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1. Einleitung

1.1 Vorwort

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem Metabolismus der zyklischen Nukleotide im
Bronchiaepithel. Die Untersuchungen konzentrierten sich auf die Enymgruppe der
Phosphodiesterasen (PDE) und ihre BeeinfluBbarkeit durch verschiedene Pharmaka.
Ausgangspunkt der Uberlegungen war eine gednderte Sichtweise der Rolle des
Bronchialepithels im Rahmen entzindlicher Atemwegserkrankungen und ein besseres

Versténdnis des therapeutischen Prinzips der Methylxanthine (8, 9).

1.2 Asthma bronchiale

Asthma bronchiale ist as anfallsweise auftretende akute Atemnot auf dem Boden einer
generaisierten Obstruktion der Atemwege definiert. Typisches Merkmal ist die bronchiale
Hyperreagibilitét. Diese ist durch eine erhdhte Neigung der Atemwege zu Bronchospasmus,
entzindlicher Schleimhautschwellung und Hypersekretion von Bronchialsekret nach
Einwirkung vielfaltiger exogener Reize gekennzeichnet (5). Mit einer Prévalenz von 10 % bei
Kindern und 5 % bel Erwachsenen handelt es sich um eine der haufigsten chronischen
pulmonalen Erkrankungen.

Atiologisch unterscheidet man zwischen alergischen (extrinsic), nichtallergischen (intrinsic),
chemisch- oder physikalisch-irritativen, anstrengungsdinduzierten und pseudoallergischen
Formen. Insbesondere im Erwachsenenalter auftretende Verlaufe erlauben aber hdufig keine
eindeutige Zuordnung und manifestieren sich als sog. Mischvarianten. Wahrend bel aler-
gischem Asthma eine IgE-vermittelte Sofort-Reaktion (Typ 1) nach Sensibilisierung durch
Allergene zu Grunde liegt, ist die Ursache des intrinsischen Asthmas weitgehend ungeklart.
Allerdings gibt es Hinweise, dal3 virale Infekte der Bronchien eine wichtige Rolle spielen (5,
10).

Unabhiéngig von der Atiologie zeigen alle Formen ein dhnliches morphologisches Korrelat. Es

besteht aus einer 6dematdsen Schwellung der Bronchialschleimhaut mit enzindlicher
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Infiltration besonders durch eosinophile Granulozyten, Mastzellen, Lymphozyten und in
geringerem Ausmald auch neutrophile polymorphkernige Granulozyten (PMN). In diesem
Zusammenhang zeigt sich regelmaliig eine unterschiedlich stark ausgepragte Schadigung des
Bronchiaepithels (s.u.). Diese Verdnderungen sind typischerweise auch im symptomfreien
Intervall der Erkrankung nachweisbar (6). Zur klinisch relevanten endobronchialen
Obstruktion kommt es, wenn im Anfall ein Spasmus der glatten Bronchialmuslulatur und die
Hypersekretion eines zéhen Schleimes (Dyskrinie) in Kombination mit einem ausgepragten
Schleimhauttdem auftreten.

Ein herausragendes Charakteristikum, welches bei alen Asthmatikern auftritt, ist die
bronchiale Hyperreaktivitédt. Sie wird als eine Folge der chronischen bronchialen Entziindung
verstanden. Im anfallsfreien Intervall ergibt die normale Lungenfunktionsprifung oft keinen
Hinweis auf eine bronchiale Obstruktion. Mit Hilfe des unspezifischen Provokationstests mit
Metacholin oder Histamin 183 sich dennoch das hyperreagible Bronchialsystem nachweisen.
Es zeigt sich eine deutliche Atemwegswiderstanderhthung mit Verminderung des FEV;
(forciertes exspiratorisches Volumen in der ersten Sekunde) bereits bei sehr geringen
Konzentrationen der Provokationssubstanz (7).

Die kausale Therapie des Asthma bronchiale ist bislang auf eine Meidung der auslésenden
Noxen bzw. ene Allergenkarenz begrenzt. Nur in ausgewdhlten Fdlen ist ene
Hyposensibilisierung moglich.

Der medikamentése Ansatz basiert auf antiinflammatorischen und bronchodilatierenden
Mainahmen. Nach einem Stufenplan kommen Mastzell stabilisatoren (u.a. Cromoglicinsaure),
Anticholinergika, Glukokortikosteroide, beta-2-Sympathomimetika, Leukotrienrezeptor-
Antagonisten und Methylxanthine (z.B. Theophyllin) in verschiedenen Kombinationen zur
Anwendung (5).

Entziindungshemmend wirken dabel Cromoglicinsaure, Glukokortikosteroide, Leukotrien-
rezeptor-Antagonisten und Methylxanthine. Eine antiobstruktive Potenz weisen Anti-
cholinergika, beta-2-Sympathomimetika, Leukotrienrezeptor-Antagonisten und Methyl-
xanthine auf.

Demzufolge sind nur Leukotrienrezeptor-Antagonisten und Methylxanthine Uber beide
Mechanismen wirksam (125, 126). Obwohl die Wirkungsweise noch immer nicht vollstandig
geklart ist, scheint der Hauptangriffspunkt der Theophyllinderivate die Inhibition der
Phosphodiesterasen zu sein (8).



1.3 Das Bronchialepithel

Traditionell wurde das Bronchialepithel in erster Linie als eine physikalische Barriere
betrachtet. Seine Aufgabe schien hauptsachlich der Schutz der darunterliegenden Gewebe vor
inhalierten Schadstoffen zu sein. Zahlreiche neuere Untersuchungen haben aber gezeigt, dal3
seine Funktionen wesentlich komplexerer Natur sind. Zur Aufrechterhaltung der Homoostase
nimmt das Epithel der Atemwege an der Erregerabwehr, der mukozilidren Clereance sowie
dem Elektrolyt- und Flissigkeitstransport teil (28). Zusétzlich wirkt es regulierend an der
lokalen Immunantwort und Entziindungsreaktionen mit (11). Unter diesen Aspekten wird ihm
auch in der Atiologie und Pathogenese des Asthma bronchiale zunehmend eine bedeutendere

und aktive Rolle zugeschrieben (6).

Nor males Atemwegsepithel

Es findet sich ein zweireihiges, hochprismatisches Flimmerepithel mit Schlagrichtung nach
oral. Die Abgrenzung vom darunterliegenden Bindegewebe erfolgt durch eine Basalmembran,
die hauptsachlich aus Kollagen Typ IV, Laminin-Entaktin/Nidogen-Komplexen und Proteo-
glykanen bestent (12). Haufigster Zdltyp ist die Kinozilientragende Zelle, die wie die
schleimproduzierenden Becherzellen Anschlu? zum Lumen hat (13). Nicht in direktem
Kontakt zu den Atemwegen stehen dagegen die Basalzellen. Diese sind Uber Hemidesmosome
mit der Basalmembran und Uber Desmosome mit den beiden zuvor genannten Zelltypen
verbunden (14). Unmittelbare Zell-zu-Zell-Kommunikation ist Gber gap junctions mdglich.
Wahrenddessen gewdhrleisten die Zonula occludens (tight junctions) hauptsachlich die
Barrierefunktion des Epithels (15, 16). Zusétzlich lassen sich die neurosekretorischen Zellen
des APUD-Systems, Clara-Zellen, vereinzelt Lymphozyten und sensorische Nervenfasern
nachweisen (17). In der Pathogenese des Asthmas wahrscheinlich von grof3er Bedeutung sind
die dendritischen Zellen (11). Sie gehoren zu den effektivsten Antigen-prasentierenden Zellen
im Atemwegsepithel und entwickeln sich, wie die Langerhans-Zellen der Epidermis, aus

Monozyten (9).



Veranderungen im Rahmen des Asthma bronchiale

Histologische Untersuchungen zeigen regelméidig eine Schadigung und Hoéhenabnahme des
Epithels (23). Dieses wird als Desguamation bezeichnet und beschreibt insbesondere die
gelockerte Verbindung der Zellen zu ihrer Basalmembran (20). Je ausgepragter der Struktur-
verlust, desto relevanter ist die nachweisbare Hyperreaktivitét (19). Zusétzlich imponiert eine
Becherzellhyperplasie, die mit einer deutlichen Verminderung der zilientragenden Zellen ein-
hergeht (21). Mit dieser Anderung des Gewebeaufbaus scheint die Oberflache der Atemwege
aber unspezifisch auf verschiedene Irritationen zu reagieren. Sie wird u.a. durch Zigaretten-
rauch (vgl. chronische Bronchitis), Gase und Allergene hervorgerufen (13).

Um die histopathologischen Besonderheiten des Asthma bronchiale zu charakterisieren,
wurde auch die Bezeichnung chronische eosinophile Bronchitis verwendet (22). Man findet
eine 6demattse Schwellung der Schleimhaut. Unter den infiltrierenden Zellen sind besonders
die Eosinophilen stark vertreten. Aber auch Lymphozyten (bes. T-Helfer-Zellen), Mastzellen
und Makrophagen lassen sich vermehrt nachweisen (24). Weitere Merkmale sind eine Ver-
minderung der relaxierenden V asoaktives-Intestinal es-Polypeptid (VIP)-enthaltenden Nerven-
fasern und eine gleichzeitige Zunahme der Substanz P-aufweisenden neuralen Strukturen (25,
26). Typisch fur die Asthmaerkrankung ist zusétzlich eine Verbreiterung der Basalmembran,
insbesondere durch Anlagerung von Kollagen Typ Ill und V sowie dem extra-zelluléren
Matrix Protein Fibronektin (21, 27).

Die hier beschriebenen strukturellen Veranderungen sind bereits in friihen klinischen Stadien
der Erkrankung erkennbar (18). Sie sind Folge einer Dysfunktion der immunmodul atorischen
und entztindungsregulierenden Reaktionen des Bronchialepithels im Rahmen eines in-
flammatorischen Prozesses (6, 41). In dessen Verlauf kommt es zur Freisetzung und Ex-
pression einer Vielzahl von Epithelzellprodukten. Eine grofRe Anzahl unterschiedlicher
Arachidonsaure-Metaboliten konnte nachgewiesen werden. Aus der Gruppe der Prosta-
glandine scheinen D,, 6-keto-F14 und in besonderem Mal3e E, und F,4 €ine Rolle zu spielen
(118, 120). Neben den Leukotrienen B, und C, wurden an Lipoxygenase-Produkten vor allem
12- und 15-HETEs (Hydroxy-Eicosotetraen-Saure) gefunden (29, 30, 31). Zu der Vielzahl der
gebildeten Zytokine gehdren u.a. die Interleukine 1, 6 und 8, TNF-a (Tumor Nekrose Faktor),
TGF- (transforming growth factor), RANTES, MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1)
und GM-CSF (granulocyte/macrophage-colony stimulating factor) (32, 33, 34, 134, 135).
Insbesondere GM-CSF ist im Epithel von Asthmatikern deutlich erhéht und scheint eine



wichtige Rolle in der Unterhaltung der Entziindung zu spielen (35, 36, 37). Desweiteren
konnten mehrere Adhésionsmolekile identifiziert werden. Auf der Zelloberflache beschrieben
sind die a-Integrine, die an Bestandteile der extrazelluléren Matrix binden und ICAM-1
(intercellular adhesion molecule), welches u.a. bel der Migration von neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten aktiv ist (38, 39). Ein zusétzlicher interessanter Befund ist die
durch Stimulation mit TNF-a induzierbare NO-Synthase in Atemwegsepithelzellen (40).

Das Zusammenspiel zwischen den beteiligten Geweben und ihren Produkten ist komplex und
nur zum Teil verstanden. Ein Ausschnitt der bekannten Interaktionen ist in Abb. 1 am Beispiel
des alergischen Asthmas dargestellt.
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Abb. 1: Extrinsisches Asthma - | nter aktionen von Atemwegsepithel und Zytokinen

LCF: lymphocyte chemoattractant factor; MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1;
TDI: toluene diisocyanate; Modifiziert nach Stewart J. Levine (11).
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1.4 Phosphodiester asen

Die Regulation vieler wichtiger Stoffwechselprozesse wird durch die Bindung eines Hormons
an einen spezifischen Rezeptor der Zielzelle eingeleitet. In der damit angestol3enen intra-
zelluldren Signaltransduktionskette werden u.a. im Adenylat- bzw. Guanylatzyklasesystem
die , second messenger* Adenosin- und Guanosin-3',5 -cyclo-monophosphat (CAMP, cGMP)
gebildet. Dieser Prozess l&fd sich auch experimentell durch den Adenylatzyklaseaktivator
Forskolin und den Guanylatzyklaseaktivator Nitroprussidnatrium (SNP) starten. Die Funktion
der Phosphodiesterasen (PDE) der zyklischen Nukleotide ist die spezifische Inaktivierung von
CAMP und cGMP durch Hydrolyse ihrer 3"-Phosphoester-Bindungen (Abb. 2). Die Existenz
des PDE-Systems zur Katalyse des Abbaus zyklischer Nukleotide zu nicht-zyklischem AMP
und GMP wurde als deutlicher Hinweis auf die physiologische Relevanz dieser Substanzen
gewertet. Als Hauptfunktion der Phosphodiesterasen wird folgerichtig die Modulation des
»Second messenger”-Signals der Molekile cAMP und cGMP angesehen.

CAMP e
N~ c
ST
O—CH; \N/C\N/CH

I
5-AMP HC/ \ICI/ \T
O'—IL—O—CH \N/C\N/CH
I Koj

Abb. 2: Hydrolyse von cAMP zu 5"-AM P durch Phosphodiester asen
Abbau von cAMP durch PDE’s zu nicht zyklischem Adenosin-5"-Monophosphat (43).
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Aufbau der Phosphodiester asen

Die Reinigung und Charakterisierung von Phosphodiesterasen der zyklischen Nukleotide
(PDE) wurde erstmalig von Butcher und Sutherland 1962 beschrieben (42). Alle néher
untersuchten Siugetier-PDE zeigen grolRe strukturelle Ahnlichkeiten. Sie besitzen einen
zentralen Abschnitt mit einer Homologie von mehr als 60 Prozent zwischen den Isoenzym-
Familien. Diese hochkonservierte Folge von ca. 270 Aminosduren bildet das katalytische
Zentrum des Enzyms (44).

Uber sog. Scharnierregionen (‘hinge regions’) ist dieser Teil mit den carboxyl- und
aminoterminalen Bereichen verbunden. Sie weisen nur geringe Sequenz-Ubereinstimmungen
beim Vergleich der PDE-Familien auf (44). Die Variabilitdt und der Nachweis verschiedener
Bindungsstellen in diesen Abschnitten lassen vermuten, dal3 es sich um die regulatorischen
Doméanen des Proteins handelt (45, 46). In der aminoterminalen Region sind insbesondere die
Fahigkeit zur Insertion an die Plasmamembran und die Festlegung der subzelluléren
Lokalisation determiniert (47). Auch die Existenz einer Rolipram-Bindungstelle in PDE4 und
Phosphorilierungsregionen der Phosphodiesterasen, die selbst als Substrat von Proteinkinasen
dienen, sind bekannt (48, 49).

Regulatory Domain Catalytic Domain Unknown function

cGMP binding sites hinge region

Calmodulin binding sites

Abb. 3: Schematische Dar stellung der PDE-Primar struktur

Hochkonserviertes katalytisches Zentrum und heterologe carboxyl- und aminoterminale
Regionen mit regulatorischen Funktionen verbunden durch sog. Scharnierabschnitte (hinge
regions). Modifiziert nach Conti et al (44).



Klassifikation und Nomenklatur der Phosphodiester asen

Die Einteilung der PDE basiert auf der Sequenzierung der priméren Proteinstruktur und der
komplementdren Desoxyribonukleinsaure (cDNA). Zusétzlich werden Parameter wie
Substratspezifitét und Regulationmechanismen beriicksichtigt (50).

