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Erschaffen Sie sich lhre
ertragreiche grine Oase in
lhrem Zuhause oder in lhrer
Praxis

Mehr als nur eine Dekoration:

. Sie wollen das Besondere?

 Sie mochten Ihre eigenen Salate,
Krauter und auch |hr Gemuse

ernten?
e Frisch, reif, ungespritzt und voller
Geschmack?
. Ohne Vorkenntnisse und ganz
ohne grunen Daumen?
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IST DIE SEKRETION DER HUMANEN
SAMENBLASE DURCH STICKOXID (NO)

REGULIERT?

Summary

Aim of the study: About 60 % of
the seminal plasma is secreted by
the seminal vesicles. Investiga-
tions, which were carried out most
recently, have underlined the
significance of nitric oxide (NO)
in the seminal plasma for sperm
capazitation and viscosity. Func-
tional studies demonstrated a
high concentration of the enzyme
Nitric Oxide Synthase (NOS) in
the human seminal vesicle. It was
the aim of our study to show the
distribution of the different iso-
forms of NOS by means of light-
and electronmicroscopic immuno-
histochemical investigations in
order to draw conclusions from
the morphological results towards
possible functional impact of NO
for this organ.

Material and method: The
seminal vesicles of 15 patients
undergoing radical prostatectomy
or cystectomy because of tumors,
were examined immunohisto-
chemically using a NADPH-d
assay, representing unspecific
NOSactivity and monoclonal
antibodies against the neuronal
(nNOS) and endothelial (eNOS)
isoforms.

ZUSAMMENFASSUNG

Fragestellung: Etwa 60 % des
Seminalplasmas wird durch die
Samenblasen sezerniert. Kiirzlich
durchgefiihrte Untersuchungen
weisen auf die Bedeutung von
Stickstoffoxid (NO) im Seminal-
plasma fiir die Spermienkapazita-
tion und -viskositdt hin. Funktio-

Results: In light microscopy an

intensive reaction of NADPH-d
was seen in the glandular epithe-
lial structures of the seminal
vesicle, whereas stromal parts
showed only a minor reaction. In
electron microscopy a significant
reaction of NADPH-d was detec-
ted at the endoplasmic and
mitochondrial membrane as well
as at the nuclear envelope of
glandular epithelial cells. In
comparison to this reaction the
response to the specific anti-
bodies nNOS and eNOS was of
minor intensity.

Conclusion: The electron
microscope investigations for
NADPH-d in particular support
the hypothesis of an NO-regula-
ted secretion of the human semi-
nal vesicles. In contrast to prior
speculations, the seminal vesicles
appear to be the site of produc-
tion of NO necessary for spermio-
genesis and sperm function. The
sparse colocalization between
NADPH-d, nNOS and eNOS
might be a hint to the existence of
a so far unidentified NOS
isoform.

nelle Untersuchungen zeigten
eine hohe Konzentration des NO-
produzierenden Enzyms Stick-
stoffoxidsynthase (NOS) in der
humanen Samenblase. Aufgabe
der hier vorgestellten Untersu-
chung war es, die lichtmikrosko-
pische und elektronenmikros-
kopische Verteilung der Isoformen
der NOS immunhistochemisch zu
untersuchen, um iber die mor-
phologische Distribution des
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Enzyms evtl. Rickschliisse zur
Funktion von NO fiir dieses Or-
gan ziehen zu konnen.

Material und Methode: Die
Samenblasen von 15 Patienten,
die sich tumorchirurgischen Ope-
rationen (Prostatektomie, Cystekto-
mie) unterzogen, wurden immun-
histochemisch durch NADPH-d
Farbung und mit monoklonalen
Antikorpern gegen die neurogene
(nNOS) und endotheliale (eNOS)
[soform untersucht.

Ergebnisse: Lichtmikroskopisch
zeigte sich eine intensive Reakti-
on der NADPH-d in den glandu-
lar epithelialen Strukturen der
Samenblasen, wogegen die
stromalen Organanteile nur ge-
ring reagierten. Elektronen-
mikroskopisch fand sich eine
markante membranstandige
Immunreaktion fir NADPH-d an
endoplasmatischem Retikulum,
Mitochondrien und Nucleus. Im
Vergleich zu dieser Reaktion war
eine wesentlich geringere Immun-
antwort auf die spezifischen Anti-
korper gegen nNOS und eNOS
nachweisbar.

