaktoren im Nebenhodenlumen spielt und der Beschreibung von
Basalzellen mit apikalem Vorsatz Shum et al. (2008), ist die Lokalisation von NEP auf
derartigen Basalzellepithelien auch denkbar. Es ist bekannt, dass Claudin-1 ein Marker
fiir die Zellmembran der Basalzellen im Ratten-Nebenhoden ist (Gregory et al. 2001;
Shum et al. 2008){17, 106}. Um die NEP-Lokalisation im menschlichen und Maus-
Nebenhodengang genauer zu charakterisieren, haben wir die immunhistochemische und
Immunfluoreszenz -Doppelfirbung mit Antikorpern gegen NEP und Claudin-1
durchgefiihrt. Unsere Ergebnisse zeigten, dass NEP mit Claudin-1 nicht kolokalisiert ist.
Daher konnte die NEP-Lokalisation in Zellmembranen der Basalzellen ausgeschlossen

werden.

In der Literatur wird der Maus-Nebenhoden nicht in die drei klassischen Abschnitte
Caput, Corpus, Cauda unterteilt, sondern man kann im Maus-Nebenhoden 10 Segmente

differenzieren (Abou-Haila und Fain-Maurel 1984; Johnston et al. 2005; Jelinsky et al.
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2007; Turner et al. 2003){3-6}. Um die segmentale Lokalisation von NEP zu erfassen,
haben wir im Maus-Nebenhoden im gesamten Nebenhodengang eine Kombination von
Azan-Farbung mit immunhistochemischen Untersuchungen durchgefiihrt. Durch diese
von unserer Arbeitsgruppe nach Abschluss der hier vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Untersuchung konnten die Segmente im Maus-Nebenhoden gut dargestellt werden und

ermoglichen eine genauere segmentspezifische NEP-Lokalisation (Thong et al.

2014){114}.

Das hochprismatische Epithel im D.deferens ist zweireihig und die Epithelzellen des
D.deferens sind identisch mit Epithelzellen im Nebenhodengang. Beide Zellen tragen
Stereozilien im apikalen Bereich des Membranepithels (Holstein, 2008){1}, was die
NEP-Lokalisation in beiden Zelltypen versténdlich macht.

Die auflergewohnliche hohe Expression der neutralen Endopeptidase (NEP) im
Nebenhoden weist auf besondere organspezifische Funktionen dieses Proteins hin
(Erdos et al. 1985){35}. Die isolierte NEP-Lokalisation in den Epididymisepithelzellen
spricht eher fiir eine NEP-Funktion in Epithelien als fiir glatte Muskelzellen oder als fiir

andere Zellaktivititen.

Interessant ist, dass das NEP-Protein des Maus-Nebenhodens im Gegensatz zur
humanen NEP als zwei Formen mit einer Molekiilmasse im Bereich von 92 und 100 kD
nachweisbar war. Diese Unterschiede sind in erster Linie auf eine unterschiedliche
Glykosylierung der NEP im Maus-Nebenhoden zuriickzufiihren. In der Literatur wurde
beschrieben, dass die NEP-Glykosylierung gewebe- bzw. zelltypspezifisch ist
(Hemming et al. 2007; Miiller et al. 2010b; Vida und Hersh 1992){31, 43, 115}. Daher
ist denkbar, dass im Nagertier-Epididymis, der im Vergleich zum Menschen mehrere
hochdifferenzierte Epithelzelltypen (Shum et al. 2008){106} besitzt, zelltypspezifische

Glykosylierungsmuster existieren.