Zur Zeit sind sieben Phosphodiesterasen-Genfamilien mit mehr as 25 verschiedenen PDEs
bekannt. Innerhalb der Isoenzymgruppen besteht eine Homologie von mehr als 65 Prozent. Im
Vergleich untereinander sinkt der Ubereinstimmende Anteil dagegen auf weniger als 40
Prozent (45). Bisher hat jede genauere Untersuchung einer Familie zum Nachweis von mehr
als einem Genprodukt gefuihrt. Durch Anwendung neuerer molekularbiologischer Methoden
konnte gezeigt werden, dal von den meisten dieser PDE-Gene mehrere mRNA (Boten-
Ribonukleinsauren) alternativ transkribiert werden. Das Auftreten verschiedener 1soenzyme
und Splicing Varianten scheint gewebe-, zell- und z.T. speziesspezifisch zu sein. Die
unterschiedliche Expression der PDE-Genprodukte hat wahrscheinlich auch Konsequenzen
far die funktionellen Prozesse und deren BeeinfluRbarkeit. Allerdings ist eine Mehrzahl der
“neuen” Phosphodiesterasen nur ihrer Nukleotidstruktur nach bekannt. Daten Uber die Kinetik
und die Regulation dieser Enzyme liegen nur zu einem geringen Teil vor (52). Abbildung 4

zeigt die aktuelle PDE-Nomenklatur wie sie im Human Genome Project verwendet wird (51).

PDE4D3

T

Splice Variant

Gene

Gene Family

Abb. 4: Nomenklatur der PDE

Die ersten drei Buchstaben und eine arabische Ziffer bezeichnen die PDE-Genfamilie. Der
folgende Buchstabe steht fur das individuelle Genprodukt innerhalb der Familie. Die letzte
Ziffer codiert die Splice Variante in der Reihenfolge ihrer Entdeckung. Beavo et al (51).




Die PDE-Genfamilien

Bisher sind sieben PDE-Familien bekannt; zwel weitere werden diskutiert, ohne daf3 ihre
Identitét z. Z. als gesichert gilt (133).

Die bekannten PDE-Familien werden kurz charakterisiert sowie wichtige Eigenschaften wie
Substratspezifitéat, Regulationsmechanismen und physiologische Funktionen aufgezeigt. Die
genannten Inhibitoren sind unter Berlicksichtigung ihrer 1Cso-Werte (half-maximal inhibitory
concentration) als selektiv fur ihre PDE-Isoenzymfamilien anzusehen. Bekannte nicht-
selektive Substanzen sind das seit langem in der Asthmatherapie eingesetzte Theophyllin
(ICs0 50-300 pM) und IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthin, 1Cso 2-50 uM) (42). Der exakte
ICso-Wert variiert in Abhangigkeit von den untersuchten Préparationen und den jeweils

betrachteten | soenzymen.

PDE1

Die PDE1-Familie setzt sich aus drei Genen mit jeweils mindestens drel Varianten zusammen
(53, 54). Die Substratspezifitét ist uneinheitlich. Bei den naher untersuchten Formen wurden
aber fir cGMP jeweils die niedrigeren Michaelis-Konstanten (K,) nachgewiesen (55). Die
Genprodukte bendtigen fur ihre enzymatische Aktivitdt Kazium und Kamodulin (sog.
Ca**/CaM-abhéngige PDE) (52). Auch die Regulation durch Phosphorilierung
/Dephosphorilierung ist beschrieben (56). Die Hauptbedeutung der Ca’*/CaM-abhéngigen
PDEs liegt in der Koordination von Signaltransduktionswegen, die sowohl (iber Anderungen
der Ca?*-Konzentration als auch des Levels an zyklischen Nukleotiden arbeiten. Der Inhibitor
Vinpocetin (1Csp 20 uM) wurde in klinischen Studien als Nootropikum getestet (57).

PDE2

Ein Gen mit zwel Varianten ist bisher dieser Familie zugeordnet (58). Die K-Werte fur die
Hydrolyse von cAMP und cGMP bewegen sich in vergleichbaren Grof3enordnungen.
Typisches Merkmal dieser Familieist die Existenz einer nicht-katal ytischen, hochspezifischen
Bindungsstelle fir cGMP. Wenn diese besetzt ist, zeigt sich ein deutlicher Anstieg der



enzymatischen Aktivitdt (sog. cGMP-stimulierte PDE). Tierexperimentell konnte die
Bedeutung fur die Kontrolle von Kalzium-Kandlen in Myozyten nachgewiesen werden (59).
Desweiteren wird u. a. hemmende Wirkung von ANP (atriales natriuretisches Peptid) auf die
Aldosteron-Synthese Gber PDE2 vermittelt (60). Auch die im Verlauf von Entzindungs-
reaktionen typischerweise erhéhte endotheliale Permeabilitat 183t sich durch eine Hemmung
der PDE2 reduzieren (117). Als selektiver Inhibitor steht EHNA zur Verfigung (1Csp 1.0
uM). Allerdings wird durch ihn auch die Adenosindeaminase gehemmt (61).

PDE3

Diese Familie besteht bisher aus zwei Genen mit zwel bzw. einer Variante. Als Substrat wird
hauptséchlich cAMP umgesetzt. Bel Bindung von cGMP, die mit hoher Affinitét eingegangen
wird, kommt es zu einem starken Abfall der Aktivitét (sog. cGMP-inhibierte PDE) (62). Eine
Steigerung der Hydrolyse wird durch cAMP- oder Insulin-abhangige Proteinkinasen bewirkt
(65, 66). Die PDE3-Familie hat u. a. wichtige Funktionen im Rahmen der Thrombozyten-
Aggregation, der Blutdruckregulation und der kardialen Kontraktilitét (63, 64). Aufgrund ihrer
positiv inotropen und vasodilatierenden Wirkung werden PDE3-Inhibitoren wie Enoximon
(ICso 1.0 uM) bereits zur Kurzzeittherapie der schweren Herzinsuffizienz (NYHA V)
eingesetz (67).

PDE4

Mit jeweils mindestens zwei Varianten aus vier Genen handelt es sich um die grofite PDE-
Familie. Diese Enzymgruppe ist hochspezifisch fir cAMP und durch cGMP weitgehend
unbeeinflulbar (sog. cAMP-spezifische PDE) (68). Die Regulation erfolgt soweit bekannt auf
der Transskriptionsebene und Uber cAMP-abhangige Phosphorilierung (69, 70). Genprodukte
dieser Gruppe wurden insbesondere in alen Entzindungszellen im Rahmen inflam-
matorischer Prozesse nachgewiesen (71). Wéhrend fruher der selektive PDEA4-Inhibitor
Rolipram ((ICsp 2.0 uM) besonders als Antidepressivum interessierte, wird er in neueren

Studien auf seine entziindungshemmende Potenz hin untersucht (72, 73).
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PDES

Ein Gen mit mindestens zwel Varianten ist identifiziert. Diese Familie weist eine hohe
Substratspezifitét fur cGMP auf, besitzt aber zusétzlich nicht-katalytische cGM P-Bindungs-
stellen (sog. cGMP-spezifische PDE). Die Aktivierung des Enzyms kann Uber cAMP- und
cGMP-abhangige Proteinkinasen erfolgen (74). Die katalytische Fahigkeit der PDES ist auf
die Anwesenheit von Zn?* angewiesen (52). Inwieweit dies ein Merkma aler
Phosphodiesterasen darstellt, ist noch unklar. Die Regulation der Natrium und Wasser-
ausscheidung sowie Reduktion des pulmonalen Gefal3widerstandes sind as physiologische
Funktionen dieser PDE-Familie bekannt (75, 76). Fur Inhibitoren wie Zaprinast (ICso 0.76
uM) wurden positive Effekte auf die pulmonale Hypertonie gezeigt (77).

PDEG6

Aufgrund der Substratspezifitét fur cGMP und der ebenfalls vorhandenen nicht-katal ytischen
cGMP-Bindungsstellen wurden diese Enzyme zunédchst as Teil der PDE5-Familie gesehen.
Wegen der unterschiedlichen Proteinprimérstruktur und ihrer ausschlief3dichen Lokalisation in
der Retina wurden sie in die aktuelle Nomenklatur aber als eigensténdige Familie mit bisher
drei Genen und mehreren Varianten aufgenommen (sog. cGM P-spezifische Photorezeptor-
PDE) (78). Die physiologische Funktion dieser Enzymgruppe liegt in der Phototransduktion.
Sie wirken bel der Regulation von cGMP-gesteuerten Kationenkandlen in der Membran von
Stabchen und Zapfen mit (79). PDE6-M utationen sind wahrscheinlich Ursache der autosomal -
dominanten kongenitalen Nachtblindheit und der autosomal-rezessiven Retinitis pigmentosa
(80). AlsInhibitor wird Zaprinast (1Csp 0.15 uM) benutzt (77).

PDE7

Diese Familie besteht zur Zeit aus einem Gen mit zwel Varianten. Charakteristika sind die
hohe cAMP-Substratspezifitat und die fehlende BeeinfluRbarkeit durch PDE4-Inhibitoren wie
Rolipram (sog. cAMP-spezifische Rolipram-insensitive PDE) (78). Uber die physiologische

Bedeutung ist bisher wenig bekannt. Auf der cDNA- und mRNA-Ebene konnte der Nachweis
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in Skelettmuskelzellen, T-Lymphozyten und Endothelzellen erbracht werden (81). Einige
Autoren vermuten, dal3 die antiinflammatorische Wirkung von Methylxanthinen bei
alergischem Asthma z. T. auf der PDE7-Inhibition in immunkompetenten Zellen beruht (82).

Selektive Inhibitoren sind aber fiir diese Familie bis dato nicht identifiziert worden.

1.5 Fragestellung

Mit den bisher gemachten Ausfiihrungen wurde versucht, einen Uberblick tiber die komplexen
Funktionen des Bronchialepithels und die sich explosionsartig vermehrenden Kenntnisse der
Phosphodiesterasen zu geben. Folgende Uberlegungen werden dadurch nachvollziehbar.

Im Rahmen entzindlicher Atemwegserkrankungen mul3 das Bronchiaepithel verstérkt als
sinnvoller Angriffspunkt therapeutischer Bemiihungen gesehen werden. Inwieweit die in der
Asthmabehandlung bereits eingesetzten M edikamente ihre Wirkung auch durch Beeinflussung
des Epithels erreichen, ist noch nicht geklart. Fur die antiinflammmatorischen Pharmaka
scheint dies aber zumindest teilweise wahrscheinlich. Die in der Behandlung des Asthma
bronchiale etablierte Medikation mit Methylxanthinen (z. B. Theophyllin) hat sich bewéhrt, ist
aber aufgrund der geringen therapeutischen Breite und der Nebenwirkungen nicht
unproblematisch. Daher konnte die Anwendung selektiver PDE-Inhibitoren ein sinnvoller
Schritt zur Optimierung des Behandlungserfolges sein.

Um einen Zugang zu der Problematik zu gewinnen, erscheint es naheliegend, das Epithel der
Atemwege zunédchst isoliert zu betrachten und die Phosphodiesterase-Enzymaktivitdten zu
analysieren.

In der vorliegenden Promotionsschrift wurden folgende Fragen im Einzelnen bearbeitet:

1. Wie lassen sich in intakten Bronchialepithelzellen die Konzentrationen der zyklischen
Nukleotide cAMP und cGMP durch selektive PDE-Inhibitoren beeinflussen ?

2. Welche Aktivitdten von Isoenzymen der Phosphodiesterasen kdnnen im Lysat von

Bronchial epithel zellen nachgewiesen werden ?
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2. Material und M ethoden

2.1 Arbeitsstoffe und Ger ate

I mmunzytologie

- Anti-Cytokeratin MNF 116 (Maus 1gG), Dakopatts (Hamburg, Deutschland)

- Anti-Vimentin V9 (Maus 1gG), Dianova-lmmunotech (Hamburg, Deutschland)

- Avidin/Biotin-Blockierungs-Kit, Vector Laboratories (Burlingame, USA)

- Hamalaun, Merck (Darmstadt, Deutschland)

- Kaiser’s Glycerin Gelatine, Merck (Darmstadt, Deutschland)

- Anti-Maus-Antikorper (Pferd 1gG), biotiniliert, Vector Laboratories (Burlingame, USA)
- p-Nitrophenylphosphat, V ector Laboratories (Burlingame, USA)

- PBS (phosphate-buffered saline), Gibco (Eggenstein, Deutschland)

- Trispuffer, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Vectastain ABC-alkalische Phosphatase Kit, Vector Laboratories (Burlingame, USA)

I nhibitoren und Stimuli

- 4-(3"-Cyclopentyloxy-4"-Methoxyphenyl)-2-Pyrrolidon (Rolipram), Schering (Berlin,
Deutschland)

- 4,5-Dihydro-6-(4-(1H-Imidazol-1-yl)-2-thienyl)-5-Methyl-3-(2H)-Pyridazinon (M otapizon),
Rhone-Poulenc Rorer (Ko6In, Deutschland)

- Erythro-9-(2-Hydroxy-3-Nonyl)-Adenin (EHNA, MEP-1), Dr. Podzuweit, Max-Planck-
Institut fir experimentelle Kardiologie (Bad Nauheim, Deutschland)

- Forskolin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- 3-1sobutyl-1-Methylxanthin (IBMX), , Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Nitroprussidnatrium (SNP), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Probenicid, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

13



- 2-O-Propoxyphenyl-8-Azapurin-6-one (Zaprinast), Calbiochem (Bad Soden, Deutschland)
- Vinpocetin, Calbiochem (Bad Soden, Deutschland)

I nkubationsmedien

- Amphotericin B (Antimykotikum), Boehringer (Mannheim, Deutschland)

- Apo-Transferrin bovine, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Bovine pituitary extract (BPE), Gibco (Eggenstein, Deutschland)

- Bovine serum albumin (BSA), fettsaure-, nuklease- und proteasefrei, Calbiochem (La Jolla,
USA)

- Desoxyribonuklease (DNAse) Grad |1, Boehringer (Mannheim, Deutschland)

- Dulbeco’s MEM NUT mix F-12 (DMEM/F12), Gibco (Eggenstein, Deutschland)

- Epidermal growth factor (EGF), Gibco (Eggenstein, Deutschland)

- Epinephrin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Fetales K& berserum (FCS), Boehringer (Mannheim, Deutschland)

- Fibronectin, Behring (Marburg, Deutschland)

- Hank”s Buffered Salt Solution ohne Phenolrot, mit Kalzium und Magnesium (H ++), Gibco
(Eggenstein, Deutschland)

- Hank”s Buffered Salt Solution ohne Phenolrot, Kalzium und Magnesium (H --), Gibco
(Eggenstein, Deutschland)

- Insulin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Keratinozyten serumfreies Medium, Gibco (Eggenstein, Deutschland)

- LDH-Kit MPR1, Boehringer (Mannheim, Deutschland)

- L-Glutamin, Gibco (Eggenstein, Deutschland)

- N-2-Hydroxyethyl piperazin-N-2-ethansulfonsaure (HEPES), Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

- Medium 199 mit Earl s Salzen, Gibco (Eggenstein, Deutschland)

- Newborn calf serum (NBCS), Gibco (Eggenstein, Deutschland)

- Penicillin-Streptomycin, Boehringer (Mannheim, Deutschland)

- Protease Typ X1V von Streptomyces griseus, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Retinolséure, Biofluids (Rockville, USA)

- Thyrotardin-inject, Henning (Berlin, Deutschland)
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- Trypan blau, 0.5 % in NaCl 0.9 %, Boehringer (Mannheim, Deutschland)
- Trypsin-EDTA, Gibco (Eggenstein, Deutschland)
- Trypsin-Inhibitor aus Sojabohnen (SBTI), Boehringer (Mannheim, Deutschland)