SchluBfolgerung: Die elektronen-
mikroskopische NADPH-d Reak-
tion unterstitzt die Annahme
einer NO-regulierten Sekretion
der humanen Samenblasen. Wei-
terhin ist entgegen friiherer An-
nahmen die humane Samenblase
der Produktionsort fur in der
Spermiogenese und Spermien-
funktion benotigtes NO. Die nur
teilweise nachzuweisende Co-
Lokalisation zwischen NADPH-d
und nNOS bzw. eNOS-Reaktion
konnte auf die Existenz einer
spezifischen, bisher nicht identifi-
zierten NOS-Isoform hinweisen.
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EINLEITUNG UND
FRAGESTELLUNG

Am 12.10.1998 wurde Robert F.
Furchgott, Louis . Ignarro und
Ferid Murad fiir ihre Forschungs-
ergebnisse im Bereich des Stick-
stoffoxids (NO) der Nobelpreis fiir
Medizin in Stockholm verliehen.
Schon vor 100 Jahren war erkannt
worden, dafs Nitroglyzerin die
Symptome der Angina pectoris
bessern kann. Aber erst Mitte der
1980er Jahre gewann die For-
schung uber das eigentlich zu-
grunde liegende Agens, das orga-
nische Stickstoffoxid, eine neue
Dynamik.

Im Jahr 1980 zeigten Furchgott
und Zawadzki, dal’ die durch
Acetylcholin induzierte Gefdl%-
relaxation von der Existenz eines
intakten Endothels abhdngig ist
[1]. Somit wurde angenommen,
daf es einen Stoff mit gefals-
relaxierender Wirkung, der im
Endothel gebildet wird, geben
misse, der folglich ,endothelium-
derived relaxing factor” (EDRF)
genannt wurde. Erst 1986 war es
wiederum Furchgott, der annahm,
dal es sich beim EDRF um
Stickstoffoxid (NO) handeln kon-
ne [2]. Diese Hypothese wurde
von Ignarro et al. unterstiitzt [3].
Untersuchungen, die mittels
Chemolumineszenz nachwiesen,
dall nach Gabe von Bradykinin
zu endothelialen Schweine-
aortazellen in gleicher Menge
EDRF und NO freigesetzt wurden
und daf die Konzentration des
produzierten NO ausreichte, um
vaskuldre Organstreifen zu
relaxieren und eine suffiziente
Thrombozytenaggregation und
-adhasion zu induzieren, bewie-
sen schlielSlich, daR es sich beim

EDRF und NO um die gleiche
Substanz handelt [4-6].

Seit dieser Zeit sind zahlreiche
biologische Prozesse identifiziert
worden, an denen NO substanti-
ell beteiligt ist. Der Stickstoffoxid
(NO)/cGMP Regelkreis, der eine
NO-vermittelte Aktivierung der
l6slichen Guanylatzyklase (sGC)
beinhaltet, ist ein wichtiger
Mediator der Signaltransduktion
zwischen Zellverbanden ver-
schiedenster Gewebe. Als ,se-
cond messenger” hat cGMP eine
dhnliche Wirkung wie 3’, 5'-
zyklisches Adenosinmonophospat
(cAMP). Diese beiden Nukleotide
aktivieren u.a. spezifische Protein-
kinasen, die den Kontraktilitats-
status glatter Muskelzellen andern
konnen, indem sie die Dephos-
phorylierung der leichten Kette
des Myosins katalysieren [7].
Weiterhin wurde NO als Neuro-
transmitter im zentralen Nerven-
system sowohl im Gehirn als
auch im Rickenmark nachgewie-
sen, wo es die Freisetzung von
Glutamat und Acetylcholin regu-
liert. Im peripheren Nervensystem
hat die Substanz ihre grofite Be-
deutung in der Funktion als Neuro-
transmitter der nicht-adrenergen,
nicht-cholinergen Erregung [8—
13]. Als weitere Bildungsorte fiir
NO wurden das vegetative peri-
phere Nervensystem und das
Darmnervensystem identifiziert.
So wurde eine NO-vermittelte
reflektorische Magenerweiterung
auf die Speisezufuhr gefunden
[14]. Ein relaxierender Effekt an
der Darmperistaltik ist ebenfalls
NO gesteuert [15].