Glykosylierung hat generell diverse Funktionen. Zum einen dient die Glykosylierung
der Stabilisierung von verschiedenen Proteinen und schiitzt die Proteine vor
proteolytischem Abbau (Yasar Yildiz et al. 2014){116}. AuBerdem spielt die
Glykosylierung fiir die unter physiologischen Bedingungen vorkommende spezifische

Proteinkonformation eine wichtige Rolle und verdndert damit z.B. auch die
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Bindungsaffinitit von Rezeptoren wie dem Insulinrezeptor (Forbes et al. 2015; Carlberg
et al. 1996){117, 118}. Ob dies auch fiir die extrazellulire Bindung an NEP von
Bedeutung ist, ist noch nicht hinreichend geklért. Die Funktion von Glykosylierungen
fir die Regulation des intrazelluliren Transports (Proteintargeting) wurde in der
Literatur auch wiederholt beschrieben (Nguema-Ona et al. 2014; Lerouge et al.
1998){119, 120}. Weiterhin sind Zuckerketten von Glykoproteinen auch wichtige
strukturelle Bestandteile von Zellmembranen (Hall et al. 2014; Zhao et al. 2008) und
entscheiden somit u.a. auch zwischen Zelladhdsion und Migration (Galuska et al.
2010){121-123}. Bei der postnatalen Entwicklung des Nebenhodens der Maus konnte
kiirzlich eine umgekehrte Korrelation zwischen Polysialisierung des Adhédsionsmolekiils
NCAM und der Menge von extrazelluliren Kollagen gefunden werden

(Simon et al. 2015){124}.

In der Literatur wurden extrazellulire Peptidaseaktivititen von NEP in
unterschiedlichen Organen wie Prostata (Papandreou et al., 1998), Lunge
(Hofeld 2011), GefdBen (Lu et al. 1997) und Gehirn (Farris et al. 2007; Nalivaeva et al.
2012) beschrieben{23, 125-128}.

Papandreau et al. (1998) beschrieben, dass NEP einen tumor- suprimierenden Effekt
beim Androgen-abhidngigen Prostatakarzinom ausiibt. Es wird vermutet, dass NEP die
Neuropeptide, die das Tumorwachstum des Prostatakrebs beglinstigen, spaltet und
inaktiviert (Papandreou et al. 1998){125}. Unter Betrachtung der hohen Expression von
NEP im Nebenhoden und des klinisch extrem selten festgestellten Nebenhodenkrebs ist
zukiinftig interessant zu untersuchen, ob diese Phdnomene eine kausale Beziehung

besitzen.

Es ist bekannt, dass NEP unterschiedliche Peptide wie Substance-P, Enkephaline,
Tachykinine, B- Amyloide und insbesondere auch natriuretische Peptide (NP) spaltet
(Nalivaeva et al. 2012; Matsas et al. 1984){22, 23}. Im Vergleich zum Herzhormon
BNP besitzt NEP eine sehr hohe Degradationspotenz fiir CNP, die im Bereich von ANP
liegt und deutlich hoher ist als fiir BNP (Kenny et al. 1993; Watanabe et al. 1997,
Pankow et al. 2009){32, 93, 96}. Man vermutet, dass diese geringere Affinitit
gegeniiber NEP ursachlich fiir die langere Halbwertszeit von BNP im Blut im Vergleich
zu ANP und CNP ist (Smith et al. 2000; Potter et al. 2006){68, 97}. In mehreren
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Studien wurde dariiber berichtet, dass die Anwendung von NEP-Inhibitoren bei Ratte
und Maus zur Steigerung der biologischen Aktivitét von natriuretischen Peptiden in der
Lunge (GefdBerweiterung; Inhibition von Gefd3-Remodeling) fiihrte(,,4th International
Conference on cGMP®, Regensburg, Juni 2009; Hofeld 2011){126}. Ob dieses
Phidnomen zur therapeutischen Anwendung bei pulmonaler Hypertonie fiihrt, wird
weiter untersucht. Daher ist eine Rolle von NEP auch fiir eine Degradation und

Inaktivierung des Seminalplasmapeptids CNP im Epididymis denkbar.

Die drei unterschiedlichen NP-Rezeptoren sind durch ihre ligandspezifische
Bindungsaffinitit, Guanylatzyklaseaktivitit und die intrazellulire cGMP-Produktion
charakterisiert. Wihrend ANP und BNP an GCA(NPR-A) spezifisch binden, bindet
CNP spezifisch an GCB(NPR-B). Durch die Bindung von natriuretischen Peptiden an
ihre Rezeptoren wird der intrazelluldre sekundire Botenstoff cGMP produziert (Pandey
2014){129}. Neben der Steuerung durch GCB(NPR-B) wird CNP genau wie ANP und
BNP durch eine Bindung an den Clearance-Rezeptor (NPR-C) internalisiert (Maack et
al. 1993; Kuhn 2003; Pandey 2014){48, 89, 129}. Somit existiert neben der NEP ein
weiteres System zur Steuerung des NP-Abbaus und damit der lokalen Aktivitdt der

natriuretischen Peptide.