- Vitronektin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Kulturgefalle

- 8-Kammer Lab-Tek Chamber dide, Nunc (Kamstrup, Danemark)
- Multischalen, 24 oder 96 Vertiefungen, Nunc (Kamstrup, Danemark)
- T-75-Zéllkulturflaschen, 260 ml, 83 cm?, Nunc (Kamstrup, Dénemark)

- Filtereinsétze, 25 mm, 0.2 um Poren, Anopormembran, Nunc (Kamstrup, Danemark)

L dsungsmittel

- Aquatridestillata- im Milli Q Wasseraufbereitungssystem, Millipore (Eschborn,
Deutschland) entionisiert und gefiltert

- Dimethylsulfoxid (DM SO), Merck (Darmstadt, Deutschland)

- Ethanol pro analysi, Merck (Darmstadt, Deutschland)

- Essigsdure pro analysi (100 %), Merck (Darmstadt, Deutschland)

- Methanol, Fluka (Schweiz)

PDE-Assay

- Ammonium-Formiat, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Benzamidin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- CAMP und cGMP, nicht radioaktivmarkiert, Calbiochem (La Jolla, USA)

- Crotalus atrox-Toxin (5"-Nucleotidase), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Ethylenglykol-bis-(2-Amino-Ethyl&ther)-N,N-Tetraessigsaur (EGTA), Serva Feinbiochemica
(Heidelberg, Deutschland)

- [8-*H]-cAMP, 20 -30 Ci/mmol, Amersham Buchler (Braunschweig, Deutschland)
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- [8-*H]-cGMP, 5-25 Ci/mmol, Amersham Buchler (Braunschweig, Deutschland)
- Leupeptin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Pepstatin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Protein-Assay, BioRad, (Richmond, USA)

- Dithiothreitol, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- Calmodulin, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

- QAE-Sephadex A-25 Saulen, BioRad, (Richmond, USA)

- Quickszint 212-Szintillator, Zinser (Frankfurt a. M., Deutschland)

CAMP- und cGMP-RIA

- Assay System RPA 509 cAMP [*%]], Amersham Buchler, (Braunschweig, Deutschland)
- Assay System RPA 525 cGMP [*%J], Amersham Buchler, (Braunschweig, Deutschland)

Geréte

- Beta-Zahler 1900 TR Liquid Scintillation Analyzer, Canberra Packard (USA)
- Gamma-Zahler Cobra, Canberra Packard (USA)

- Inkubator, Heraeus (Hanau, Deutschland)

- Laminar air flow hood (Sterilbank), Gelaire (Mailand, Italien)

- Mikroskop OM-2, Olympus (Deutschland)

- Photometer Uvikon 860, Kontron instruments

- Ultraschallgerdt SONOREX, Bandelin (Berlin, Deutschland)

- Zentrifuge Rotanta RPC, Hettich (Tuttlingen, Deutschland)
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2.2 Zdlkultur

2.2.1 Atemwegsepithelzellen des Schweines

(porcine airway epithelial cells, pAEC)

Praparation und I solation

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung von Atemwegsepithelzellen dienten vollstéandige
Tracheae und Zentralbronchi von frisch geschlachteten Schweinen. Sie wurden vom
Schlachthof Giefen nach Passieren der veterinarmedizinischen Kontrolle zur Verflgung
gestellt. Die hier beschriebene Gewinnung der Epithelzellen lehnt sich, mit wenigen
Modifikationen an eine von Wu et a. etablierte Vorgehensweise an (1). Wahrend des
Transportes und zwischen den folgenden Arbeitsschritten erfolgte die Lagerung bei +4°C. Um
weitgehende Keimfreiheit zu erreichen, wurden Prdparation und Isolation unter einem
Jlaminar air flow hood‘ (Sterilbank) durchgefihrt und sterilisierte Einwegmateriaien
verwendet.

Uberfliissige Gewebereste muften mit Skalpell entfernt und die Innenwand des Trachea-
Bronchi-Abschnittes mehrmalig mit sterilfiltriertem H/H ++ gespilt werden, wobei mit Blut
und Schleim kontaminiertes Material zu verwerfen war. Es folgte das Einfullen des
proteasehaltigen Verdaumediums und beidseitiger Verschlul? der Praparate mit chirurgischen
Klemmen. Es schlof3 sich eine Inkubation fir 16 Stunden bei +4°C unter Sicherstellung einer
ausreichenden Befeuchtung an.

Aus dem so vorbereiteten Material wurde das Verdaumedium wieder entfernt und durch
Isolationsmedium ersetzt. Durch vorsichtiges Massieren des verschlossenen Trachea
Bronchus-Prgparates konnten die Epithelzellen in Suspension gebracht und dann das
Isolationsmedium mit Pasteur-Pipetten in 50 mi-Zentrifugenréhrchen Uberflhrt werden. Die
Gewinnung des ZelImaterials erfolgte durch Zentrifugieren fur 12 Minuten bel +4°C und 200
g; anschlief3end wurde der Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert.

Die Anzahl der isolierten Zellen wurde in einer Neubauer Zahlkammer bestimmt und ihre
Vitalitdt mit Hilfe von Trypan blau (0.4 %) kontrolliert. Mit einer Dichte von ca. 10°
Zelen/cm®* erfolgte dann das Auspflanzen auf mit Kollagen vorbehandelte T-75-
Zéellkulturflaschen, 24-Wellplatten oder chamber dlides (8-Kammer-Objekttrager).
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Die Zelen wuchsen in einem Inkubator mit einer Atmosphédre von 5 % CO, und 95 %
Raumluft bei 37° C, wobei jeden 2. Tag ein Wechsel des Kulturmediums stattfand. Unter
diesen Bedingungen standen primér isolierte, konfluente Epithelzellen nach 7-10 Tagen fur
Experimente zur Verflgung.

Die oben genannten Medien wurden vor ihrer Verwendung jeweils steril filtriert und hatten

folgende Zusammensetzung.

Verdaumedium

DMEM/F12 mit 0.1 % Protease XIV, 0.001 % DNAse, 200 IE Penicillin, 0.2 mg/ml
Streptomycin und 10 pg/ml Amphotericin B.

| solationsmedium

M 199 mit 0.2 % DNAse, 200 IE Penicillin, 10 pug/ml Amphotericin B und 20 % NBCS.

Kulturmedium fiir pAEC

DMEM/F12 mit 100 IE Penicillin, 0.1 mg/ml Streptomycin, 5 pg/ml Amphotericin B, 1 %
FCS, 0.1 mg/ml L-Glutamin, 5 pg/ml BPE (bovine pituitary extract), 5 ng/ml EGF (epidermal
growth factor), 5 pg/ml Transferrin, 5 pg/ml Insulin, 0.1 pg/ml Retinolsaure und 20 ng/ml T3
(Tri-Jod-Thyronin).

K ollagen-1 solation

Die Kulturgeféie wurden mit selbstisoliertem Kollagen vorbehandelt. Als Ausgangsmaterial
dienten Schweineschwanze, die ebenfalls vom Schlachthof Gief3en zur Verfigung gestellt

wurden. Dieses Verfahren orientierte sich an einem von Doyle et al. urspringlich fur
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Rattenschwanze entwickeltem Protokoll (2). Alle beschriebenen Arbeitsschritte fanden unter
einer Sterilbank statt.

Die Schweineschwénze wurden fur ca. drei Stunden in 70 % Ethanol inkubiert. Dann wurde
die Haut abprépariert und die langsverlaufenden Kollagenfasern konnten isoliert werden. Das
gewonnene Material mufdte mit einer Schere zerkleinert und ca. eine weitere Stunde mit 70 %
Ethanol behandelt werden. Auf sorgfaltiges Spulen mit Aquadest. folgte ein Ruhrvorgang von
5 Tagen bel +4°C mit 1 g Fasermaterial je 100 ml 0.2 % Essigsaure. Es schlof3 sich ein
Zentrifugationsschritt von 30 Minuten bei 10000 g an. Der Uberstand enthielt Kollagen in
einer Konzentration von 10 pg/ml und konnte bei +4°C aufbewahrt werden.

Die KulturgefaRe wurden mit 0.1 pg Kollagen je cm? vorbehandelt, wobei vor dem

Bepflanzen drei bis vier Stunden gewartet werden muf3te.

2.2.2 Atemwegsepithelzellen des M enschen

(human airway epithelial cells, hRAEC)

Die Abteillung fir Pathologie der Universitdt Giel3en Uberlie? uns freundlicherweise
vollstdndige humane Tracheae und Zentralbronchi aus ihrem Sektionsgut. ES wurde nur
Material von Patienten verwendet, die keine Erkrankungen der Atemwege aufwiesen und
nicht endotracheal intubiert waren. Auch bei einem Zurlickliegen des Todeszeitpunktes
langer a's 12 Stunden verzichteten wir auf eine Entnahme.

Der Ablauf der Préparation und Isolation erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie unter 2.2.1
far Atemwegsepithelzellen des Schweines beschrieben. Allerdings zeigte sich, dal3 fir eine
ausreichende Zellausbeute eine Inkubation von bis zu 20 Stunden mit dem proteasehaltigen
V erdaumedium notwendig war.

Im Regelfall konnten nach ca. acht Tagen die primér isolierten und konfluenten Epithelzellen

in den entsprechenden Experimenten elngesetzt werden.
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2.2.3 Die humane Bronchialepithelzellinie BEAS-2B

Die Zdlinie BEAS-2B stellte uns grof3ziigigerweise Dr. Curtis Harris, NIH, Bethesda,
Maryland, USA zur Verfligung. Es handelte sich dabei um humane Bronchialepithelzellen, die
durch Infektion mit Adenovirus-12 SV 40 Hybrid Viren transformiert worden waren (3).

Diese diploiden Zellen konnten subkultiviert (,gesplittet®) werden und zeigten eine
kontinuierliche Wachstumstendenz fir langer als ein Jahr. Trotz der bekannten genetischen
Veranderungen boten sie die typische Morphologie von Epithelzellen, waren in der

immunzytol ogischen Untersuchung Cytokeratin positiv und produzierten Mucin.

Subkultivierung (, Splitten*) der BEAS-2B

Um das Zellmaterial fur die Untersuchungen zu gewdhrleisten, mufdten die Zellen
subkultiviert, d.h. in eine weitere Passage Uberfuhrt werden. Die hierzu nétigen Arbeitsschritte
fanden unter einer Sterilbank statt.

Die zur Passagierung bestimmten Zellen wuchsen in T-75-Zd lkulturflaschen. Nach Entfernen
des Kulturmediums und Spulen mit H/H ++ wurden sie fur 5 bis 10 Minuten mit einer
Trypsin-EDTA-L6sung (80 pg/ml Trypsin) bei 37°C inkubiert. Durch Zusatz von
Kulturmedium entstand eine Zellsuspension, die bei +4°C mit 110 g fur 12 Minuten zu
zentrifugieren war. Der Uberstand konnte verworfen und die gewonnen Zellen in 200 pl
Sojabohnen-Trypsininhibitor (30 mg/ml) fir 2 Minuten resuspendiert werden.

Die BEAS-2B wurden in Kulturmedium dberfihrt und im Verhdtnis 1:3 auf neue, mit
Coating-L6sung vorbehandelte Kulturgefale aufgeteilt. Das Wachstum erfolgte in einem
Inkubator in 5 % CO, und 95 % Raumluft bel 37°C mit einem Mediumwechsel nach jeweils

drei Tagen. Auf diese Weise zeigten sich nach durchschnittlich acht Tagen konfluente Zellen.
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Kulturmedium fur BEAS-2B

Serumfreies K eratinocytenmedium mit 100 IE/ml Penicillin, 0.1 pg/ml Streptomycin, 5 pg/ml
Amphotericin B, 0.1 pg/ml Retinolsdure, 5 pg/ml BPE (bovine pituitary extract), 5 ng/ml EGF
(epidermal growth factor), 0.5 pg/ml Epinephrin und 0.1 mg/ml L-Glutamin.

Coating-L 6sung

Die Kulturgefal3e wurden vor dem Bepflanzen fir mindestens 30 Minuten mit einer Coating-
Losung behandelt. Sie setzte sich zusammen aus M 199 mit 0.01 % BSA, 50 pg/ml

Vitronectin und 10 pg/ml Fibronectin.

2.2.4 Charakterisierung der Epithelzellen

Zur Charakterisierung der primér isolierten Atemwegsepithel zellen fanden morphol ogische

und immunzytochemische Kriterien Anwendung.

Zellmorphologie

Bei Betrachtung im Lichtmikroskop waren die fur Epithel typischen polygonalen Zellformen
mit regelmafdig nachweisbarem Zilienschlag deutlich zu erkennen. Von Tracheae und Zentral -
bronchi nach Einwirkung des Verdaumediums angefertigte Schnitte zeigen die auf die
Epithelschicht begrenzte Abldsung der Zellen und die erhaltene Integritét der Basalmembran
(Abb. 5aund b).

21



Abb. 5 a: unbehandelter Trachea-Quer schnitt
VergrofRerung 10-fach, Schwein

Abb. 5 b: Trachea-Querschnitt nach | nkubation mit Verdaumedium fiir 15 h

Vergroflerung 10-fach, Schwein. Abldsung der Epithelzellschicht bei intakter Basalmembran.
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I mmunzytologie

Mit Hilfe immunzytochemischer Methoden zur Untersuchung des Zytoskelettes konnte das
far Epithelzellen typische Zytokeratin nachgewiesen und das Fehlen von Vimentin gezeigt
werden (Abb. 6 aund b) (127, 128). Der Anteil der Epithelzellen in der Kultur lag bel grofier
95 Prozent. Es wurden konfluente, auf chamber dides gewachsene Zellen verwendet. Nach
sorgféltigem Spulen erfolgte eine Permeabilisierung und Fixation durch ein Aceton-Methanol-
Gemisch (1:1) bel -20°C fur 5 Minuten. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurde
eine Absdttigung durch PBS mit 0.1 % Pferdessrum und einer Avidin-Biotin-
Blockierungsl6sung durchgefihrt. Es schlof? sich die Gabe des Maus-Antizytokeratin bzw. -
Antivimentin-Antikorpers an. Uberschiissiger erster Antikorper mufite vorsichtig entfernt und
dann der zweite, ein gegen Maus-1gG gerichteter, biotinilierter Antikorper zugesetzt werden.
Dessen Markierung wurde mit der ABC-Losung (Avidin DH + biotinilierte akalische
Phosphatase) vorgenommen. Die Sichtbarmachung der Bindungsstellen erfolgte durch eine
Farbreaktion mit p-Nitrophenylphosphat. Als letzte Schritte schlossen sich eine Kernfarbung

mit Hamalaun und das Einbetten in Kaiser’s Glycerin an.
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Abb. 6a: pAEC: Zytokeratin 1: 500, Vergr6f3erung 10-fach
Deutliche Rotféarbung der Epithelzellen bel stark positiver Bindungsresktion des

Antizytokeratin-Antikorpers.
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Abb. 6 b: pAEC: Vimentin 1:50, Ver gr 6R3erung 10-fach

Keine Anfarbung der Epithelzellen bel fehlender Bindungsreaktion des Antivimentin-Anti-
korpers.

2.3 Bestimmung der zyklischen Nukleotide cAMP und cGM P

Zur Detektion von cAMP und cGMP wurde ein Radio Immuno Assay (RIA) der Firma
Amersham verwendet. Diese Methode erlaubte die Bestimmung von cAMP und cGMP mit
einem Auflésungsvermdgen von 2-256 fmol/100 pl Probe. Das Prinzip des RIA sei im
folgenden am Beispiel der cCAMP-Bestimmung erl&utert.

