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1  Abkiirzungsverzeichnis

ANP
ATP
BCA
BNP
CAMP
cGMP
CNP
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mMRNA
n
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C-type natriuretic peptide / Natiruretisches Peptid Typ C
Dimethylsulfoxid

cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cyclases and FhlA
Guanylatzyklase
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3-Isobutyl-1-methylxanthin

Michaelis-Menten-Konstante
2°-O-N’Methylanthraniloylguanosine-3‘-5°-cyclic monophosphat
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1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4, 3-a]quinoxalin-1-one
Phosphate buffered saline
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Particulate guanylate cyclase / membrangebundene GC
Proteinkinase Typ G

Diphosphat

Reversed phase high-performance liquid chromatography
Substratkonzentration

Soluble guanylate cyclase / zytosolische GC
Reaktionsgeschwindigkeit

Maximale Reaktionsgeschwindigkeit



2  Einfithrung

Als Vielzeller ist der Korper auf eine prazise Kommunikation zwischen den Zellen
angewiesen. Dabei agieren Hormone als chemische Botenstoffe im extrazellularen Raum.
Binden sie an membranstandige Rezeptoren der Zielzelle, muss die Information Uber die
Zellmembran hinweg nach intrazellular weitergeleitet werden. Vor der Identifizierung
der beteiligten Molekule war wenig Uber den Weitergabemechanismus zwischen dem
extrazelluldren und intrazellularen Raum bekannt. In den Jahren von 1958 bis 1971 wurde
entdeckt, dass die beiden zyklischen Nukleotide zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)
und das zyklische Adenosinmonophosphat (cCAMP) als intrazellulare Botenstoffe wirken.
Eine extrazellulare Hormonbindung fuhrt zu einer intrazellularen Konzentrationsdnderung

von cCAMP und cGMP, die damit zu den ,,second messengers* gezéhlt werden [1].

In der Forschung fand cGMP im Gegensatz zu cAMP in den Jahren nach seiner
Erstbeschreibung zundchst wenig Beachtung. Heute ist cGMP als wichtiger intrazellularer
Botenstoff erforscht und viele Aufgaben von cGMP sind bekannt. Da cGMP ubiquitér
in den verschiedenen Geweben vorkommt, spielt es bei vielen physiologischen und
pathologischen Prozessen eine zentrale Rolle [2]. Auf intrazelluldrer Ebene z&hlen dazu unter
anderem die Regulation von Genexpression, Zellproliferation und eine enge Verkniipfung mit
der Kalziumhomoostase [2,3]. Weiter ist cGMP von groRer Bedeutung bei der retinalen
Phototransduktion, der Thrombozytenfunktion, der Homdostase des kardiovaskuléren
Systems, der Regulation metabolischer Prozesse und der Neurotransmission [4-9].
Gegenstand intensiver Forschung ist die Rolle von cGMP bei pathologischen und malignen

Prozessen sowie die Entwicklung neuer Therapieansatze [2,10].

2.1 cGMP-Signalweg

Der stimulierte Anstieg und Abfall des basalen cGMP-Spiegels werden in der Zelle
als Informationstrager genutzt [11]. Aufgrund der komplexen Regulation der Enzyme,
die fir Synthese und Abbau zusténdig sind, ist die Information nicht nur durch das Ausmal
der Konzentrationsanderung, sondern auch durch deren zeitlichen Verlauf und durch
die subzellulére Lokalisation codiert. Neben der exakten Regulation des Auf- und Abbaus
ist der cGMP-Signalweg Uber die Interaktionen mit verschiedenen Effektormolekilen

mit zahlreichen essentiellen Funktionen der Zellen vernetzt [12].