Zusétzlich wurde in mehreren Studien beschrieben, dass die Dephosphorylierung von
Serin- und Threoninresten die Guanylatzyklaseaktivitdt und damit die Funktion von NP
deutlich beeinflusst (Potter et al. 1998; Miiller et al. 2006){54, 55}. Durch eine
Dephosphorylierung konnte die Aktivitdit der Guanylatzyklasen vermindert
(desensibilisiert) werden. Die beschriebene Desensibilisierung konnte durch eine
konstante Exposition von natriuretischen Peptiden verursacht werden (Potter review
2001){52}. Obwohl eine Untersuchung iiber die Aktivititregulation der natriuretischen
Peptide im Nebenhoden noch fehlte, war es aber denkbar, dass die hohe NEP-
Expression im Epididymis die NP-Funktion im Nebenhoden reguliert.

Zur Uberpriifung, ob NEP CNP auch im Epididymis reguliert, wurden initial
immunshistochemische-, Immunfluoreszenz- und RT-PCR-Analysen des CNP/GC-B-
Systems durchgefiihrt. In unseren Versuchen konnte eine CNP- und GCB-Expression in
Epithel- und Muskelzellen des Nebenhodenganges von Maus und Mensch beobachtet
werden. Im Ratten-Epididymis wurde kurzlich auch beobachtet, dass CNP-Transkripte
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im Vergleich zu ANP- und BNP-Transkripten stirker exprimiert werden
(C.Feuerstacke, Dissertation JLU-Giessen). Diese Daten belegen die lokale Produktion
insbesondere von CNP im Epididymis. In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis haben
Nielsen und Kollegen (2008) iiber die Synthese von Pro-CNP in Epithelzellen des
Epididymis, in der Prostata und in der Samenblase berichtet, was auf eine wichtige
Rolle von CNP im ménnlichen Reproduktionstrakt hinweist. Dies wird gestiitzt durch
Daten iiber hohe CNP-Konzentrationen im Seminalplasma (Nielsen et al. 2008;
Chrisman et al. 1993){82, 130}. Aufgrund dieser Befunde haben wir unsere
Aufmerksamkeit auf dieses Peptid als ein bekanntes NEP-Substrat erhdht.

Vor dem Hintergrund, dass NEP CNP degradiert (Potter 2011; Pankow et al. 2009) und
NEP-Inhibitoren in unserer Studie zu einem Anstieg der CNP-induzierten cGMP-
Produktion fiihren, ist es sehr wahrscheinlich, dass NEP fiir die Regulation CNP-
induzierter zelluldrer cGMP-Effekte eine wesentliche Rolle spielt{96, 131}.

Um die GC-B-Expression im menschlichen und Maus-Nebenhoden zu untersuchen,
haben wir in der hier vorliegenden Arbeit RT-PCR- und Immunfluoreszenz-Analysen
durchgefiihrt. Unsere Versuche zeigten, dass GC-B-Expression im Maus- und humanen
Nebenhoden sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene in Epithel und

umgebender Muskulatur nachgewiesen werden konnte.

GC-B-Expression im Epididymis wurde in mehreren Arbeiten auf Proteinebene
beschrieben (Mewe et al. 2006; Miiller et al. 2011; Mietens et al. 2014){40, 41, 132}.
Wihrend Mewe und Kollegen (2006) GC-B-Expression auf Proteinebene im Rinder-
Nebenhodengang beobachtet haben, berichteten Miiller und Kollegen (2011) iiber GC-
B-Expression im gesamten Ratten-Nebenhoden. Die GC-B Expression im gesamten
Ratten-Nebenhoden auch auf mRNA-Ebene wurde nachgewiesen (C.Feuerstacke,

Dissertation JLU-Gief3en).