Dasin der Probe zu bestimmende cAMP konkurriert mit einer definierten, zugefiihrten [*2°J]-
markierten Menge von CAMP um einen cAMP-spezifischen Antikorper. Dies bedeutet, dal3
die Hohe der Antikorper-gebundenen Radioaktivitdt umgekehrt proportional zur
Konzentration des nicht radioaktivmarkierten, natirlichen cAMP ist. Eine Festlegung der

Absolutwerte erfolgt durch Interpolation mit einer Standardkurve.
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Inkubation und Stimulation der Zellen

Es kamen konfluente Epithelzellen in 24-Wellplatten mit ca. 600.000 Zellen/Well zum
Einsatz. Die Versuche liefen in H/H ++ bei 37°C ab. Die Inkubation mit PDE-Inhibitoren
setzte 15 Minuten vor der Stimulation mit Forskolin oder Nitroprussidnatrium ein. Zum
Versuchsende wurden die Uberstande abgenommen und die Zellen zweimal mit 500 pl 70 %
Ethanol/Well extrahiert. Die Aufbewahrung sowohl der Zellen as auch der Uberstande
erfolgte fir mindestens 12 Stunden bei -20°C. Das Trocknen der Proben fand bei 56°C durch
eine kontinuierliche Stickstoffzufihrung statt. Alle weiteren Arbeitsschritte konnten bel

Raumtemperatur durchgefihrt werden.

Probenverarbeitungim RIA

Zu jeweils 72 Proben mufte eine Standardkurve mit einer bekannten Menge an nicht
radioaktivmarkiertem cCAMP erstellt werden. Sie bestand aus einer Verdiinnungsreihe von 256
bis 2 fmol cAMP/Rohrchen in 7 Schritten und wurde wie das zu bestimmende
Versuchsmaterial behandelt.

Die getrockneten Proben wurden in jeweils 500 pl RIA-Puffer (0.05 M Essigsdure, pH 5.8)
aufgenommen. Um die Sengitivitdt zu erhthen, erfolgte die Acetylierung von cAMP und
cGMP durch Zusatz von 25 pl Acetic Anhydrid und Triethylamin im Verhdltnis 1:2. Von
jeder Probe mufen 100 pl in die Zentrifugen und Gamma-Zahler geeigneten Rohrchen
Uberfuhrt werden. Es schlof sich die Gabe des Kanninchen-Anti-cAMP-Antikorpers und des
Tracers, d.h. des [**J]-markierten cAMP an. Nach sorgfétigem Durchmischen wurden die
Proben fir 16 Stunden bei +4°C gelagert.

Zur Markierung des Antikorper-gebundenen cAMP folgte die Inkubation mit dem Affen-Anti-
Kaninchen-Antikoérper fur 10 Minuten. Durch Zentrifugation mit 1500 g fur 10 Minuten und
Abdekantieren des Uberstandes konnte diese Fraktion isoliert werden. Die Quantifizierung der
Radioaktivitdt erfolgte in einem GammaSzintillationszéhler. Das integrierte RIA-
Auswertungsprogramm erlaubte die direkte Umrechnung in die zugehdrige CAMP-

Konzentration.
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2.4 Der PDE-Assay

Um die Aktivitéat der Phosphodiesterase-Isonenzyme in Zellysaten zu bestimmen, wurde ein
nach Bauer et al. modifizierter PDE-Assay durchgefihrt (83). Mit dieser Methode konnte die
PDE-abhéngige Hydrolyse von zyklischen Nukleotiden in Epithel zellen untersucht werden.

Das Prinzip des PDE-Assay

Das Verfahren beruhte auf der Erfassung des Umsatzes von cAMP und cGMP durch
Phosphodiesterasen zu nicht-zyklischem AMP und GMP. Nach Lysierung der Zellen und
Abbau der endogenen zyklischen Nukleotide wurde eine definierte Menge von im Bereich der
Basen radioaktivmarkiertem cAMP bzw. cGMP as Substrat zugefuhrt. Die vorhandenen
PDE-Aktivitaten bauten dieses zu einem bestimmten Anteil zu AMP und GMP ab. Zur
Quantifizierung des Produktes mufite eine 5 -Nucleotidase (Crotalus atrox-Toxin) zugefthrt
werden. Dieses Enzym spaltete spezifisch nur die nicht-zyklischen Nukleotide in die
zugehorigen Basen Adenin bzw. Guanin und ihre Ribose-Phosphat-Reste auf. Um das
entstandene Gemisch aufzutrennen, kam in diesem Verfahren die unterschiedliche Ladungs-
verteilung der Bestandteile zum Tragen. Die negativ geladenen Anteile, d.h. das nicht
umgesetzte Substrat ([*H-cAMP] , [*H-cGMP]) und die Ribose-Phosphat-Reste konnten an
Anionenaustauscher-Saulen abgeschieden werden, wahrend die zwar radioaktivmarkierten,
aber ungeladenen Basen ungehindert passierten.

Das Grundprinzip dieses Verfahrens ermdglicht es, die Menge des umgesetzten Substrates in
eine direkt proportionale Beziehung zu der nach dem Saulendurchgang nachzuweisenden
Radioaktivitét zu setzen.

Die Probenver ar beitung im PDE-Assay

Fir den Assay fanden konfluente Epithelzellen in T-75-Zellkulturflaschen Verwendung. Nach
Entfernen des Mediums und sorgfdltigem Spilen mit H/H ++ wurden 1.5 ml Extraktions-
puffer zugegeben. Es folgte die Ablosung der Zellen mit einem sog. Cellscraper und die
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Uberfiihrung in ein Eppendorf-Cap. Das auf diessm Wege gewonnene Material wurde bei
+4°C gelagert und mit Ultraschall vollstéandig lysiert (10 Pulse, 60 Watt).

Je nach Protokoll schlof sich die Durchmischung von 2 pl eines bestimmten PDE-Inhibitors
mit 50 pl Zellysat in 100 yl Mef3puffer bei 37°C fur funf Minuten an.

Durch Zusatz von 50 pl Substratlosung mit u.a. Tritium-markiertem cAMP oder cGMP
startete die Reaktion. Bei 37°C lief siein pAEC und BEAS-2B fur 15 Minuten und in hAEC
far 45 Minuten. Zur Beendigung wurde 50 ul 0.2 N HCI zugegeben und auf +4°C abgekihlt.
Danach folgte die Inkubation mit 50 ul 5"-Nucleotidase (Crotalus-atrox-Toxin 2 mg/ml in 400
mM Tris-HCI, pH 8.5) fir 15 Minuten bel 37°C.

Vorbereitete QAE-Sephadex A-25 Saulen mufdten mit jeweils 200 ul Assay-Materia beladen
und mit 2 ml 30 mM Ammoniumformiat (pH 6.0) in die Szintillationsgeféalde eluiert werden.
Nach Zusatz von 10 ml Szintillator konnte eine Quantifizierung der Radioaktivitét des Eluats

im FlUssigkeits-Betaszintillationszahler erfolgen.

Berechnung der Enzymakitvitat

Der PDE-Assay erlaubte die Messung der Hydrolyse von cAMP und cGMP zu nicht-
zyklischem AMP und GMP. Die Hohe dieses Abbaus war in Gegenwart bestimmter PDE-
Inhibitoren vermindert. Dies bedeutete, dal3 der sich ergebenden Umsatzdifferenz eine
Enzymaktivitdt zuzuordnen war, die durch die Anwesenheit des Inhibitors nicht wirksam
werden konnte.

Die oben beschriebene Methode lieferte als Rohdaten nur die Werte der Beta
szintillationszahlung in Form von counts per minute [cpm]. Die H6he der nach einem
Saulendurchgang noch nachweisbaren Radioaktivitdt war proportional zum Substratumsatz.
Jeder Probe wurden 5 uM cAMP oder cGMP zugefihrt, die einer bestimmten Anzahl an
[cpm], den sog. total counts entsprachen. Nach dem Einsatz im Assay zeigten die Messungen
der Zellysat-Proben ebenfalls entsprechende [cpm]-Werte. Diese konnten zu den total counts
ins Verhdltnis gesetzt werden und ergaben damit dem Anteil der 5 uM Substrat, der wahrend
der jeweiligen Reaktionszeit umgesetzt worden war.

Die Protein-Konzentration in den Proben lield sich mit einem Verfahren der Firma BioRad
bestimmen. Es erfaldte photometrisch die Farbénderung von Coomassie blue, die durch
Protein-Bindung entstand. Als Standard diente BSA. Auf diese Weise konnte die
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Enzymaktivitdt bzw. die Reduktion der Hydrolyse in Gegenwart bestimmter PDE-Inhibitoren

in der Einheit [nmol Substratumsatz x Minute™ x mg Protein™] ermittelt werden.

Vorbereitung der Sdulen

Um die Bildung von nicht-zyklischen Nukleotiden zu erfassen, war eine Auftrennung der
Zellysatbestandteile nach ihren Ladungseigenschaften notwendig. Dies geschah mit Hilfe
eines Anionenaustauscher-Systems. Es wurden QAE-Sephadex A-25 Saulen mit 1 ml
Packungsvolumen eingesetzt.

Unmittelbar vor dem Einsatz im PDE-Assay erfolgte die Konditionierung. Dazu mufdten
nacheinander je 2 ml 0.2 N NaOH und 0.2 N HCI sowie intermitierend destilliertes Wasser
zugefuhrt werden. Der Abschluf? der Vorbereitung bestand in der Gabe von 4 ml Ammonium-

formiat (pH 6.0) je Saule.
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Zusammensetzung der Puffer und L 6sungen

Extr aktionspuffer

PBS mit HEPES 10 mM, 1mM EGTA, MgCl, 1 mM, Dithiothreitol 5 mM, Pepstatin 5 uM,
Leupeptin 10 puM, Trypsin Inhibitor 10 uM und Benzamidin 2 mM.

M el3puffer

Trispuffer 60 mM (pH 7.4) mit MgCl, 5 mM, CaCl, 1.25 mM und Calmodulin 100 puM.

Substratldsung

MeRpuffer mit MgCl, 200 mM, nicht-radioakivmarkiertes cAMP bzw. cGMP 20 uM und *H-
markiertes cCAMP (20-30 Ci/mmol) bzw. cGMP (5-25 Ci/mmol) 20 uM, entsprechend einem

total count von ca. 30000 cpm.

2.5 Statistische M ethoden

Im Text und in den Abbildungen wurden die Mittelwerte und die zugehérigen SEM-Werte
(Standard error of the mean) angegeben. Die Signifikanzberechnungen erfolgten mit Hilfe der
Varianzanalyse und durch Student-t-Tests fur gepaarte bzw. ungepaarte Stichproben. Ein

signifikanter Unterschied wurde bei p < 0.05 angenommen (119).
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3. Ergebnisse

3.1 cAMP und cGMP in Atemwegsepithel zellen

3.1.1 Toxizitat von Stimuli und Inhibitoren

Im Rahmen der Bestimmung der zyklischen Nukleotide in den Epithelzellen erfolgte eine
Beeinflussung mit verschiedenen Inhibitoren und Stimuli. Um eine toxische Schédigung
durch diese Stoffe bzw. durch die verwendeten Ldsungsmittel auszuschlief3en, wurde neben
einer morphologischen Kontrolle der Zellen eine Messung der Lactatdehydrogenase (LDH)
durchgefihrt (Tabelle 1).

Tab. 1. LDH-Freisetzung aus Atemwegsepithelzellen des Schweines (pAEC)

unbehandelt 19+05

Stimulus Forskolin 1 uM SNP 10 pM
24+ 0.6 22+06

+ PDE-Inhibitor

IBMX 100 pM 34+05 35+06
Vinpocetin 100 uM 16+£0.3 2905
EHNA 100 pM 18+0.2 1.7+0.2
Motapizon 100 uM 26+0.3 2704
Rolipram 100 pM 23+0.8 28+0.2
Zaprinast 100 pM 28+0.3 29+0.6
Rolipram 10 uM + Probenicid 1 mM 8.1+15 )

Zaprinast 10 uM + Probenicid 1 mM ) 64+11

Darstellung der im Uberstand gemessenen LDH-Werte als Prozentsatz der Gesamt-LDH.
Nach Inkubation mit den PDE-Inhibitoren und Probenicid fur 15 Minuten jeweils Stimulation
mit Forskolin oder Nitroprussidnatrium (SNP) fur 30 Minuten. Bestimmung der Gesamt-LDH
nach Zugabe von Méllitin 1 M. (Mittelwert £ SEM, mind. n=4)
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3.1.2 Zeitlicher Verlauf der Bildung von cAMP und cGM P

in Atemwegsepithelzellen des Schweines (pAEC)

Primér isolierte Atemwegsepithelzellen vom Schwein (pAEC) wurden auf die
Zeitabhangigkeit ihres CAMP- und cGMP-Metabolismus hin untersucht. Nach Inkubation mit
spezifischen Inhibitoren der PDE-Isoenzymfamilien 1 bis 5 wurde eine Stimulation der
CAMP-Produktion mit Forskolin bzw. der cGMP-Produktion mit SNP durchgefihrt. Die
Bestimmung von intrazelluldrem cAMP und cGMP erfolgte O, 2, 5, 15 und 30 Minuten nach
Ende der Inkubation. Die inkubierten und stimulierten Zellen wurden mit unbehandelten bzw.

nur stimulierten, aber nicht mit Inhibitor behandelten Zellen verglichen. (Abb. 7 und 8)

cAMP-Zeitreihein pAEC

Die unbehandelten Zellen ergaben Werte zwischen 2.1 und 4.0 pmol cAMP/10° Zellen. Ab
einer Stimulationsdauer von 2 Minuten zeigten die nur Forskolin ausgesetzten sowie die
zusétzlich mit den Inhibitoren der PDE-Familien 1, 2, 3 oder 5 inkubierten Zellen einen
statistisch signifikanten Anstieg auf 19.3 + 4.5 bis 28.1 + 4.9 pmol cAMP/10° Zellen. Die
Anwendung von Rolipram 10 uM ( PDE4-Inhibitor) fuhrte ab dem Mefzeitpunkt 2 Minuten
ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg, erreichte aber Werte bis 117 + 12.7 pmol cAMP/
10° Zellen. (Mittelwert + SEM, mind. n=6), ( Abb. 7)

cGMP-Zeitrethein pAEC

Die Werte in unbehandelten Zellen schwankten zwischen 0.18 und 0.24 pmol cGMP/10°
Zellen. Ab einer Stimulationsdauer von 5 Minuten zeigten die nur SNP ausgesetzten sowie die
zusétzlich mit den Inhibitoren der PDE-Familien 1, 2, 3 oder 4 inkubierten Zellen eine
signifikante Erhthung auf 0.81 + 0.11 bis 1.54 + 0.22 pmol cGMP/10° Zellen. Dahingegen
fuhrte der Einsatz von Zaprinast 10 pM (PDES5-Inhibitor) bereits ab der 2. Minute zu einem
statistisch signifikanten Anstieg auf Werte bis 822 + 0.92 pmol cGMP/10° Zellen.
(Mittelwert £ SEM, mind. n=6), ( Abb. 8)
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Abb. 7: Zeitabhanigkeit der cAMP-Bildung in pAEC

Inkubation mit den PDE-Inhibitoren Vinpocetin 100 uM, EHNA 100 uM, Motapizon 1 uM,
Rolipram 10 uM und Zaprinast 10 uM fr 15 Minuten, dann Stimulation mit Forskolin 1 uM
zum Zeitpunkt 0 Minuten. Statistisch signifikante Zunahme gegenliber den unbehandelten
Zellen ab der 2. Minute. Die Analyse der zeitlichen Verlaufe der nur Forskolin stimulierten
Zellen und der zusétzlich mit den Inhibitoren Vinpocetin (PDEL), EHNA (PDEZ2), Motapizon
(PDE3) oder Zaprinast (PDES) behandelten Zellen ergab keinen signifikanten Unterschied. Im
Gegensatz dazu bewirkte Rolipram (PDE4-Inhibitor) eine signifikante cAMP-Zunahme
verglichen mit den nur Forskolin stimulierten Zellen. (Mittelwert £+ SEM, mind. n=6)
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Abb. 8: Zeitabhangigkeit der cGM P-Bildungin pAEC