2.1.1  Synthese

Als Antwort auf einen Stimulus katalysieren Enzyme aus der Familie der
Guanylatzyklasen (GC) die Bildung von cGMP aus dem Substrat Guanosintriphosphat (GTP)
unter  Abspaltung von Pyrophosphat. Diese Enzymfamilie umfasst  sowohl
membrangebundene (pGC, engl. particulate guanylate cyclase) als auch zytosolische
(sGC, engl. soluble guanylate cyclase) Formen. Die katalytischen Domanen dieser beiden
Subfamilien sind nahezu homolog und mit denen der Adenylatzyklasen, welche cAMP
bilden, verwandt. Die Molekile sind ausschlielich als Dimere aktiv und bendtigen
fur eine hohe enzymatische Wechselzahl bivalente Kationen, bevorzugt Mg?* und Mn?",
als Cofaktoren [12]. Neben der subzelluldren Lokalisation unterscheiden sich auch
die aktivierenden Liganden der beiden Guanylatzyklasen (s. Abbildung 1) [13].
Guanylatzyklasen wurden in nahezu allen Geweben nachgewiesen [12]. Im Gehirn wird in

Neuronen Uberwiegend sGC, in den Gliazellen pGC exprimiert [14].

ANP
BNP

NO \

Zellmembran

/Guanylin

co -
> o GTP
sGC Synthese
NO CGMP
/ Abbau < PDE
Effektoren
Abbildung 1:

Schematische Darstellung des cGMP-Stoffwechsels: physiologische Stimulatoren (grin);
pharmakologischer Inhibitor (orange); Synthese (lila); Abbau (blau);
Sta = bakterielles Enterotoxin; weitere Abklrzungen s. Abkiirzungsverzeichnis
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2.1.1.1 pGC

Bei den membrangebundenen Guanylatzyklasen (pGCs) handelt es sich um
grolRe Transmembranproteine, die in sieben Isoformen eingeteilt werden: GC-A bis GC-G.
Sie unterscheiden sich in der Gewebeverteilung, Ligandenspezifitit und Regulation [15].
Die extrazellulare Komponente der Isoformen GC-A und GC-B dient als Rezeptor
flr natriuretische Peptidhormone (ANP, BNP, CNP).

Die ANP- und BNP-Rezeptorguanylatzyklasen kommen ubiquitdr im Korper vor und
vermitteln komplexe Hormoneffekte. Wahrend ANP und BNP als Liganden von GC-A unter
anderem blutdrucksenkend und Kkardioprotektiv wirken, steuert CNP via GC-B
Korperfunktionen wie das Knochenwachstum [16]. Im Darm findet sich eine weitere
pGC-Isoform (GC-C), die eine wichtige Rolle bei der Flussigkeits- und Elektrolytregulation
spielt [15]. Bei den Formen GC-D bis GC-F handelt es sich um kalziumsensitive
Guanylatzyklasen, die in der Retina, im olfaktorischen Epithel, in lichtempfindlichen Zellen
der Pinealdriise sowie in Neuronen der Geschmackswahrnehmung nachgewiesen sind.
Daher wird ihnen eine entscheidende Rolle bei der sensorischen Neurotransmission,
insbesondere bei der Generierung von Aktionspotentialen, zugeschrieben [17].
Die GC-G wird als ,,Orphan‘“-Rezeptor kategorisiert, deren Ligand noch nicht identifiziert
wurde [18].

11



2.1.1.2 sGC

Bei der katalytisch aktiven, zytosolischen Guanylatzyklase (sGC) handelt es sich um
ein dimeres Protein, das aus einer a— und einer B—Untereinheit (Isoformen oy, B12) besteht,
wobei die p;-Untereinheit eine hdmbindende Doméane (H-NOX) enthalt [11].
Im Gegensatz zu anderen H&m-Proteinen bindet die sSGC keinen Sauerstoff (O,), sondern ist
selektiv fur Stickstoffmonoxid (NO). Durch die Insensivitat gegenuber O, kann die sGC als
NO-Rezeptor im aeroben Zellmilieu wirken. Bindet NO, das als parakriner Transmitter und
Neurotransmitter wirkt, an das Eisen der H&m-Gruppe, steigert sich die Zyklaseaktivitat um
das 100- bis 200-fache. Dies hat einen cGMP-Anstieg innerhalb von Millisekunden zur Folge.
Ebenfalls kann Kohlenmonoxid an die sGC binden, jedoch fuhrt dies zu einer deutlich
geringeren Aktivitatssteigerung der cGMP-Produktion [19-21]. Auch das Redoxmilieu spielt
eine wichtige Rolle fir die Aktivitit der sGC [11]. Weiter wird die sGC Uber
negatives Feedback reguliert, indem die cGMP-abhéngige Proteinkinase Typ G (PKG)
eine Phosphatase aktiviert, die die Aktivitat der sGC herabsetzt [22].