CNP wirkt mittels GC-B-Rezeptor als autokriner- bzw. parakriner-Regulator des
Gefédfitonus und der Gefédlzellproliferation. Es hemmt die Proliferation der glatten
Gefiallmuskelzellen, aber stimuliert das Wachstum von Endothelzellen. Daher ist es sehr
wahrscheinlich, dass GC-B in Gefdlen die vaskulare Regeneration moduliert

(Kuhn 2003){48}.
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Die publizierten Daten {iber GC-B-Expression zeigen (Mewe et al. 2006; Miiller et al.
2011) und in der hier vorliegenden Arbeit zeigt, dass CNP auch eine lokale Funktion im
Nebenhoden besitzt neben der zu vermutenden Rolle auf den weiblichen
Reproduktionstrakt durch den Nachweis des Peptids in Seminalplasma (Nielsen et al.

2008)1{40, 41, 82}.

Aufgrund der hier nachgewiesenen GC-B Expression sowohl in Epithelien als auch in
glatten Muskelzellen des Nebenhoden-Ganges ist auch denkbar, dass CNP die
Kontraktilitit des Nebenhodens beeinflusst. In der Arbeit von Mietens und Kollegen
(2014) wurde aber gezeigt, dass CNP im Vergleich zu ANP und NO nur eine
untergeordnete Rolle fiir die Kontraktilitit des Nebenhodens spielt (Mietens et al.
2014){132}. Diese Arbeit verstirkt unsere Vermutung, dass hohe CNP-Expression im
Nebenhoden hauptsidchlich die epitheliale Funktion und Wasserhaushalt im

Nebenhodenlumen reguliert.

Da der Nebenhoden fiir die Spermienreifung verantwortlich ist und mehrere Peptidasen
an den Reifungsprozessen mitbeteiligt sind (Holstein 2008; Robaire et al. 1995; Syntin
et al. 2001), konnen wir ein Einfluss von NEP-verwandten Enzymen auf die CNP-
Degradation im Nebenhoden nicht ausschlieBen (Carpentier et al. 2004){1, 110, 111,
133}. Beispielsweise konnten auch die Enkephaline, die im Akrosom von menschlichen
und Maus-Spermatozoen zu finden sind, durch NEP reguliert werden (Kew et al. 1990;
Foresta et al. 1986){134, 135}. Es ist allerdings unbestreitbar, dass NEP eine besonders
wichtige Membranprotease fiir die Degradation der natriuretischen Peptide im Korper
darstellt. Denn wir haben immer wieder eine Korrelation zwischen NEP-Proteinspiegel
und ANP/CNP-Degradationsaktivititen wéhrend unserer Untersuchungen mit den

Membranpréiparationen von unterschiedlichen Maus- und Rattengeweben beobachtet.

Ein weiterer cGMP-Effekt in Epithelzellen ist die Regulation der Angiotensin-II-
Signalwege, die eine wichtige Rolle fiir die Zell-Zell-Kontakte zwischen den
unterschiedlichen Epithelzellen im Nebenhodengang spielen (Shum et al. 2008){106}.
In diesem Signalweg wird die cGMP-Produktion auf NO/cGMP-Signalwege
zuriickgefiihrt. Aufgrund ihrer Produktion, Lokalisation und Epithelzellaktivitit ist die
Mitwirkung von CNP und GC-B am Angiotensin-II-Signalweg denkbar.
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Zusétzlich zum Angiotensin II-Signalweg, er ist auch moglich, dass CNP einen
zelluldren Ionenaustausch und parazellulidre Permeabilitét reguliert. Als Beispiel sei hier
der CFTR-1 Kanal, der fiir die CI' -'und HCOj;™ -Sekretion im menschlichen und Nager-
Epididymis reguliert, genannt (Hihnala et al. 2006; Ruz et al. 2004){136, 137}. Uber
die Regulation der CFTR-Kanalaktivitdt durch den cGMP-Signalweg wurde mehrmals
berichtet (Romi et al. 2012; Golin-Bisello et al. 2005){107, 138}. Eine Mitwirkung des
epithelialen CNP/GCB scheint statt oder =zusétzlich zu (STa)-aktivierten
Guanylatzyklasen C (GC-C) moglich. Dies wurde im Rahmen von HCOj' - Sekretion in
Diinndarm (Kuhn, 2009) und Epididymis (Jaleel et al. 2002) angedeutet{100, 139}.