Inkubation mit den PDE-Inhibitoren Vinpocetin 100 uM, EHNA 100 pM, Motapizon 1 uM,
Rolipram 10 puM und Zaprinast 10 uM fir 15 Minuten, dann Stimulation mit Nitro-
prussidnatrium (SNP) 10 uM zum Zeitpunkt O Minuten. Statistisch signifikante Zunahme im
Vergleich mit den unbehandelten Zellen ab der 5. Minute. Die Analyse der zeitlichen Verlaufe
der nur SNP stimulierten Zellen und der zusétzlich mit den Inhibitoren Vinpocetine (PDEL),
EHNA (PDE2), Motapizon (PDE3) oder Rolipram (PDE4) behandelten Zellen ergab keinen
signifikanten Unterschied. Bel Anwendung von Zaprinast (PDES5-Inhibitor) signifikanter
Anstieg ab der 2. Minute verglichen mit den nur SNP stimulierten Zellen. (Mittelwert + SEM,
mind. n=6)
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3.1.3 Vergleich von Atemwegsepithelzellen des M enschen (hAEC), des

Schweines (pAEC) und der Zéllinie BEAS-2B

Primér isolierte Atemwegsepithelzellen vom Menschen (hAEC) und vom Schwein (pAEC),
sowie die humane Epithelzellinie BEAS-2B wurden beziglich ihres cAMP- und cGMP-
Metabolismus untersucht. Nach Inkubation mit spezifischen Inhibitoren der PDE-
Isoenzymfamilien 1 bis 5 erfolgte eine Stimulation der cCAMP-Bildung mit Forskolin bzw. der
cGMP-Bildung mit SNP. Die Messung von intrazelluldrem cAMP und cGMP wurde nach
einer Stimulationsdauer von 30 Minuten durchgefihrt. Die so beeinfluften Zellen wurden mit
unbehandelten bzw. nur stimulierten, aber nicht mit PDE-Inhibitoren inkubierten Zellen
verglichen ([U] bzw. [N] in Abb. 9 und 10).

cAMP in hAEC, pAEC und BEAS-2B

Die Bestimmung der unbehandelten Zellen (U) ergab fir hAEC 0.42 + 0.05, fur pAEC 4.01 £
0.34 und fir BEAS-2B 3.48 + 0.57 pmol cAMP/10° Zellen. Die lediglich mit Forskolin
stimulierten, sowie die zusétzlich mit den Inhibitoren der PDE-Familien 1, 2, 3 oder 5
inkubierten Zellen zeigten fur hAEC zwischen 7.46 £ 0.62 und 9.55 + 1.78, fur pAEC
zwischen 21.09 + 5.87 und 31.87 £ 5.75 und fur BEAS-2B zwischen 13.73 + 1.65 und 17.98
+ 3.34 pmol cAMP/10° Zellen. Bezogen auf die zugehdrigen unbehandelten Zellen (U)
bedeutete dies jeweils einen signifikanten Anstieg. Der Einsatz von Rolipram 10 uM (PDE4-
Inhibitor) bewirkte eine drastische Erhthung auf Werte von 26.74 + 4.08 fur hAEC, 114 +
10.31 fiir pAEC und 110.54 + 26.71 pmol cAMP/10° Zellen fiir BEAS-2B. Im Vergleich mit
den nur stimulierten Zellen (N) handelte es sich damit um eine zusétzliche signifikante
Zunahme. (Mittelwert £ SEM, mind. n=5), (Abb. 9)



cGMP in hAEC, pAEC und BEAS-2B

Die unbehandelten Zellen (U) lieferten fir hAEC 0.012 + 0.002, fur pAEC 0.23 + 0.03 und
fir BEAS-2B 0.28 + 0.05 pmol cGMP/10° Zellen. Die nur mit SNP stimulierten, sowie die
zusétzlich mit Inhibitoren der PDE-Familien 2, 3 oder 4 inkubierten Zellen ergaben fir hAEC
zwischen 0.062 + 0.006 und 0.64 + 0.01, fur pAEC zwischen 0.85 + 0.11 und 1.51 + 0.28 und
fir BEAS-2B zwischen 2.01 + 0.23 und 2.79 + 0.25 pmol cGMP/10° Zellen. Im Vergleich mit
den jewelligen unbehandelten Zellen (U) zeigte sich hier eine signifikante Zunahme. Bel
Einsatz von Vinpocetin 100 uM (PDE1-Inhibitor) in humanen Atemwegsepithelzellen
(hAEC) ergab sich gegeniiber den nur stimulierten Zellen (N) ein signifikanter Anstieg auf
0.11 + 0.01 pmol cGMP/10° Zellen. Bel Anwendung von Vinpocetin in pAEC und BEAS-2B
mit Werten von 0.92 + 0.21 bzw. 2.25 + 0.19 pmol cGMP/10° Zellen fehlte dieser
Unterschied. Die Inkubation mit Zaprinast 10 uM (PDE5-Inhibitor) fuhrte in allen drei
Zelltypen zu einer deutlichen und signifikanten Erhéhung im Vergleich zu den nur
stimulierten Zellen (N). Die Messungen ergaben fur hAEC 0.22 + 0.01, fur pAEC 8.08 + 0.97
und fir BEAS-2B 16.83 + 1.44 pmol cGMP/10° Zellen. (Mittelwert + SEM, mind. n=5),
(Abb. 10)
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Abb. 9: Vergleich der cAMP-Akkumulation in hAEC, pAEC und BEAS-2B

15 Minuten Inkubation mit Inhibitoren der PDE-Familien 1 (Vinpocetin 100 uM), 2 (EHNA
100 puM), 3 (Motapizon 1 pM), 4 (Rolipram 10 uM) und 5 (Zaprinast 10 uM) und
Stimulation mit Forskolin 1 uM fr 30 Minuten. In alen drei Zelltypen signifikante Erhéhung
gegeniber den unbehandelten Zellen (U). Kein signifikanter Unterschied zwischen nur
stimulierten Zellen (N) und den zusétzlich PDEL, 2, 3 oder 5 inhibierten Zellen. In alen
Zéllen fuhrte Rolipram (PDE4-Inhibitor) zu einer signifikanten Zunahme (*) im Vergleich zu
den nur stimulierten Zellen (N). Beachte die unterschiedlichen GrofRenordnungen der cCAMP-
Absolutzahlen. (Mittelwert + SEM, mind. n=5)
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Abb. 10: Vergleich der cGM P-Akkumulation in hAEC, pAEC und BEAS-2B

15 Minuten Inkubation mit Inhibitoren der PDE1 (Vinpocetin 100 uM), 2 (EHNA 100 uM), 3
(Motapizon 1 uM), 4 (Rolipram 10 uM) und 5 (Zaprinast 10 uM) und Stimulation mit SNP
10 puM fur 30 Minuten. Signifikante Erhéhung gegentber den unbehandelten Zellen (U) in
allen drei Zelltypen. Inhibition der PDE2, 3 oder 4 fiihrte zu keiner signifikanten Anderung im
Vergleich mit nur stimulierten Zellen (N). Zaprinast bewirkte eine zusétzliche signifikante Zu-
nahme (*) in adlen drel Zelltypen. Die PDE1-Inhibition (Vinpocetin) erreichte nur in hAEC
eine signifikante Erhohung (*) gegentber nur stimulierten Zellen (N). Beachte die
unterschiedlichen Grofenordnungen der cGMP-Absolutzahlen. (Mittelwert + SEM, mind.
n=5)

37



3.1.4 | Csofur Rolipram und Zaprinast in pAEC und BEAS-2B

In primér isolierte Atemwegsepithelzellen vom Schwein (pAEC) und der humanen
Epithelzellinie BEAS-2B wurden die PDE-lIsoenzymfamilien 4 und 5 gehemmt. Als
spezifischer Inhibitor der PDE-Familie 4 wurde Rolipram und der PDE-Familie 5 Zaprinast in
einer Konzentrationsreihe von 10° bis 10* M verwendet. Nach Inkubation der Inhibitoren
fand in den Rolipram behandelten Zellen eine Stimulation der cAMP-Produktion mit
Forskolin und in den Zaprinast ausgesetzten Zellen eine Stimulation der cGM P-Produktion
mit SNP statt. Die Bestimmung von intrazelluldrem cAMP und cGMP erfolgte 30 Minuten
nach Ende der Inhibitor-Inkubation. Die so beeinflufdten Zellen wurden mit nur stimulierten,
aber nicht mit Inhibitor behandelten Zellen verglichen.

cAM P-Erhohung durch den Inhibitor Rolipram in pAEC und BEAS-2B

Ab einer Rolipram-Konzentration von 10® M zeigte sich eine signifikante Zunahme
gegeniber den lediglich mit Forskolin stimulierten Zellen. Eine Steigerung der Inhibitor-
Konzentration tlber 10° M hinaus fiihrte zu keiner weiteren signifikanten cAMP-Erhhung.
Die ICs (one-half inhibitory concentration) fir den PDE4-Inhibitor Rolipram betrug in pAEC
3.4x107 M und in BEAS-2B 4.86x10" M. (Mittelwert + SEM, mind. n=4), (Abb. 11)

cGMP-Erhohung durch den Inhibitor Zaprinast in pAEC und BEAS-2B

Eine signifikante Steigerung gegentiber den nur SNP stimulierten Zellen zeigte sich in pAEC
ab einer Zaprinast-Konzentration von 10”7 M und in BEAS-2B ab 10° M. In beiden Zelltypen
bewirkte eine Erhdhung der Inhibitor-Konzentration tiber 10° M hinaus keine zusitzliche
signifikante cGMP-Eh6hung mehr. Die Berechnung der 1Csy (one-half inhibitory
concentration) ergab fir den PDE5-Inhibitor Zaprinast in pAEC 1x10° M und in BEAS-2B
2.12x10° M. (Mittelwert + SEM, mind. n=4), (Abb. 12)
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Abb. 11: Dosisabhangige cAM P-Erhohung durch Rolipram

Nach 15 Minuten Inkubation von pAEC und BEAS-2B mit PDE4-Inhibitor Rolipram in
Konzentrationen von 10° bis 10* M, Stimulation mit Forskolin 1 pM fir 30 Minuten.
Darstellung als CAMP-Zunahme im Vergleich mit nur stimulierten, aber nicht mit Inhibitor
behandelten Zellen. Signifikante Erhéhung von cAMP ab einer Rolipram-Konzentration von
10® M. Ab Inhibitor-Konzentrationen groRer 10° M keine weitere signifikante cAMP-
Steigerung. (Mittelwert + SEM, mind. n=4)
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Abb. 12: Dosisabhangige cGM P-Er héhung durch Zaprinast

Nach 15 Minuten Inkubation von pAEC und BEAS-2B mit dem PDES5-Inhibitor Zaprinast in
K onzentrationen von 10°° bis 10*M, Stimulation mit SNP 10 pM fiir 30 Minuten. Darstellung
als cGMP-Zunahme im Vergleich mit nur stimulierten, aber nicht mit Inhibitor behandelten
Zellen. Signifikante cGMP-Erhohung in pAEC ab einer Zaprinast-Konzentration von 107 M
und in BEAS-2B ab 10°® M. In beiden Zelltypen keine weitere signifikante cGM P-Steigerung
ab einer Inhibitor-Konzentration groRer als 10° M. (Mittelwert + SEM, mind. n=4)
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3.1.5 Bestimmung der intra- und extr azellularen K onzentrationen von
cAMP und cGMP

An prima isolierten Atemwegsepithelzellen vom Schwein (pAEC) und der humanen
Epithelzellinie BEAS-2B wurden Messungen von intra und extrazelluldarem cAMP und
cGMP in Gegenwart spezifischer PDE-Inhibitoren durchgefihrt. Nach Inkubation mit
Inhibitoren der PDE-Isoenzymfamilien 1 bis 5 erfolgte eine Stimulation der cAMP-Bildung
mit Forskolin bzw. der cGMP-Bildung mit SNP. Die Bestimmung von intra- und
extrazelluldrem cAMP und cGMP wurde nach einer Stimulation von 30 Minuten
vorgenommen. Die so beeinflufdten Zellen wurden mit unbehandelten bzw. nur stimulierten,
aber nicht mit PDE-Inhibitor inkubierten Zellen verglichen ( [U] bzw. [N] in Abb. 7 und 8).
Aus der Summe der jeweiligen intra- und extrazellul&ren Messungen wurden die angegebenen

CAMP- und cGM P-Gesamtmengen errechnet.

Intra- und extrazellularescAMP in pAEC und BEAS-2B

Die unstimulierten Zellen (U) ergaben ein Gesamt-cCAMP von 5.8 + 0.4 in pAEC und 5.1 +
0.9 pmol cAMP/10° Zellen in BEAS-2B. Die nur stimulierten Zellen (N) zeigten einen hierzu
signifikanten Anstieg auf ein Gesamt-cAMP von 35.9 + 3.4 in pAEC und 23.3 + 3.0 pmol
cAMP/10° Zellen in BEAS-2B. Eine Inhibition der PDE-Isoenzymfamilien 1, 2, 3 oder 5
ergab ein Gesamt-cCAMP zwischen 26.6 £ 5.7 und 41.0 = 7.8 in pAEC und zwischen 16.8 £
2.4 und 25.7 + 4.0 pmol cAMP/10° Zellen in BEAS-2B. Dies bedeutete keinen signifikanten
Unterschied zu den nur stimulierten Zellen (N). Die Inhibition der PDE-Familie 4 mit
Rolipram 10 uM fihrte zu einem Gesamt-cAMP von 183.9 + 15.0 in pAEC und 164.8 + 24.8
pmol CAMP/10° Zellen in BEAS-2B. Im Vergleich mit den nur stimulierten Zellen (N) ergab
sich damit eine signifikante Zunahme. Der Anteil des extrazelluldaren cAMP an der
Gesamtmenge lag in pAEC bei 32.9 + 5.7 % und in BEAS-2B bei 31.8 + 3.0 %, wobei sich
zwischen unterschiedlich behandelten Zellen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
dieser Prozentsétze ergaben. Die oben beschriebenen Signifikanzen zeigten sich auch bei einer
getrennten Betrachtung von intra- und extrazelluldren Messungen. (Mittelwert £+ SEM, mind.
n=5), (Abb. 13 aund b)
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Abb. 13 a: Intra- und extrazellularescAMP in pAEC

Nach 15 Minuten Inkubation mit Inhibitoren der PDE1 (Vinpocetin 100 uM), 2 (EHNA 100
uM), 3 (Motapizon 1uM), 4 (Rolipram 10 uM) und 5 (Zaprinast 10 uM), Stimulation mit
Forskolin 1 uM fir 30 Minuten. Fur extrazelluldres und gesamtes CAMP gilt: Signifikante
Erhéhung im Vergleich mit unbehandelten Zellen (U). Inhibition von PDEL, 2, 3 oder 5 bleibt
ohne signifikante Anderung gegeniiber nur stimulierten Zellen (N). Anwendung von Rolipram
(PDE4-Inhibitor) fuhrt zu einem zusétzlichen signifikanten Anstieg (*). Die unterschiedliche
Behandlung der Zellen blieb ohne signifikanten Einflul auf den prozentualen Anteil des

extrazellulér nachweisbaren CAMP. (Mittelwert + SEM, mind. n=5)
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Abb. 13 b: Intra- und extrazellularescAMP in BEAS-2B