Auch Immunzellen wie Makro-
phagen und Granulozyten koén-
nen NO, nach Stimulation der
induzierbaren Stickstoffoxid-
synthase (i-NOS) durch bakteriel-

le Lipopolysaccharide oder
Zytokine, produzieren, welches
dann zytotoxische Wirkung hat.
Einen hemmenden Effekt hat NO
auf die Thrombozytenaggregation
und -adhésion Uber die vermehrte
Produktion von cGMP, wobei
Thrombozyten tiber einen auto-
krinen Prozels Stickstoffoxid-
vermittelt durch die induzierbare
NOS (i-NOS) selbst regenerieren
[16]. Auch die Adhdsion von
Leukozyten an der Gefdllwand
und die Proliferation glatter
Muskelzellen werden inhibiert. In
Verbindung mit einigen Auto-
immun- und Immunkomplex-
erkrankungen ist NO ebenfalls
von Bedeutung. Durch eine Kon-
zentration aktivierter Makro-
phagen, die sich in den betroffe-
nen Geweben ansammeln,
kommt es tiber eine tiberhohte
Stickstoffoxid-Ausschuttung zur
Entstehung chronischer Entziin-
dungen. Exemplarisch werden
diese Mechanismen fiir chroni-
sche Arthritiden, Nephritiden,
Vaskulitiden und den Typ I-Diabe-
tes mellitus diskutiert. Es bestehen
Hinweise, das immunologisch
aktivierte Makrophagen tber die
Vermittlung von NO einen nicht-
spezifischen zytostatischen bzw.
zytotoxischen Effekt auf in den
Organismus eindringende Mikro-
organismen haben [17].

Die funktionelle Bedeutung von
NO im Urogenitaltrakt wurde in
den letzten Jahren wiederholt
experimentell belegt. So wurden
relaxierende Wirkungen von NO
an der glatten Harnrohren-
muskulatur als auch am Blasen-
hals insbesondere tierexperimen-
tell nachgewiesen [18, 19].

Ob Stickoxid ein wesentlicher
funktioneller Neurotransmitter in
der Detrusormuskulatur ist, wird



zur Zeit noch kontrovers disku-
tiert. Experimentell war aber ein
relaxierender Effekt an der Detru-
sormuskulatur durch exogenes
und endogenes NO induzierbar
[20, 21].

Die Bedeutung von NO als Trans-
mitter der Relaxation des glatt-
muskuldren Corpus cavernosum
und damit der Erektion gilt als
unstrittig und hat durch den
intrakavernosen Einsatz von NO-
Donatoren bereits Einzug in die
Therapie der erektilen Dys-
funktion gehalten [22, 23].

Nachdem an zahlreichen Orga-
nen des Urogenitaltrakts, haupt-
sachlich bei Tieren, die morpho-
logische und funktionelle Bedeu-
tung des L-Arginin/NO/cGMP-
Regelkreises nachgewiesen wor-
den war, sollte es Aufgabe dieser
Arbeit sein, die Verteilung der
Isoformen der NOS in der huma-
nen Samenblase anhand immun-
histochemischer und elektronen-
mikroskopischer Untersuchungen
aufzuklaren.

IMIATERIAL UND METHODEN

Das humane Samenblasen-
gewebe wurde im Rahmen von
tumorchirurgischen Eingriffen wie
radikalen Prostatovesikulektomien
und Zystoprostatovesikulekto-
mien bei Patienten mit Prostata-
und Harnblasenkarzinomen di-
rekt von den Operationsprépa-
raten unter geringstmoglicher
mechanischer Alteration scharf
reseziert. Die Zeitspanne zwi-
schen Entfernung des Praparates
aus dem menschlichen Situs und
der Praparation der Samenblasen
Uberschritt in keinem Fall dreifSig

Minuten. Die Samenblasen wur-
den nur teilweise entfernt, da
durch histopathologische Aufar-
beitung des verbliebenen Organ-
anteils die Tumorfreiheit des je-
weils untersuchten Organs sicher-
gestellt werden sollte. Nur tumor-
freie Organe wurden den ver-
schiedenen Untersuchungen
zugefihrt.