Interessanterweise lieB sich durch unsere immunhistochemischen Untersuchungen
zeigen, dass die PKG II, deren Expression in den intestinalen Epithelzellen bekannt ist
(Kuhn, 2009), auch auf der apikalen Seite der Epididymisepithelzellen vorhanden ist.
Auch die CFTR-1 Lokalisation im apikalen Bereich der Epididymismembranen ist
bekannt (Kujala et al. 2007){100, 140}. Diese Ergebnisse passen zu der in dieser Arbeit
gezeigten Lokalisation von NEP und CNP.

In mehreren Studien wurde auch beschrieben, dass CNP die Permeabilitidt endothelialer
Zellen (Jacob et al. 2013; Klinger et al. 2006) und der Blut-Testis-Schranke im Ratten-
Testis reguliert (Xia et al. 2007){141-143}. Ein vergleichbarer Effekt wurde bisher im
Epididymis noch nicht beobachtet. Unsere bisherigen Ergebnisse zeigten allerdings an,
dass CNP fiir den transepithelialen elektrischen Widerstand in MEPCS5 (Tabuchi et al.
2005) Epithelzellen keine Rolle spielt {144}. Es gab aber Hinweise, dass CNP den
Wasserhaushalt auf der apikalen und basolateralen Seite der MEPC5-Zellen
beeinflussen kann (A.Stammler, Institut fiir Anatomie und Zellbiologie, JLU-Giel3en,

personliche Mitteilung).

Es wire interessant in einer zukiinftigen Studie zu untersuchen, ob NEP-Knockout-
Maiuse (Lu et al. 1995) Verdanderungen der CNP-Signalwege und der Permeabilitidt der
Epithelzellen zeigen{145}.

Allerdings ist unklar, ob der CNP-Abbau durch NEP im Nebenhoden biologisch nur
dort von Bedeutung ist. Es ist nicht auszuschlieen, dass NEP das Seminalplasmapeptid

CNP im Nebenhodenlumen abbaut und dadurch primdr biologische Aktivititen im

63



weiblichen Genitaltrakt beeinflusst. In einer Studie von Kim und Kollegen (2001)
konnte nachgewiesen werden, dass CNP die basale Motilitit des Eileiters
regionspezifisch inhibieren kann{146}. So wurde iiber cGMP-Effekte auf die
Regulation der Uteruskontraktilitit und der Gebarmutterdurchblutung in diversen
Studien beschrieben (Buxton et al. 2010; Rosenfeld et al. 2012; Khan et al. 2010){147-
149}. Uber eine NEP-Expression im Endometrium ohne exakte biologische

Funktionsbeschreibung wurde berichtet (Imai et al. 1992; Ordi et al. 2001){37, 150}.

Die Oozyten der Séugetiere befinden sich iiber lange Zeit in der Prophase der Meiose.
Der Prophase-Arrest der Ovarialfollikel wird durch cGMP aus den Granulosazellen,
dass iiber Gap junction in die Oozyten gelangt, aufrechterhalten. cGMP wird hierbei
durch cGMP-Aktivierung von GC-B erzeugt. Durch Abnahme von CNP,
Dephosphorylierung des GC-B-Rezeptors und Phosphorylierung der PDES in
Granulosazellen wir der Meiose-Arrest aufgehoben (Egbert et al. 2014; Norris et al.
2010; Robinson et al. 2012; Conti et al. 2012){151-154}. Da NEP CNP degradiert, ist
auch denkbar, dass Nebenhoden-NEP durch Verdnderung des CNP-Spiegels im

Seminalpasma indirekt Einfluss auf den Prophase-Arrest in den Ovarialfollikeln ausiibt.