15 Minuten Inkubation mit Inhibitoren der PDEL (Vinpocetin 100 uM), 2 (EHNA 100 pM),
3 (Motapizon 1 uM), 4 (Rolipram 10 uM) und 5 (Zaprinast 10 uM) und Stimulation mit
Forskolin 1 uM fir 30 Minuten. Fur extrazelluldres und gesamtes CAMP gilt: Signifikante
Erhéhung im Vergleich mit unbehandelten Zellen (U). Inhibition von PDEL, 2, 3 oder 5 bleibt
ohne signifikante Anderung gegeniiber nur stimulierten Zellen (N). Anwendung von Rolipram
(PDE4-Inhibitor) fuhrt zu einem zusétzlichen signifikanten Anstieg (*). Die unterschiedliche
Behandlung der Zellen blieb ohne signifikanten Einflul auf den prozentualen Anteil des
extrazelluldr nachweisbaren cAMP. (Mittelwert + SEM, mind. n=5)
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Intra- und extrazellularescGMP in pAEC und BEAS-2B

In unstimulierten Zellen (U) ergab sich ein Gesamt-cGMP von 0.52 + 0.06 in pAEC und 0.84
+ 0.09 pmol cGMP/10° Zellen in BEAS-2B. Mit einem Gesamt-cGMP von 3.08 + 0.31 in
pAEC und 8.99 + 0.73 pmol cGMP/10° Zellen in BEAS-2B zeigten die stimulierten Zellen
(N) eine hierzu signifikante Erhthung. Eine Inhibition der PDE-Isoenzymfamilien 1 bis 5
fUhrte zu einem Gesamt-cGMP zwischen 1.49 + 0.31 und 2.18 + 0.37 in pAEC und zwischen
5.72 + 0.57 und 856 + 1.90 pmol cGMP/10° Zellen in BEAS-2B. Damit ergab sich im
Vergleich mit den nur stimulierten Zellen (N) kein signifikanter Unterschied. Die Inhibition
der PDE-Familie 5 mit Zaprinast 10 uM bewirkte jedoch eine signifikante Zunahme
gegeniber den nur stimulierten Zellen (N) auf 12.15 + 1.94 in pAEC und 45.48 + 3.88 pmol
cGMP/10° Zellen in BEAS-2B. Der Anteil des extrazelluldren cGMP an der Gesamtmenge
betrug in pAEC 53.1 = 4.3 % und in BEAS-2B 67.3 + 4.6 %, wobei sich zwischen
unterschiedlich behandelten Zellen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich dieser
Prozentsdtze ergaben. Auch bel Betrachtung der extrazelluléren Messungen zeigten sich die

oben beschriebenen Signifikanzen. (Mittelwert £ SEM, mind. n=5), (Abb. 14 aund b)
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Abb. 14 a: Intra- und extrazellulares cGMP in pAEC

Nach Inkubation von 15 Minuten mit Inhibitoren der PDE1 (Vinpocetin 100 uM), 2 (EHNA
100 uM), 3 (Motapizon 1uM), 4 (Rolipram 10 uM) und 5 (Zaprinast 10 uM), Stimulation mit
SNP 10 uM fir 30 Minuten. Flir extrazelluldres und gesamtes cGMP gilt: Signifikante
Erhéhung im Vergleich mit unbehandelten Zellen (U). Inhibition von PDEL, 2, 3 oder 4 fihrt
nicht zu einer signifikanten Anderung gegeniiber nur stimulierten Zellen (N). Einsatz von
Zaprinast (PDE5-Inhibitor) bewirkt zusédtzliche signifikante Steigerung (*). Die unter-
schiedliche Behandlung der Zellen blieb ohne signifikanten Einflul3 auf den prozentualen
Antell des extrazellulér nachweisbaren cGMP. (Mittelwert + SEM, mind. n=5)
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Abb. 14 b: Intra- und extrazellularescGMP in BEAS-2B

Nach Inkubation von 15 Minuten mit Inhibitoren der PDE1 (Vinpocetin 100 uM), 2 (EHNA
100 uM), 3 (Motapizon 1uM), 4 (Rolipram 10 uM) und 5 (Zaprinast 10 uM), Stimulation mit
SNP 10 uM fur 30 Minuten. Fir extrazelluldres und gesamtes cGMP gilt: Signifikante
Erhéhung im Vergleich mit unbehandelten Zellen (U). Inhibition von PDEL, 2, 3 oder 4 fihrt
nicht zu einer signifikanten Anderung gegeniiber nur stimulierten Zellen (N). Einsatz von
Zaprinast (PDE5-Inhibitor) bewirkt eine zusétzliche signifikante Steigerung (*). Die
unterschiedliche Behandlung der Zellen blieb ohne signifikanten Einflufd auf den prozentualen
Antell des extrazellulér nachweisbaren cGMP. (Mittelwert + SEM, mind. n=5)
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3.1.6 Einfluf® von Probenicid auf cAMP und cGMP

Die humane Epithelzellinie BEAS-2B wurde bezliglich der Wirkung von Probenicid auf intra-
und extrazelluldres CAMP bzw. cGMP hin untersucht. Die Zellen wurden mit Probenicid
1mM fiar 15 Minuten vorbehandelt. Vor der Bestimmung von cAMP dann eine Inkubation mit
Rolipram und eine Stimulation mit Forskolin. Die cGMP-Messung wurde nach einer
Inkubation mit Zaprinast und einer Stimulation mit SNP durchgefthrt.

Die so beeinflul3ten Zellen wurden mit Probenicid unbehandelten Zellen verglichen. Die
angegebenen Gesamtmengen von cCAMP und cGMP ergaben sich aus der jeweiligen Summe

der intra- und extrazellul&ren Bestimmungen.

I ntra- und extrazellulares cAMP unter Probenicid-Einfluf

Ohne Probenicid zeigten die Zellen ein Gesamt-cAMP von 165 + 14.9, mit intrazellulér 110.5
+ 11.6 und extrazellular 54.5 + 7.2 pmol cAMP/10° Zellen. Dies entspricht einer Verteilung
von intrazellulér 67 % und extrazellulér 33 % des Gesamt-cCAMP bezogen auf die Mittelwerte.
Unter Anwendung von Probenicid reduzierte sich das Gesamt-cAMP auf 89.1 + 15.8, mit
intrazellular 75.2 + 8.1 und extrazellular 8.9 + 2.3 pmol cAMP/10° Zellen. Bezogen auf die
Mittelwerte erh6hte sich damit der intrazellulare Anteil auf 91 % und der extrazellulére Anteil
verminderte sich auf 9 %. (Mittelwerte + SEM, mind. n=4), (Abb. 15)

I ntra- und extrazellulares cGMP unter Probenicid-Einfluf

Das Gesamt-cGMP in Abwesenheit von Probenicid betrug 45.5 + 3.9, mit intrazelluldr 16.8

+ 1.4 und extrazelluldr 28.7 + 2.4 pmol cGMP/10° Zellen. Dies bedeutete eine Aufteilung des
Gesamt-cGMP in intrazellulér 37 % und extrazelluldr 63 % bezogen auf die Mittelwerte.

In Gegenwart von Probenicid verminderte sich die gesamte cGMP-Menge auf 25.0 + 2.1, mit
intrazellular 18.8 + 1.6 und extrazellular 6.3 + 1.9 pmol cGMP/10° Zellen. Auf die
Mittelwerte bezogen erhdhte sich damit der intrazelluldre Antell auf 75 % und der

extrazelluldre Anteil reduzierte sich auf 25 %. (Mittelwerte £ SEM, mind. n=4), (Abb. 16)
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Abb. 15: cAMP-Veréanderungen durch Probenicid in BEAS-2B

Vergleich von Zellen mit und ohne Vorinkubation von Probenicid 1 mM fir 15 Minuten bel
Inkubation mit Rolipram 10 pM (PDE4-Inhibitor) fur 15 Minuten und Stimulation mit
Forskolin 1 pM fur 30 Minuten. Signifikante Zunahme des intrazelluldren Antells in
Gegenwart von Probenicid. (Mittelwerte £ SEM, mind. n=4)
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Abb. 16: cGM P-Verénderungen durch Probenicid in BEAS-2B

Vergleich von Zellen mit und ohne Vorinkubation von Probenicid 1 mM fir 15 Minuten bei
Inkubation mit Zaprinast 10 uM (PDE5-Inhibitor) fur 15 Minuten und Stimulation mit SNP
100 uM far 30 Minuten. In Gegenwart von Probenicid signifikante Zunahme des intra-
zelluldren Anteils. (Mittelwerte £ SEM, mind. n=4)
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3.2 Aktivitat der PDE-Isoenzymein hAEC, pAEC und BEAS-2B

In Zellysaten wurde die Hydrolyse der zyklischen Nukleotide in Gegenwart von PDE-
Inhibitoren gemessen. Der PDE-Assay erlaubt dabei im Gegensatz zu radioimmunol ogischen
Messungen der zyklischen Nukleotide die direkte Bestimmung der PDE-Isoenzymaktivitét bel
Zugabe einer definierten Menge an exogenem cAMP bzw. cGMP. (Tab. 2 a-c und Abb. 17)

Hydrolyse zyklischer Nukleotide [nmol x min™ x mg protein’]

Tab.2a: hAEC

cAMP cGMP
Gesamt-Hydrolyse 0.90+0.04 0.58+0.04
Kontrolle 0.25+ 0.09 0.01+0.03
EHNA 100 uM (#) 0.56 £ 0.02
Motapizon 1puM 0.82+0.05 (€3]
Rolipram 10 uM 0.58 + 0.03 (€3]
Zaprinast 10 uM (€3] 0.10 = 0.06
PDE7-Aktivitét 0.32+0.08
Gesamt-Hydrolyse-[+] (#) 0.62+0.12
Vinpocetin 100 uM (€3] 0.41+0.04
Tab. 2b: pAEC

CAMP cGMP
Gesamt-Hydrolyse 1.81+0.16 3.04+0.57
Kontrolle 0.51+0.08 1.11+0.20
EHNA 100 uM (#) 290+0.17
Motapizon 1M 1.70+£0.15 (€3]
Rolipram 10 uM 0.77+0.17 (€3]
Zaprinast 10 pM (€3] 1.03+0.14
PDE7-Aktivitat 0.23+0.11
Gesamt-Hydrolyse-[+] (#) (€3]
Vinpocetin - 100 pM (€3] 292+0.13
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Hydrolyse zyklischer Nukleotide [nmol x min x mg protein™]

Tab.2c:

Gesamt-Hydrolyse
Kontrolle

EHNA 100 pM
Motapizon 1pM
Rolipram 10 pM
Zaprinast 10 uM
PDE7-Aktivitét
Gesamt-Hydrolyse-[+]
Vinpocetin - 100 uM

Tabedlle 2 a-c: Hydrolyse von cAMP und cGM P in Gegenwart von PDE-I nhibitoren

BEAS2B
CAMP cGMP
9.31 + 0.60 6.78 + 0.90
0.91 + 0.03 100 + 0.14

(¥) 6.44 + 0.40
9.09 + 0.32 )
2,62 +0.53 ()

(£) 1.09 + 0.05
1.79 + 0.49

(%) (%)

(£) 6.43 +0.32

Bestimmung der Hydrolyse im Zellysat von hAEC, pAEC und BEAS-2B im PDE-Assay. Die
PDE-unabhéngige Hydrolyse in Gegenwart von IBMX 100 pM (unspezifischer PDE-
Inhibitor) wurde als Kontrolle gemessen. EHNA und Motapizon (PDE2- und PDE3-Inhibitor)
blieben ohne signifikanten Effekt. Die Hemmung von PDE4 (Rolipram) und PDES5
(Zaprinast) verminderte die Hydrolyse in alen drei Zeltypen signifikant. Aus der Differenz
der cAMP-Hydrolyse in IBMX und Rolipram behandelten Lysaten wurde die PDE7-Aktivitét
berechnet. In Gegenwart von 1.25 mM CaCl, und 100 uM Camodulin gemessene Werte
ergaben die Gesamt-Hydrolyse-[+], die nur in hAEC von der Gesamt-Hydrolyse signifikant
verschieden war. Vinpocetin (PDE1-Inhibitor) reduzierte die Gesamt-Hydrolyse-[+] nur in

hAEC signifikant. Das Symbol () zeigt an, dald die gemessenen Werte von der Gesamt-

Hydrolyse nicht signifikant verschieden waren. (Mittelwert £+ SEM, mind. n=5)

51



hAEC

2.57
2.0
1.5
1.0
0.51
0.0

PAEC

BEAS-2B

PDE activity [nmoles x min™t x mg]

1 2 3 4 5 7

PDE isoenzyme

Abb. 11: Aktivitat der PDE-I soenzyme in Atemwegsepithelzellen

Berechnung der Isoenzym-Aktivitdt aus der Differenz zwischen Gesamt-Hydrolyse und
Hydrolyse in Gegenwart von spezifischen PDE-Inhibitoren (s. Tabelle 2 a-c). Aktivitat von
PDE4, PDE5 und PDE7 in dlen drei Zdltypen. In hAEC zusdtzlich Nachwels von
Calcium/Camodulin-stimulierter PDEL. (Mittelwert £ SEM, mind. n=5)



4. Diskussion

4.1 |dentifizierung der PDE-Isoenzyme in Atemwegsepithlezellen

In der vorliegenden Arbeit wurden primér isolierte Atemwegsepithelzellen vom Menschen
(hAEC) und vom Schwein (pAEC) sowie die humane Epithelzellinie BEAS-2B untersucht.
Der Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin und der Guanylatzyklase-Aktivator Nitroprussid-
natrium (SNP) induzierten in intakten Zellen eine Erhdhung der zyklischen Nukleotide. Durch
Vorinkubation mit selektiven PDE-Inhibitoren konnte eine weitere Steigerung erreicht
werden. Bei alen drei Zelltypen gelang dies fir cAMP mit Rolipram (PDE4-Inhibitor) und fir
cGMP mit Zaprinast (PDE5-Inhibitor). Zusétzlich zeigte sich in hAEC eine signifikante
cGMP-Zunahme durch den PDE1-Inhibitor Vinpocetin.

Als weiterer Schritt erfolgte die Bestimmung der Phosphodiesterasen-Aktivitét in Zellysaten.
Hierbei wurde die Hydrolyse exogen zugefuhrter zyklischer Nukleotide in Gegenwart der
PDE-Inhibitoren gemessen. Alle untersuchten Zellen ergaben eine deutliche Reduktion des
Abbaus von cAMP durch Rolipram und von cGMP durch Zaprinast. Bei Anwesenheit von
Kazium und Kalmodulin lief3 sich im Lysat von hAEC eine Zunahme der hydrolytischen
Aktivitdt fur cGMP nachweisen. Diese konnte durch Vinpocetin signifikant vermindert
werden.

Die Kombination der Studien an intakten Bronchialepithelzellen und deren Zellysaten ergibt
folgendes Bild: In hAEC, pAEC und BEAS-2B lauft der Hauptabbauweg fur cAMP Uber
PDE4 und fur cGMP Uber PDES. In primér isolierten humanen Atemwegsepithel zellen erfol gt
ca. 20 % der cGMP-Hydrolyse zusétzlich durch die Ca?*/CaM-abhéngige PDEL.