Insgesamt wurden 30 Samen-
blasen bei 15 Patienten, die
durch radikale Prostatovesikul-
ektomie und durch radikale
Zystoprostatovesikulektomie
therapiert wurden, untersucht.
Eine hormonablative neoadju-
vante Therapie war bei keinem
der radikal prostatektomierten
Patienten im Vorfeld der operati-
ven Intervention durchgefiihrt
worden.

Das Alter der Patienten lag zwi-
schen 39 und 73 Jahren.

Licht- und Elektronenmikroskopie

Fur die licht- und elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen
wurden direkt nach der Entnahme
der Samenblasen aus dem mensch-
lichen Situs die vorgesehenen
Organe in flssigem Stickstoff
kryokonserviert. Mit dem Kryo-
staten wurden 10-20 pm dicke
Schnitte angefertigt, die auf Ob-
jekttrager (super frost/plus,
Menzel-Glaser) aufgetragen wur-
den und mit eisgekiihltem Azeton
fir 10 Minuten und anschliellend
mit einer Mischung aus Paraform-
aldehyd (PFA, 4 %) und Glutar-
aldehyd (GA, 0,4 %) zwischen

10 Minuten und 3 Stunden fixiert
wurden.

Fur die lichtmikroskopische Un-
tersuchung der NADPH-d-Aktivi-
tat wurden die Schnitte fir 20 min

bei 37 °C in Phosphat-gepufferter
Kochsalzlosung (PBS), welche 0,2
mg/ml Nitroblau-Tetrazolium
(NBT; Sigma, Deisenhofen,
Deutschland), T mg/ml b-NADPH
(Sigma, Deisenhofen, Deutsch-
land) und 0,3 % Triton X-100
(pH 7,4) enthielt, inkubiert. Die
histochemische Reaktion wurde
durch das Waschen mit PBS bei
Raumtemperatur terminiert [18].

Die Praparation des Gewebes zur
histochemischen Untersuchung
der NADPH-d im Elektronenmi-
kroskop erfolgte in den gleichen
Schritten wie zur Lichtmikros-
kopie, aber die Reaktionszeit
wurde auf 90 min verlangert und
anstelle des NBT wurde Tetra-
zolium-Salz BSPT (Sigma, St.
Louis, USA, gelost in 20 pl
Dimethylformamid) verwendet,
um ein osmiophiles Formazan zu
erhalten. Die Schnitte wurden
anschlieBend mit 1 % Osmium-
tetroxid nachfixiert, en bloc kon-
trastiert, mit 1 % Uranylacetat
dehydriert und flach in Durcupan
eingebettet. Die Ultradiinn-
schnitte wurden mit einem Ultra-
cut MT 7000 (RMC, USA) ange-
fertigt und mit einem Zeiss 900
Elektronenmikroskop untersucht
(Zeiss, Oberkochen, Deutschland).

Verschiedene monoklonale Anti-
korper fir die eNOS, welche von
verschiedenen Firmen erhiltlich
sind, wurden hinsichtlich ihrer
Spezifitat mittels Western Blots
und immunzytochemischer Reak-
tion an Rinderaorta untersucht.
Fur die immunzytochemische
Untersuchung der Samenblasen
wurde schlieSlich der monoklo-
nale Antikorper von Transduction
Laboratories (Lexington, USA)
ausgewahlt. Dieser Antikorper
wurde korrespondierend zu ei-
nem 20,4 kDA Fragment herge-



stellt, das den Aminosauren
1030-1209 der humanen eNOS
entspricht.

Fir die immunchemische Unter-
suchung durch konventionelle
Lichtmikroskopie wurde der Anti-
korper im Verhaltnis 1:10.000
verdiinnt und die Schnitte bei 4
°C uber Nacht inkubiert. Zur
Sichtbarmachung des eNOS Pro-
teins wurde ein indirekter TSA-Kit
(DuPont NEN Boston, USA) in
Kombination mit dem Vectastain
ABC ,Elite” Kit (Vector Labora-
tories Burlingame, USA) und
3,3’-Diaminobenzidin (DAB;
Sigma Deishagen, Deutschland)
eingesetzt.