In einer vorherigen Studie wurde {iber das Vorkommen von NEP in der epididymalen
Fliissigkeit berichtet (Gatti et al. 2005){155}. NEP wurde in den vom Epithel
abgeschniirten Membranvesikeln gefunden. Diese Vesikel sind meistens aus dem
Cauda-Bereich des Epididymis entstanden. Die biologische Wirkung dieser Vesikel
(sogenannte Epididysome), die diverse Proteine enthalten, ist noch schlecht verstehbar

und die spezifische Funktion dieser epididymalen NEP bleibt weiterhin unklar.

In unserer Studie haben wir keine NEP-Immnunoreaktivitit im Lumen des
Nebenhodens beobachtet. Somit ist weder eine spermatozoen- noch eine
Epididymosom-assoziierte NEP fiir die NEP-Aktivitét, die in der Membranfraktion der
Proteine gefunden wurde, wesentlich beteiligt. Allerdings ist die subzelluldre
Lokalisation von NEP ibereinstimmend mit der Moglichkeit, dass diese
epididysomalen Vesikel NEP enthalten. In diesem Zusammenhang kann man nicht
ausschlieBen, dass sowohl die luminale als auch die epithelgebundene NEP nicht-
pathologisches Amyloid, iiber dessen Vorkommen im Lumen des Epididymis in einer

vorherigen Studie berichtet wurde, beeinflussen kdnnen (Whelly et al. 2012){156}. Es
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wire flir eine zukiinftige Studie interessant zu untersuchen, ob NEP im Epididymis

einen vergleichbaren Effekt wie im Gehirn auf Amyloid (Farris et al. 2007) hat{128}.

Auch die zytosolische (nicht katalytische) NEP-Domidne kann zelluldre Effekte
induzieren. Die NEP-Bindung an ERM-Proteine reduziert die Komplexbildung dieser
Proteine mit dem Hyaluronsdure-Rezeptor CD44. Dadurch kommt es zu einer
Verringerung der Zelladhédsion und -migration (Iwase et al. 2004){157}. Theoretisch
konnten sich solche Aktivitidten auf die Regulation von tight junctions und damit die
Blut-Epididymis-Schranke auswirken (Cornwall, 2009){112}. Derartige Effekte von
NEP wiirden eher allerdings mit einer basolateralen- als einer apikalen Lokalisation von

NEP vereinbar sein.
Zusammenfassend zeigen unsere Daten eine wichtige Rolle von NEP an der apikalen

(Lumen-seitigen) Seite der Epididymisepithelzellen fiir die CNP-Degradation,was auch
einen neuen Hinweis fiir die CNP/GC-B Funktion in den Epithelzellen.
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6. Zusammenfassung

Die neutrale Endopeptidase (NEP, Metallo-Endopeptidase EC 3.4.24.11;
Enkephalinase, Neprilysin, CD10, CALLA) spielt eine wesentliche Rolle fiir die
Regulation der Bioaktivitdt von natriuretischen Peptiden. C-Typ natriuretisches Peptid
(CNP) ist in hoher Konzentration im Nebenhoden und Seminalplasma zu finden.
Detaillierte Expressions- und Lokalisationsdaten von NEP sowie Informationen iiber

ihre CNP-bezogene Funktion im Epididymis sind allerdings unbekannt.

Der Vergleich des NEP-Spiegels mit diversen Organen zeigte, dass die NEP eine
aullergewohnlich hohe Expression im Maus- und humanen Epididymis hat. NEP ist
ausschlieBlich an der apikalen Seite der Epithelzellen lokalisiert. NEP zeigte beim
Menschen eine starke Immunoreaktivitit in den nicht Kinozilien tragenden Epithelien
der Ductuli efferentes und in bis zum Lumen reichenden Epithelzellen des D.
epididymidis einschlieBlich der Stereozilien. Bei Maéusen =zeigte NEP eine

segmentspezifische Expression apikal in den Epithelien des Nebenhodenganges.