Es zeigt sich eine auch von Rolipram nicht zu beeinflussende Eliminierung von CAMP in
allen Zellen mit einem Antell von ca. 30 % an der Gesamt-Hydrolyse. Dieser Rolipram-
insensitive, spezifische Abbau von cAMP spricht fir das Vorhandensein einer PDE7 (52). In
Ermangelung eines selektiven Inhibitors fur diese Familie ist eine eindeutige Verifizierung
mit pharmakol ogischen Methoden nicht moglich. Durch Einsatz der PCR-Analytik gelang es
bei weiterfihrenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe in allen verwendeten Atemwegs-
epithelzellen (hAEC, pAEC und BEAS-2B) PDE7-mRNA nachzuweisen (88).
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4.2 Verfahren der | soenzymmuster -Bestimmung

Das Interesse an einer Aufschliisselung der Phosphodiesterasen-V erteilung nach Gewebe- und
Zelltypen ist wohlbegrindet. Zum einen erdffnen sich damit neue Einblicke in Steuerungs-
vorgange der Zellen und zum anderen konnten sich direkte therapeutische Konsequenzen
ergeben. Ein klassischer, pharmakologischer Ansatz ist die Analyse von Konzentrations-
anderungen der betroffenen Substrate und Produkte nach Anwendung von Inhibitoren auf die
zu untersuchenden Enzymsysteme. In dieser Arbeit wurde der Einfluld von PDE-

Enzymhemmern auf die zyklischen Nukleotide in Bronchial epithel zellen untersucht.

Selektivitat der PDE-Inhibitoren

Grundsétzlich ist die Spezifitdt von PDE-Inhibitoren in hohem Ausmald konzentrations-
abhangig. Die in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren werden in den gewahlten
Konzentrationen als selektiv fur die einzelnen PDE-Isoenzymfamilien betrachtet (84). In
gleicher oder hoherer Dosierung wurden sie bereits von anderen Autoren in einer Reihe von
Studien an verschiedenen zelluléren Systemen eingesetzt (85, 86).

Die Quantifizierung einer PDE7-Aktivitédt in den untersuchten Zellysaten ist nicht
unproblematisch. Ihre Berechnung als Differenz der cAMP-Hydrolyse in Gegenwart von
IBMX und Rolipram beinhaltet mehrere Ungenauigkeiten. Selbst mit der gewahlten IBMX-
Konzentration von 100 uM kann nicht davon ausgegangen werden, dal3 der gesamte Umsatz
durch PDE7 blockiert wird (87). Insofern konnte ihr Anteill an der Gesamt-Hydrolyse
unterschétzt werden. Zusétzlich inhibieren 10 uM Rolipram trotz der Definition a's Rolipram-
insensitive Enzymgruppe ca. 10 % des PDE7-Umsatzes (78). Ungeachtet dieser Fehlerquellen
mul3 aber ein substantieller Anteil dieser Familie am cAMP-Abbau angenommen werden.
Weitere Hinweise fir die Existenz einer PDE7 sind der Nachweis der zugehtrigen mRNA in

humanen Bronchial epithelzellen und im Lungengewebe von Mausen (84, 88).



Zvyklische Nukleotide als Parameter der PDE-Aktivitét

Die zentrale Bedeutung von cAMP und cGMP fir eine Reihe von wichtigen intrazelluléren
Signaltransduktionswegen ist bekannt. Experimentell lassen sich viele Funktionen in
unterschiedlichen zelluldren Systeme durch eine Beeinflussung der zyklischen Nukleotide
steuern. Allerdings ist eine direkte Korrelation zwischen der Konzentrationsinderung von
CAMP bzw. cGMP und der beobachteten Veranderung der untersuchten Zielgrof3e nicht
Immer gegeben.

Die transformierte epitheliale Zellinie CF-T43 weist eine homozygote Mutation des AF508
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) auf. Es handelt sich dabei um
einen cAMP-abhéangigen Cl-Kanal, der auch im Rahmen der Mukoviszidose eine verminderte
Leitfahigkeit besitzt. Kelley et al. zeigten in diesen Zellen eine Erhdhung des residualen
Chlorid-Effluxes durch den PDES3-Inhibitor Milrinon (89). Eine signifikante Zunahme von
intrazelluld&rem cAMP war dabel nicht zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu fihrte der
unselektive PDE-Inhibitor IBMX zwar zu einer deutlichen Steigerung des CAMP, bewirkte
aber nur eine geringe Aktivierung der Cl"-Kanalleitfahigkeit.

Die Autoren der o. g. Studie erklarten diesen scheinbaren Widerspruch mit einer Kom-
partimentalisierung der PDE-Isoenzyme innerhalb der Zelle. So kdnnte die PDES3 trotz ihres
relativ kleinen Anteils an der gesamten Phosphodiesterasen-Aktivitét, durch ihre Lokalisation
an der Zellmembran eine Hauptrolle in der Regulation der Chlorid-Leitfahigkeit spielen (85).
Es mui kritisch angemerkt werden, dal3 Milrinon in o. g. Untersuchung in der als sehr hoch zu
wertenden Konzentration von 100 uM eingesetzt wurde, so dal3 unspezifische Effekte des
Inhibitors nicht sicher auszuschlief3en sind (84).

Bel Endothelzellen des Schweines induzierte H,O, eine starke Erhéhung ihrer Permeabilitét
(132). Dieser Effekt konnte durch eine Kombination aus Adenylatzyklase-Aktivierung und
PDE3/4-Inhibition vollsténdig antagonisiert werden. Die Analyse des PDE-Isoenzymmusters
zeigte u. a. hohe Aktivitaten der PDE3 und 4. Auch in dieser Studie war keine eindeutige
Abhangigkeit der endothelialen Permeabilitdt von der intrazelluldren cAMP-Konzentration
festzustellen. Die Wirkung von H,O, konnte bereits durch PDE-Inhibitorkonzentrationen
aufgehoben werden, die noch keine meRbare Anderung des Gesamt-cAMP bewirkten.
Bestimmte zelluldre ZielgroRen sind durch Inhibition der Phosphodiesterasen steuerbar. Diese
Vorgange werden Uber intrazellulare Konzentrationsdnderungen der zyklischen Nukleotide

geregelt. Aufgrund der differenzierten Verteilung der einzelnen PDE-Isoenzyme in den

55



subzelluléren Fraktionen wird aber u. U. die Gesamtmenge an cCAMP oder cGMP in der Zelle
nur wenig beeinfluf3t.

Um das exakte Isoenzymmuster einer Zelle festlegen zu kénnen, reicht es zusammenfassend
nicht aus, indirekte Parameter wie z. B. die Cl-Kanalleitféahigkeit bzw. die endotheliae
Permeabilitat und ihre BeeinfluRbarkeit durch PDE-Inhibitoren zu bewerten. Eine eindeutige
quantitative Aussage wird nur durch die unmittelbare Messung der PDE-1soenzymaktivitéten,
wie sie in der vorliegenden Studie durchgefihrt wurde, mdglich. Im Umkehrschlul® darf aber
bei einem niedrigen Anteil an der PDE-Gesamtaktivitét nicht sofort auch eine untergeordnete

funktionelle Bedeutung eines bestimmten subzelluléren Abbauweges angenommen werden.

Biochemische und molekular biologische M ethoden

Die ursprungliche Nomenklatur der Phosphodiesterasen orientierte sich nur an ihren
regulatorischen Eigenschaften und der Substratspezifitdt. Die EinfUhrung neuer Methoden
erlaubte die Entschlisselung der Proteinprimérstruktur sowie die Sequenzierung der
zugehorigen cDNA und mRNA. Diese Erkenntnisse fuhrten zur aktuellen PDE-K lassifikation,
die auf einer Kombination aus pharmakol ogischen, biochemischen und molekularbiol ogischen
Kriterien basiert (52).

Innerhalb der einzelnen Familien werden immer weitere Gene identifiziert. Von der PDE1
sind u. a mehrere Isoenzyme in Herz, Hirn und Lungengewebe bekannt (51). Trotz
gemeinsamer Merkmale zeigen sich prinzipielle Unterschiede beztiglich Substratspezifitét und
Kamodulin-Sensitivitét. Eine Anadyse der Aminosdure-Sequenz klérte, dal3 bestimmte
Enzyme nur die gewebespezifische mRNA-Splice Variante desselben Gens darstellen,
wahrend andere Produkte verschiedener, homologer Gene sind (53).

Reinhardt et al. studierten das Vertellungsmuster von PDE3-mRNA in der Entwicklung von
Ratten (92). Im Bronchialepithel der Embryos (20. Tag) wiesen sie PDE3B mRNA nach. In
adulten Tieren wurde dieser Nachweis nicht gefiihrt. Im ebenfalls untersuchten Neuroepithel
war nach anfanglich hohen Konzentrationen wéhrend der intrauterinen Entwicklung ein
starker Abfall der Genexpression in erwachsenen Ratten zu verzeichnen.

In alen untersuchten Geweben von Mausen, u. a. auch in der Lunge, konnte PDE7A2-mRNA
detektiert werden (84). Das stérkste Signal zeigte sich in Skelettmuskelzellen, sowie B- und
T-Zdlinien. Die Bestimmung der PDE7-Enzymaktivitét ergab aber lediglich in der T-Zellinie
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mefdbare Werte. Fur die beiden anderen Zelltypen gelang der Nachweis auf der Proteinebene
nicht. Bloom und Beavo interpretierten diese Unterschiede als Ausdruck verschiedener
zellspezifischer Regulationsmechanismen. Eine hohe Expression von mRNA schliefdt nicht
aus, dald nur eine geringe Trandationrate vorliegt, das gebildete Enzym inaktiv oder nicht
stabil ist (84).

Robichaud et al. kombinierten die Bestimmung der Enzymaktivitédt mit dem Isoenzym-
Nachweis durch Reverse Transcriptase-Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR) (95). Sie
zeigten, dal3 in der Alveolarepithel-Zellinie A549 die Hydrolyse der zyklischen Nukleotide
durch PDE4 sowie in geringerem Umfang durch PDEL und 5 geleistet wird. Innerhalb der
PDE-Familie 4 konnten dartiber hinaus die Isoenzyme 4A und 4D identifiziert werden.

Keine der verfligbaren Methoden ist bei aleiniger Anwendung als erschépfend und eindeutig
anzusehen. Ob eine bestimmte Isoenzymgruppe enzymatisch aktiv ist, a3t sich nur durch die
Untersuchung der familienspezifischen Hydrolyse-Eigenschaften verifizieren. Der blofe
Nachweis des Proteins ist nicht ausreichend. Welche Genprodukte einer PDE-Familie aber
tatsachlich exprimiert werden, ist nur mit molekularbiologische Methoden zu erfassen.
Zukinftige Studien mussen also verstérkt auf mehreren Ebenen ansetzen, um die

verschiedenen Aspekte zu klaren.

4.3 Atemwegsepithelzellen als Unter suchungsmaterial

Um die Aussagefahigkeit der Experimente zu erhohen, ist die Verwendung von humanen
Zellen (hAEC) winschenswert. Dieser Anspruch wurde allerdings durch die Verflgbarkeit
des Sektionsmaterials limitiert. Um die notwendige Anzahl an Versuchen durchfihren zu
konnen, muften auch primér isolierte Zellen vom Schwein (pAEC) und die humane
Bronchialepithelzellinie BEAS-2B eingesetzt werden. Damit stellt sich die Frage nach der
prinzipiellen Vergleichbarkeit von Befunden, die an verschiedenen Spezies erhoben wurden.
Zusétzlich ist der Einfluld einer virusinduzierten Transformationen auf die Stoffwechsel-
charakteristika von immortalisierten Zellen zu diskutieren.

Interessanterweise sind die Unterschiede zwischen den beiden Zelltypen humanen Ursprungs
aufféliger als digenigen zwischen BEAS-2B und pAEC. Dies gilt sowohl bezogen auf die
hydrolytische Gesamtaktivitét fur zyklische Nukleotide as auch fur das exakte Isoenzym-

profil.
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Rousseau et al. wiesen im Epithel von Rindertracheae durch DEAE Anionenaustausch-
Chromatographie unterschiedliche Aktivitéten der PDE1-5 nach (85). Die Analyse erfolgte
nach Auftrennung der Zdlfraktionen mittels HPLC. Sie identifizierten die
Phosphodiesterasen-Familien 1, 2, 4 und in geringerem Mal3e 5 als dominierend im Zytosol
und die PDE3 als nur Membran-gebunden vorkommend. Insgesamt sind die Ergebnisse dieser
Studie aber kritisch zu betrachten. Die gesamte Phosphodiesterasen-Aktivitét wurde in einem
breiten, relativ wenig strukturierten Peak eluiert. Die anschlieffende Zusammenfassung
verschiedener Fraktionen und ihre Zuordnung zu bestimmten PDE-Isoenzymgruppen
erscheint zumindest in Teilen willkirlich. Auch Gber den jewelligen Antell der Isoenzyme an
der Gesamthydrolyse wurden keine Angaben gemacht. Der Nachweis von PDE3 gelang
Uberdies nur mit der sehr hohen Konzentration von Inodilan 50 uM (93). Auf einen selek-
tiven Inhibitor zur Bestimmung der PDE2 wurde verzichtet. Die Untersucher werteten die
BeeinfluRbarkeit durch exogen zugefihrtes cGMP als ausreichenden Beleg fur die Existenz
dieser Isoenzymfamilie.

Im Rahmen der Mukoviszidose-Forschung mit Studien der Elektrolytleitfahigkeit fuhrten
Kelley et al. Messungen an den humanen Atemwegsepithel zellinien CF-T43 und Calu-3 durch
(89, 90). Es zeigten sich deutliche Unterschiede im Verhalten nach Applikation von PDE-
Inhibitoren. Rolipram (PDE4) bewirkte in beiden Zelltypen eine starke Zunahme des CAMP.
In Calu-3-Zellen konnte diese auch durch den PDE3-Inhibitor Milrinon erreicht und durch
IBMX sogar noch wesentlich gesteigert werden. Im Gegensatz dazu hatte Milrinon in CF-
T43-Zellen nur einen sehr geringen Einfluld auf den cAMP-Metabolismus. Beide Zdllinien
zeigten aber Ubereinstimmend, dal? der Chlorid-Efflux sich durch Rolipram nicht steigern lief3.
Die o. g. Studien liefern Hinweise auf eine funktionelle Bedeutung des PDE3-Abbauweges in
den untersuchten zelluldren Systemen. Gleichzeitig zeigen sich aber eindeutige Differenzen
beziiglich der BeeinfluZbarkeit durch Phosphodiesterase-Inhibitoren. Prinzipiell scheinen auch
Atemwegsepithel zellinien einer Spezies nur eingeschrankt vergleichbar zu sein. Inwieweit die
Unterschiede durch verschiedene Immortalisierungsmethoden oder als Folge der AF508
CFTR-Muitationen auftreten, ist noch zu kléren.

Experimente an der Trachea von Ratten zeigen, dal3 die Mukusproduktion durch PDES3-
Inhibition nicht zu beeinflussen ist. Mit Hilfe des Inhibitors Rolipram erfolgte der Nachweis,
dali’ diese wichtige Eigenschaft Gberwiegend durch die PDE4-Familie gesteuert wird (91).

In Zellhomogenaten, gewonnen aus humanem Atemwegsmaterial, konnten die PDE1-5

nachgewiesen werden. Trotz hoher Aktivitédten der Isoenzym-Familien 4 und 5 blieb ihre
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Inhibition ohne Effekt auf den in dieser Studie untersuchten inhérenten Tonus der glatten
Muskulatur. Rabe et al. vermuteten deshalb eine bevorzugte Lokalisation der PDE4 und 5 im
nicht-muskuldren Gewebe der Bronchien (86). Eine weitere zellspezifische Differenzierung
wurde in dieser Arbeit aber nicht vorgenommen.

Eine unmittelbare Ubertragbarkeit der an Zellinien oder verschiedenen Spezies gemachten
Beobachtungen ist nicht a's gegeben anzunehmen. Diesist aber kein spezielles Phanomen der
Untersuchungen am Bronchialsystem, sondern ein generelles Problem beim Vergleich

biologischer Systeme.