Fir die elektronenmikroskopische
eNOS Immunzytochemie wurde
die Inkubation an frei flottier-
enden Vibratomschnitten vorge-
nommen, die entsprechend der
NADPH-d Untersuchung einge-
bettet wurden. Fiir die nNOS-
immunzytochemische Untersu-
chung wurde der polyklonale
Antikorper der Fa. Eurodiagno-
stica (B-220, Malmo, Schweden)
aus einer groBeren Anzahl von
bezogenen Antikorpern verschie-
dener Firmen nach mehrfachen
Spezifitatsuntersuchungen (We-
stern Blot und immunzyto-
chemische Untersuchungen an
Gehirngewebe) ausgewahlt.

Der immunhistochemische Nach-
weis der nNOS wurde mittels der
Avidin-Biotin-Komplex (ABC)
Methode geftihrt.

ERGEBNISSE

Die intensivste NADPH-d-Reakti-
on fand sich im Bereich des se-

kretorischen Epithels der glandu-
laren Strukturen der Samenbla-
sen. Die Reaktion zeigte sich
besonders in Einfaltungen und
Krypten des Epithels. In etwa 40—
50 % der Praparationen zeigte
sich eine Reaktion in subepitheli-
alen Strukturen. Diese Reaktion
entsprach weitestgehend sub-
epithelial gelegenen Nervenbiin-
deln, wogegen intramuskulare
Neurone nur sehr schwach rea-
gierten. Die Muskulatur blieb fast
ausschliefSlich ungefarbt. Das
Gefdllendothel zeigte eine eben-
falls schwache Positivitat.

Die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen bestatigten die
schon lichtmikroskopisch gesehe-
ne Verteilung der NADPH-d Re-
aktion in den glandularen Epithel-
zellen. Die BSPT-Formazan-Abla-
gerungen fanden sich vornehm-
lich in den Membranen von
Mitochondrien, des endoplasma-
tischen Retikulums und in Antei-
len der Kernmembran (Abb. 1).

Auf Grund der technisch schwie-
rigen Schnittfihrung an Nerven-
biindeln fiir die Elektronenmikros-
kopie konnte eine positive
NADPH-d Reaktion nur an ver-
einzelten Nervenfibrillen nachge-
wiesen werden. Die Muskulatur
zeigte sich komplett negativ. Eine
schwache Positivitat zeigte sich
korrespondierend zu den licht-
mikroskopischen Ergebnissen am
Gefédllendothel.

Die lichtmikroskopische Reaktion
der eNOS war, obwohl verschie-
dene Antikorper unterschiedlicher
Anbieter verwendet wurden und
zahlreiche technische Varianten
in der Herstellung der histo-
chemischen Praparationen er-
probt wurden, als nur sehr
schwach festzustellen. Es zeigte

sich eine nur geringfligige
Positivitdt in Driisenepithelzellen.
Weiterhin war eine schwache
Reaktion von Endothelzellen
intramuskular gelegener Gefalle
zu finden.

Die histochemische Reaktion mit
dem eNOS-Antikorper wurde fur
die Elektronenmikroskopie mittels
der zuvor beschriebenen TSA-
Methode optimiert. Dabei besta-
tigte sich die lediglich auf einzel-
ne GefalRe beschrankte Reaktion,
die zuvor bereits in der Licht-
mikroskopie gesehen worden war.
Die elektronenmikroskopisch
gesehene war intensiver als die
lichtmikroskopische Reaktion.
Innerhalb der Gefalsstrukturen
zeigte sich eine fleckenhaft unre-
gelmdlige Verteilung der
histochemischen Reaktion inner-
halb des Gefallendothels. Die
Reaktion zeigte sich nicht
membrangebunden (Abb. 2).