Durch immunhistochemische und RT-PCR-Versuche nach Laser-Mikrodissektion
konnten in dieser Arbeit CNP und die Guanylatzyklase B (GC-B), die als CNP-
Rezeptor fungiert, in Epithel und Muskulatur des Epididymis lokalisiert werden. In
unseren Degradationstudien mittels Diinnschichtchromatographie zeigten wir, dass CNP
im Nebenhoden durch NEP abgebaut und damit auch reguliert wird und dass die
CNP/GCB-induzierte cGMP-Produktion durch NEP-Inhibitoren ansteigt.

Unsere Daten zeigen eine wichtige, vorher vernachldssigte Rolle von NEP fiir die
Regulation luminaler Faktoren wie CNP im Epididymis und sprechen fiir eine neuartige
Rolle von CNP/GC-B in Epididymisepithelien, vermutlich im Rahmen des lokalen

Wasserhaushaltes.
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Summary

Neutral endopeptidase (NEP, metallo-endopeptidase EC 3.4.24.11; enkephalinase,
neprilysin, CD10, CALLA) represents a major regulator of bioactivity of natriuretic
peptides. C-type natriuretic peptide (CNP) is present in high levels in epididymis and
seminal plasma. However, detailed data on the expression and localization of NEP as

well as information about its CNP-related function in the epididymis are unknown.

Comparison of NEP protein levels in various organs revealed an extremely high
expression in human and mouse epididymis. NEP was localized exclusively to apical
(luminal) parts of epithelial cells. In man, strong NEP immunoreactivity was associated
with epithelia of efferent ducts and the epididymal duct including stereocilia. Segment-

by-segment analysis in mouse revealed a distinct distribution along the epididymal duct.

By immunhistochemistry and RT-PCR experiments after tissue isolation using laser
microdissection) it was found that CNP and guanylyl cyclase B (GC-B), which serves
as CNP receptor, are localized in the epithelial and smooth muscle layer of the
epididymis. In our degradation study using thin layer chromatography it was shown that
CNP in epididymis is degraded (and thus modulated) by NEP and that the CNP/GC-B-
induced cGMP production increases by NEP inhibition.

Data indicate an important, previously neglected, role of NEP for regulation of luminal

factors, such as CNP, in the epididymis and suggest a novel role for CNP/GC-B in the

epididymal epithelium, presumably in context of local water balance.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

ANP
ATP
BNP
cGMP
CALLA
CFTR-1
CNP
CO
DAB
EDTA
ELISA
ERM-Proteine
GC-A
GC-B
GC-C
GCAP
GTP
H-E Farbung
KO-Maus
LCM
MEPCS5
NEP
NO
NOS
NP
NPR-A
NPR-B
NPR-C
PKA
PKB
PKC
PKG
PBS

atriales natriuretisches Peptid
Adenosintriphosphat

B-Typ natriuretisches Peptid
zyklisches Guanosin-Monophosphat

Common Acute Lymphoblastic Leukaemia Antigen

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator-1

C-typ natriuretisches Peptid
Kohlenstoffmonoxid
3,3'-Diaminobenzidine
Ethylenediaminetetraacetic acid
Enzyme-linked immunosorbent assay
Ezrin/Radixin/Moesin- Proteine
Guanylatzyklase-A
Guanylatzyklase-B
Guanylatzyklase-C
Guanylatzyklase-aktivierende Protein
Guanisintriphospat
Hiamatoxylin-Eosin Farbung
Knock-Out-Maus

Laser Capture Microdissection
Mouse epididymis caput epithelial cell line MEPC 5
neutrale Endopeptidase
Stickstoffmonoxid

NO-Synthase

natriuretisches Peptid

natriuretischer Peptidrezeptor-A
natriuretischer Peptidrezeptor-B
natriuretischer Peptidrezeptor-C
Proteinkinase A

Proteinkinase B

Proteinkinase C

Proteinkinase G

Phosphate buffered saline
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RT
RT-PCR
sGC
SMA
TBST
TRPV6
WB
WT-Maus

Rete Testis

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
16sliche Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase)
Smooth muscle actin

Tris-Buffered Saline and Tween 20

Transient receptor potential, subfamily V, member 6
Western Blot

Wild typ-Maus
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