4.4 Export zyklicher Nukleotide

cAMP und cGM P im extrzelluldren K ompartiment

Die Eliminierung der gebildeten zyklischen Nukleotide wird durch zwel Mechanismen
gesteuert. Zum einen Uber die Hydrolyse durch Phosphodiesterasen und zum anderen durch
Export in den extrazelluldren Raum (97). Die grof3e intrazelluldre Bedeutung von cAMP und
cGMP als , second messenger” ist sehr gut untersucht. Welche Funktionen aber ihre extra-
zellulére Freisetzung hat, wird intensiv diskutiert. Mehrere Hinweise fir eine Relevanz auch
im Rahmen der interzelluldren Kommunikation sind beschrieben (129, 130, 131).

Alle bisher untersuchten Zelltypen zeigten einen Efflux von zyklischen Nukleotiden mit den
Eigenschaften eines aktiven Transportes (96). Dieser konnte in Erythrozyten durch den
Mediator Prostaglandin A; gehemmt sowie durch ANP (atrial natriuretic peptide) in Endothel-
zellen und Nierenepithel zellen gesteigert werden (98, 99, 100).

Auf der Oberflache von HeLa-Zellen identifizierten Kibler et al. eine cAMP-abhangige
Proteinkinase (ecto-cAMP-PK) (101). Die Aktivitdét des Enzyms wurde durch die
Verfugbarkeit von extrazelluldrem cAMP bestimmt. Intrazelluldre K onzentrationsdnderungen
blieben dagegen ohne Effekt.

Bestimmte Klassen von Chlorid-Kandlen in Nierenepithelzellen und Natrium-Kanden in
Kardiomyozyten regulieren ihre Leitfahigkeit Uber Rezeptoren fir zyklische Nukleotide auf
der Zdloberflache (102, 103). DarUber hinaus fielen erhohte extrazellulare cGMP-

Konzentrationen im Rahmen von verschiedenen kardiovaskuld&ren und malignen
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Erkrankungen auf. In diesem Zusammenhang ist bereits die Verwendung von cGMP as

diagnostischer Marker vorgeschlagen worden (104).

Effekte von Probenicid

Die Ausschleusung von cAMP und cGMP aus der Zelle a3t sich als nicht séttigbarer,
Energie- und Temperatur-abhangiger Transport charakterisieren (96). Ein zusétzliches
Merkmal ist die Probenicid-Sensitivitét (105). Als Medikament wurde Probenicid zur
Verlangerung der intravasden Verwelldauer von [-Lactam Antibiotika, insbesondere
Penicillin eingesetzt. Das Wirkprinzip besteht im kompetitiven Antagonismus an einem
Transporter fur organische Anionen (106). Probenicid hemmt dadurch unspezifisch nicht nur
die Ausscheidung von Penicillin Gber die Niere, sondern auch den Export von zyklischen
Nukleotiden nach extrazelluldr an allen bisher untersuchten Geweben.

In einer Studie beschrieben Geary et a. die Freisetzung von cAMP und cGMP durch das
Epithel der Atemwege (97). Ca 27 % des gebildeten CAMP, sowie 60 % des cGMP wurden
von den Zellen freigesetzt. Dieser Vorgang verlief fir beide Substanzen mit einer
vergleichbaren Kinetik, wobel der untersuchte ,Carrier zu cGMP lediglich eine hthere
Affinitdt zeigte. Der prozentuale Anteil der Gesamtmenge an zyklische Nukleotiden, der
exportiert wurde, war konstant. Der Transporter war also in den gewahlten Konzentrations-
bereichen nicht zu séttigen. Diese Befunde decken sich weitgehend mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit, die zusétzlich den Einfluf3 von PDE-Inhibitoren erfaldte. Sie bewirkten
ale intra- und extrazellulér jeweils proportionale Erhohungen von cAMP und cGMP. Damit
konnte ausgeschlossen werden, dal3 die bei verschiedenen PDE-Inhibitoren festgestellte
intrazelluldre Steigerung nur ein Artefakt infolge eines gednderten Exportverhaltens darstellte.
Geary et a. konnten in der oben zitierten Untersuchung das Freiwerden von zyklischen
Nukleotiden aus den Zellen durch Probenicid 10 mM fast vollsténdig hemmen. Parallel dazu
war eine entsprechende Zunahme der intrazelluldren Konzentration zu verzeichnen.

An der Zelinie BEAS-2B gelang es nur teilweise, diese Wirkung von Probenicid nachzuvoll-
ziehen. Trotz Austestung aller gangigen Losungsmittel konnte Probenicid nur bis maximal
1mM eingesetzt werden. Auch mit dieser Konzentration lief3 sich noch eine deutliche
Verschiebung vom extrazelluléren ins intrazelluldre Kompartiment erreichen. Insgesamt war

unter den gewahlten Bedingungen aber auch die Gesamtmenge von cCAMP und cGMP um
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durchschnittlich funfzig Prozent reduziert. Diese Abnahme dirfte auf zusétzlichen Inter-
aktionen des Probenicids beruhen. Mogliche Angriffspunkte solcher unspezifischen
Wirkungen sind u. a. die Adenylat- bzw. Guanylatzyklase.

Das System von Geary et al. arbeitete mit polarisierten Zellen und erlaubte daher eine
zusétzliche Differenzierung der Freisetzung nach apikal und basolateral. Zellschadigende
Wirkungen des Probenicids konnten in diesesm Modell durch eine Bestimmung des
transepithelialen Widerstandes ausgeschl ossen werden.

Eine Messung der LDH-Freisetzung aus BEAS-2B ergab in der hier vorgelegten Studie eine
Steigerung auf maximal 9.6 % der Gesamt-LDH im Vergleich zu einem Kontrollwert von 2.4
+ 0.6 %. Alle anderen verwendeten Substanzen bzw. deren Lésungsmittel fihrten dagegen
nicht zu einer signifikanten Zunahme der LDH. Allerdings kam Probenicid in ahnlichen
Konzentrationsbereichen bel verschiedenen Studien zum Einsatz, ohne das toxische Effekte
berichtet wurden (106, 107, 108).

4.5 Phosphodiester asen als Angriffspunkte ther apeutischer | nterventionen

Das klassische klinische Beispiel fur die Potenz des pharmakologischen Prinzips der PDE-
Inhibition sind die Methylxanthine mit ihrem Hauptvertreter Theophyllin. Es ist ein seit
Jahrzehnten bewdhrter Bestandteil der Therapie des Asthma bronchiale und anderer
obstruktiver Atemwegserkrankungen. Neben den erwiinschten bronchodilatativen und
antiinflammatorischen Effekten konnen aber schwerwiegende kardiale und zentralnervise
Nebenwirkungen auftreten. Die insgesamt geringe therapeutische Breite ist as Folge der
unspezifischen Hemmung der PDE-Isoenzyme in allen Geweben zu werten. Der logische Weg
Zu einer besser vertraglichen Medikation fuhrt daher Uber die Entwicklung von selektiveren
Inhibitoren.

Klinische Studien mit Rolipram bestétigten dessen antiobstruktive und entziindungs-
hemmende Wirkung, muf3ten aber wegen Nebenwirkungen (u. a. starkes Schwindelgefiihl und
Ubelkeit) abgebrochen werden (51). Der neuere PDE4-Inhibitor CDP840 zeichnet sich durch
eine gute Vertraglichkeit aus, konnte aber lediglich die spédte asthmatische Antwort nach
Allergen-Exposition abschwéchen, ohne direkte bronchodilative Effekte zu zeigen (121). Um
eine gleichzeitige Modulation der PDE4-Aktivitdt in der Bronchialmuskulatur und in
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immunkompetenten Zellen ohne Beeinflussung der neuronalen PDE4 zu erreichen, missen
die geeigneten pharmakol ogischen Werkzeuge also noch entwickelt werden.

Zusétzlich zum Asthma bronchiale scheint die Hemmung der Phosphodiesterasen-Aktivitét
noch bei weiteren pulmonalen Krankheitsbildern erfolgversprechende Perspektiven zu
eroffnen.

Das ARDS (Adult Respiratory Distress Syndrome) ist durch eine pulmonalvaskulére
Schrankenstérung mit Ausbildung eines elweilreichen Lungenddems gekennzeichnet. Die
erhthte endotheliale Permeabilitét liefd sich durch Rolipram sowohl an der isolierten Lunge
als auch am Zellmodell guinstig beeinflussen (5, 110, 111). Ob eine Komedikation aus PDE4-
Inhibitor und Adenylatzyklaseaktivator (z. B. Prostazyklin) eine Reduktion der erhdhten extra-
vasalen Flissigkeitsansammlung bewirkt, ist Gegenstand aktueller Untersuchungen an
Schocklungen-Patienten (112).

Auch in der Therapie der pulmonalen Hypertonie zeichnen sich sinnvolle Ansétze fur den
Einsatiz von PDE-Inhibitoren ab. Die Inhalation von NO fihrt zu einer isolierten
Vasodilatation in der Lungenstrombahn (113). Da NO via Aktivierung der léslichen
Guanylatzyklase wirkt, ist eine Kombination mit PDES5-Inhibitoren naheliegend. Im
Tierversuch am Schaf konnte durch Zaprinast die Halbwertszeit der NO-Wirkung verlangert
und eine synergistische Senkung des pulmonalarteriellen Mitteldrucks erreicht werden (114,
115).

Im klinischen Einsatz bewahrt haben sich bereits PDE3-Inhibitoren. Patienten mit schwerer
Herzinsuffizienz profitieren von ihrer positiv inotropen und Nachlast-senkenden Wirkung
(109). Zusammen mit Dobutamin zeigt sich ein additiver Effekt auf den Herzindex, die
linksventrikulére Ejektionsfraktion und die Herzfrequenz (122). Aufgrund der z. T. schweren
Nebenwirkungen werden PDE3-Hemmer bisher jedoch nur kurzfristig, z. B. in der Uber-
briickungsphase bis zu einer Herztransplantation eingesetzt.

Durch die Hemmung der PDE5 konnten in vitro und im Tierversuch aggregations- und
gefal3proliferationshemmende Wirkungen erzielt werden (123).

Ein Medikament, welches auch auf3erhalb der Fachpresse fir besonderes Interesse sorgt, ist
Sildenafil. Urspringlich zur Behandlung von Angina pectoris-Schmerzen entwickelt, wird es
nun unter dem Handelsnamen Viagra zur oralen Therapie von Erektionstérungen
unterschiedlicher Atiologie eingesetzt. Sildenafil wirkt als kompetitiver Inhibitor der PDES,
die als die dominante Isonenzym-Familie im humanen Corpus cavernosum identifiziert wurde
(124).
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Aufgrund der zentralen Position der Phosphodiesterasen in verschiedenen Signal-
transduktionswegen wird in zukinftigen Behandlungskonzepten das Interesse an ihrer
Regulation stark zunehmen. Mit Hilfe neuer Untersuchungsmethoden wird sich die
molekulare Basis mit Kenntnis der zell-, gewebe- und spezies-spezifischen |soenzym-
verteilung sténdig erweitern. Parallel dazu missen superselektive Substanzen gefunden

werden, die eine Umsetzung dieses Wissens in intelligentere Therapiestrategien ermdglichen.
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5. Zusammenfassung

Asthma bronchiale ist mit einer Prévalenz von 10 % bei Kindern und 5 % bei Erwachsenen
eine der haufigsten chronisch pulmonalen Erkrankungen. Seit Jahrzehnten haben die
Methylxanthine mit ihrem wichtigsten Vertreter Theophyllin in seiner Therapie einen
bedeutenden Stellenwert. Als entscheidender Wirkmechanismus dieser Medikamente wurde
die Hemmung der Phosphodiesterasen (PDE) erkannt. Eine Vielzahl von Untersuchungen
belegt, dal3 die verschiedenen PDE-Isoenzyme in den einzelnen Gewebe- und Zelltypen
hochst differenziert verteilt auftreten. Aufgrund der leider nur unspezifischen Inhibition der
Phosphodiesterasen durch Theophyllin vereint es die bronchodilativen und entziindungs-
hemmenden Eigenschaften mit einer Reihe starker, seine Anwendung limitierende
Nebenwirkungen.

Vor diesem Kklinischen Hintergrund ist das grofRe Interesse an Phosphodiesterasen
verstandlich. Das Substrat der PDE sind die zyklischen Nukleotide. Sie spielen eine zentrale
Rolle as ,, second messenger” in intrazellularen Signaltransduktionswegen. Zusétzlich mehren
sich die Hinweise auf eine funktionelle Bedeutung von cAMP und cGMP auch im
extrazelluldren Kompartiment.

Die vorliegende Arbeit fokussierte auf die Untersuchung von primér isolierten
Bronchiaepithelzellen des Menschen (hAEC), des Schweines (pAEC) und der humanen,
bronchialen Epithelzellinie BEAS-2B. Ziel war die Identifizierung der I1soenzymfamilien, die
in den genannten Zelltypen den Abbau der zyklischen Nukleotide leisten. Zur Klarung dieser
Fragestellung wurden selektive Inhibitoren der PDE-Familien in zwel sich ergénzenden
methodischen Ansétzen verwendet. Mit einem Radio Immuno Assay (RIA) konnte in intakten
Zellen nach Stimulation der Adenylat- bzw. der Guanylatzyklase und Inkubation mit
verschiedenen PDE-Hemmern die Konzentrationsanderungen des endogenen cAMP und
cGMP gemessen werden. Dariliberhinaus wurde in Zellysaten nach Zugabe einer definierten
Menge an exogenen zyklischen Nukleotiden die vorhandene Enzymaktivitét in Gegenwart
von Inhibitoren im PDE-Assay direkt bestimmt.

Die Analyse der Ergebnisse beider Methoden ergab folgendes Bild: cAMP wurde
uberwiegend durch PDE4 und cGMP zum grofdten Teil durch PDES hydrolysiert. In hAEC
konnte zusétzlich der Ca?*/CaM-abhangigen PDE1 ein Anteil von durchschnittlich 20 % am

Abbau von cGMP zugeordnet werden. In allen drei Zelltypen wies eine Rolipram-insensitive



Eliminierung von cCAMP auf das Vorhandensein einer PDE7 hin. Der extrazelluldre Anteil
von CAMP lag bei ca. 30 % und von cGMP bei ca. 60 % der jeweiligen Gesamtmenge an
zyklischen Nukleotiden.

In weiteren Studien, die nicht Bestandteil dieser Promotionsarbeit sind, kamen molekular-
biologische Methoden zum Einsatz. Dadurch konnten zu den in Bronchiaepithelzellen als
funktionell bedeutsam identifizierten PDE-Familien die jeweils vorhandenen Gene und die
gebildeten mMRNA-Splice-Varianten identifiziert werden. Erst die Kombination von bio-
chemischen und molekularbiologischen Ergebnissen erlaubt letztlich eine differenzierte
Aussage Uber das exakte |soenzymmuster einer Zelle.

Klinischer Ausgangspunkt der Uberlegungen war die Notwendigkeit zur Entwicklung einer
effektiveren Therapie von entzindlichen, obstruktiven Atemwegserkrankungen. Die
Hemmung der Phosphodiesterasen hat sich prinzipiell bereits als ein gangbarer Weg erwiesen.
Um eine gezielte und damit nebenwirkungsarme Medikation zu erméglichen, ist die
Erstellung von differenzierten PDE-Profilen fur ale in dieses Krankheitshild involvierten
Zellen eine Grundvoraussetzung. In diese Zusammenhang stellt die Untersuchung des
Bronchidepithels aso enen kleinen, aber notwendigen Schritt zu intelligenteren
Therapiestrategien dar.

Aufgrund der grof3en Bedeutung der zyklischen Nukleotide fir eine Vielzahl von Regulations-
vorgangen scheint die Beeinflussung der Aktivitét der Phosphodiesterasen noch weitere
erfolgversprechende Behandlungskonzepte zu ermdglichen. Neben Asthma bronchiale liegen
konkrete klinische Erfahrungen u. a. bei Mukoviszidose, pulmonaer Hypertonie, Lungen-

O0dem bel ARDS-Patienten, schwerer Herzinsuffizienz und erektiler Dysfunktion vor.
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