Die immunhistochemische Reak-
tion fir den nNOS-Antikorper
zeigte eine starkere Positivitdt als
die fir den eNOS-Antikorper.
Anteile des glanduldren Epithels
zeigten eine teils intensive Farbe-
reaktion. Allerdings konnte diese
Positivitdt nicht fir alle Drusen-
epithelien gefunden werden.
Auch vereinzelte subepithelial
gelegene Nerven zeigten eine
intensive immunhistochemische
Reaktion. Intramuskuldre Nerven-
biindel zeigten eine vergleichs-
weise schwdchere Reaktion.

Die lichtmikroskopisch gesehene
Reaktion des Epithels auf den
nNOS-Antikorper war elektronen-
mikroskopisch nicht nachvoll-
ziehbar. Bei der Darstellung von
nNOS-positiven Nervenbiindeln
ergaben sich dhnliche technische
Probleme in der Schnittfihrung



wie beim NADPH-Nachweis an
Nerven in der Elektronenmikros-
kopie. Nur an vereinzelten
Nervenfibrillen konnte eine posi-
tive nNOS-Reaktion identifiziert
werden.

DISKUSSION

Die NADPH-d-Reaktion wurde
durch Vincent eingefiihrt, der
zeigte, dal® neuronale Zellen im
Cerebellum anfarbbar sind [24].
Erst als sich zeigte, dal® die
Diaphorase-Reaktion erst erfolgt,
wenn eine reduzierte Form der
NOS in der Gegenwart des
Elektronenakzeptors Tetrazolium-
blau und NADPH reoxidiert und
damit ein Nachweis fiir das Vor-
liegen einer NOS zu fiihren ist,
wurde diese Technik zur Identifi-
zierung nitrerger Nerven in ver-
schiedenen Geweben eingesetzt
[25].

Es ist bekannt, daR die NADPH-d-
Reaktion verschiedener Isoformen
der NOS stark von dem verwen-
deten Fixationsprotokoll abhdngig
ist [26]. Mit der Verwendung des
optimierten Protokolls konnte
aber bereits in Vorversuchen eine
komplette Koinzidenz zwischen
NADPH-d-Reaktion und der
eNOS-Immunreaktion an Rinder-
und Rattenaorta nachgewiesen
werden [27]. Unter diesen opti-
mierten Bedingungen sah man
lichtmikroskopisch die intensivste
NADPH-d-Reaktion im Bereich
des glanduldren Epithels und der
glandularen Krypten. Dies ent-
spricht kiirzlich berichteten Un-
tersuchungen an Meerschwein-
chen- und humanem Gewebe,
dagegen war die NADPH-d-
Reaktion an Samenblasen der
Ratte nicht nachweisbar [28, 29].

Die etwa 40-50 %ige Positivitat
fir NADPH-d im subepithelial
gelegenen Nervenplexus konnte
ebenfalls an der menschlichen

Samenblase gesehen werden
[30].

Auch die Aktivitat der NOS wur-
de von verschiedenen Arbeits-
gruppen durch funktionelle
Assays, die die Umwandlung von
L-[U-""C] Arginin zu L-[U-"C]
Citrullin und von [*H]-L-Arginin
zu [*H]-L-Citrullin bestimmten,
sowohl an humanen als auch an
Samenblasen von Ratten und
Meerschweinchen untersucht.
Dabei wurde die hochste NOS-
Aktivitdt im gesamten Urogenital-
trakt an humanen Samenblasen
beschrieben [31]. Wihrend eine
hohe NOS-Aktivitat auch an
Meerschweinchensamenblasen
gefunden wurde, war dieses bei
der Ratte nicht moglich [28, 32].

Die immunhistochemisch gesehe-
ne intensive NADPH-Diaphorase-
Reaktion im Bereich des Driisen-

epithels deckt sich mit den histo-

chemischen Untersuchungsergeb-
nissen anderer Arbeitsgruppen,

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme der
NADPH-d Reaktion. BSPT-Formazan-Ablagerungen fin-
den sich innerhalb der epithelialen Zellen an endo-
plasmatischen (Pfeile) und mitochondrialen (gebogene
Pfeile), sowie an Teilen der Kernmembran (kleine Pfei-
le). Col = Kollagen, L = Driisenlumen, N = Zellnukleus,
S = Sekretgranula; Balken: 2,5 um

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme der
immunhistochemischen Reaktion mit dem eNOS-Anti-
korper kombiniert mit der TSA-Methode. Die
endothelialen Zellen einer Arterie zeigen eine fleckformige
Positivitdt (Pfeil). EL = Elastische Lamina, L = GefaB-
lumen, N = Zellnukleus, SM = glatte Muskelzelle. Bal-
ken: 2 um.




die mit dem generalisierten
Nervenmarker ,Protein Gen Pro-
dukt 9,5 (PGP)“ die neuro-
chemisch aktiven Nervenbiindel
in der Samenblase analysierten.

Dabei zeigten sich dichte Nerven-
plexi innerhalb der Muskel-
schichten, sowie in einem
subepithelial gelegenen Nerven-
plexus. Die intramuskular gelege-
nen Plexi zeigten die intensivste
Immunreaktion auf Tyrosin-
Hydroxylase (TH) Antikorper,
einem Marker fiir noradrenerge
Nerven. Alle TH-positiven Ner-
ven zeigten eine gleichzeitige
Reaktion fiir Dopamin-f-Hydro-
xylase (DBH). Ein Grol3teil der
TH-positiven Nerven zeigte eine
co-lokalisierte Reaktion auf NOS-
Antikorper. Ein Teil der intramus-
kular gelegenen Nervenbiindel
zeigte sich dartber hinaus
Neuropeptid Y (NPY)-positiv. Die
Mehrzahl der subepithelial gele-
genen Nervenbiindel zeigte eine
positive Immunreaktion auf NPY
und dabei eine Co-Lokalisation
mit dem vasoaktiven intestinalen
Peptid (VIP) und NOS. Perivas-
kuldr gelegene Nerven zeigten die
intensivste immunhistochemische
Reaktion fiir TH und Calcitonin
gene related peptide (CGRP), co-
lokalisiert zu NPY. NOS dagegen
zeigte sich hier nur selten mit TH
co-lokalisiert [32, 33].

Die Lokalisation cholinerger
Rezeptoren in den Samenblasen
verschiedener Spezies wurde
ebenfalls mit Hilfe der Acetyl-
cholinesterase (AChE) untersucht,
und die Co-Lokalisation mit der
NOS wurde beschrieben. Dabei
zeigte sich die starkste Konzentra-
tion von AchE-positiven Nerven
im Bereich eines subepithelialen
Plexus beim Kaninchen, Meer-
schweinchen und Menschen [29,

34]. Dagegen zeigte die glatte
Muskulatur der Samenblase von
Ratte, Meerschweinchen und
Kaninchen eine nur geringe oder
fehlende Positivitat fiir AChE [35,
36]. Diesen Nerven werden
sekretomotorische Funktionen
zugeordnet [37]. Diese Hypothe-
se wird durch jingste Untersu-
chungen unterstiitzt, die an
Samenblasen von Meerschwein-
chen eine NO-vermittelte Sekreti-
on von Fruktose nach Stimulation
muskarinerger Rezeptoren nach-
wies [29]. Die Ergebnisse der hier
beschriebenen elektronenmikro-
skopischen NADPH-d-Reaktion,
die sich hauptsachlich membran-
gebunden an Zellorganellen in
epithelialen Zellen zeigte, die fir
die Sekretion verantwortlich sind
(Endoplasmatisches Retikulum,
Mitochondrien), unterstiitzen die
angenommene sekretoregula-
torische Funktion von NO fiir
dieses Organ.

In der Literatur existieren teilwei-
se divergierende Angaben zur
Verteilung der endothelialen
Isoform der Stickstoffoxidsyn-
thetase (eNOS) in den Organen
des mannlichen Urogenitaltraktes
[28, 38]. Aus diesem Grunde
wurde die Lokalisation dieses
Isoenzyms mittels immunzyto-
chemischer Untersuchungen und
der NADPH-Diaphorase-Reaktion
fir die humane Samenblase
reevaluiert. Da die eNOS zuerst
an der Rinderaorta isoliert und
charakterisiert wurde, diente
dieses Gewebe zur Beurteilung
verschiedener Fixations- und
Farbeprotokolle, um eine Opti-
mierung des verwendeten Verfah-
rens zu ermoglichen [39]. Nur die
mit einer Mischung aus Azeton
und Aldehyden immersions-
fixierten Kryoschnitte zeigten eine
eindeutige Immunreaktion.

Die Tyramid-Signal-Amplifikation
(TSA) zeigte sich als geeignete
Methode, um die Sensitivitat der
immunzytochemischen Reaktion
zu erhohen. Nach Einfuhrung
dieser Methode durch Bobrow et
al. [40, 41] zeigten Untersuchun-
gen die Uberlegenheit dieses
Verfahrens gegentiber der kon-
ventionellen Immunoperoxidase-
farbung fir die Lichtmikroskopie
[42, 43]. Die Methode verwendet
Rettich-Peroxidase, die an einen
sekundaren Antikorper gebunden
ist, um die kovalente Bindung
von biotingebundenem Tyramid
moglichst nah an der Antigen-
Antikorper-Bindungsstelle zu
ermoglichen. Im Anschluf® wird
fluoreszenz- oder enzymgelabel-
tes Streptavidin zur Bindung am
Biotin eingesetzt, um das Antigen
darzustellen. Unter Verwendung
dieser optimierten Methodik liels
sich die eNOS lichtmikroskopisch
in nur sehr abgeschwéachter Form
im Bereich des glandularen Epi-
thels und am Endothel intramus-
kuldr gelegener Arteriolen nach-
weisen. Elektronenmikroskopisch
war die eNOS dann nur noch im
Gefiallendothel darstellbar, ohne
membrangebunden zu sein.

In der Literatur lieen sich keine
Berichte tiber den Nachweis der
eNOS-Isoform an humanem
Samenblasengewebe finden.
Immunhistochemische Untersu-
chungen an Samenblasen von
Ratten zeigten aber ebenfalls nur
eine geringe Reaktion, sowohl fur
die eNOS, als auch fir die
NADPH-d-Reaktion [28]. Die
gesehene intensive NADPH-d-
Reaktion liel sich nicht mit der
Reaktion der eNOS co-lokalisie-
ren. Die positive Reaktion fast
ausschlieSlich des intramuskula-
ren Gefdalendothels gibt Hinweise
auf die Bedeutung dieses Isoen-



zyms fir die haemodynamischen
Vorgdnge in diesem Organ. Um
eine Co-Lokalisation der NADPH-
d-Reaktion mit einer weiteren
Isoform der NOS zu untersuchen,
wurde auch die immunhistoche-
mische Expression der nNOS
lichtmikroskopisch und elektronen-
mikroskopisch untersucht. Hier-
bei zeigte sich lichtmikroskopisch
eine intensive Reaktion im Be-
reich glanduldr epithelialer Zellen
und subepithelial gelegener
Nervenplexi.

Intramuskuldre Neurone waren nur
sehr vereinzelt positiv gefdrbt. Bei
der elektronenmikroskopischen
Untersuchung ergab sich das tech-
nische Problem, daf$ auf Grund der
Ultradtinnschnittechnik nur verein-
zelte Nervenfibrillen zur Darstel-
lung kamen. Aber auch hier zeigte
sich eine Positivitat in subepithelial
gelegenen Nervenbtindeln, woge-
gen sich intraepitheliale Zellstruk-
turen nicht positiv zeigten. Die
lichtmikroskopisch dokumentier-
ten Befunde entsprechen weitge-
hend kirzlich publizierten Unter-
suchungen an urogenitalen Orga-
nen bei Sauglingen und Kleinkin-
dern, bei denen der gleiche Anti-
korper der Fa. Eurodiagnostica
eingesetzt wurde [32]. Damit
zeigte sich die nNOS in einem
hoheren Malle mit der NADPH-d-
Reaktion co-lokalisiert als die
eNOS. Die intensive Reaktion des
subepithelialen Nervenplexus
deutet auf eine Funktion der NOS
bei sekretoregulatorischen Pro-
zessen hin. Die NOS-positiven
intramuskularen Nervenplexi, die
in anderen Untersuchungen eine
ausgepragte Co-Lokalisation mit
der Tyrosin-Hydroxylase als
Marker fiir die adrenerge Innerva-
tion zeigten [32], lassen auf die
NO-vermittelte myoinhibitorische
Funktion schliefSen.
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