Dartiber hinaus existieren exogene Inhibitoren und Aktivatoren. Urspriinglich wurde YC-1
identifiziert, ein H&m-bindender Stimulator, der sowohl NO-unabhangig als auch
synergistisch mit NO die Aktivitat von sGC steigert. Seit seiner Erstbeschreibung 1994
sind viele Nachfolgesubstanzen entwickelt worden. Dazu zahlt auch Riociguat,
das in klinischen Phase-I1I-Studien zur Behandlung von pulmonaler Hypertonie eingesetzt
wird [23]. Eine weitere Aktivator-Klasse wurde ab 1997 beschrieben, die Hdm-unabhéngig
die Produktion von cGMP steigert [23]. Selektive Hemmstoff der sGC sind Methylenblau,
ODQ und das ODQ-Derivat NS 2028 [24-26]. ODQ bindet kompetitiv zu NO und verhindert
so eine Aktivierung der sGC durch NO, ohne dabei Einfluss auf die basale Wechselzahl
des Enzyms zu nehmen [25]. Die Hemmung durch ODQ ist irreversibel, da das Ham-Eisen
oxidiert wird [27].
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2.1.2  Abbau

In intakten Zellen wird der cGMP-Spiegel auf zwei verschiedene Arten gesenkt.
Von untergeordneter Rolle sind ATP-abhidngige ,multidrug“-Transporter, die cGMP
ausschleusen und so die intrazelluldre Verfugbarkeit senken. Vermutlich sind sie vor allem
fiir die lokale Kontrolle des cGMP-Spiegels im Mikromilieu bei cGMP-Uberproduktion und
bei blockiertem Abbau zustdndig [28]. Von viel groierer Bedeutung, insbesondere in vitro,
sind die Enzyme aus der Familie der Phosphodiesterasen (PDEs). Sie katalysieren selektiv
die Hydrolyse der 3‘-Bindung des zyklischen Phosphats von cGMP und / oder cAMP
[12,29,30]. Der cGMP-Abbau stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
cGMP-Homoostase dar, da die physiologischen Konzentrationen von cGMP unterhalb der
Affinitatskonstante nach Michaelis-Menten (Kn,) und unterhalb der maximalen Wechselzahl
der PDEs liegen [2,31]. Neben der Héhe des cGMP-Spiegel kénnen PDEs auch den zeitlichen

Verlauf des Anstiegs und die intrazelluldre Lokalisation kontrollieren [12].

Ermoglicht wird diese komplexe Regulierung von Uber 100 Isoenzymen, die spezifisch
mit unterschiedlichen Signalwegen interagieren und durch verschiedene Mechanismen
reguliert werden. Auch durch eine variable Expression der PDEs und ihrer Isoenzyme
innerhalb einer Zelle wird der cGMP-Haushalt gesteuert. Im humanen Genom sind insgesamt
21 PDE-Gene bekannt. Durch unterschiedliche Transkriptionsstarts, Splicing-Varianten und
post-translationelle Modifikationen kann ein Gen verschiedene Proteine codieren [2,12].
Die Isoenzyme werden hinsichtlich des codierenden Gens, Sequenzhomologie,
Substratspezifitat, Regulationsmechanismen und Sensitivitat fir Pharmaka in elf Familien

eingeteilt und mit den Ziffern 1-11 bezeichnet.
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Unter physiologischen Bedingungen sind die PDE-Familien 4, 7 und 8 spezifisch fir cCAMP.
Die PDEs 5, 6, und 9 hydrolysieren spezifisch cGMP. Die PDE-Familien 1, 2, 3, 10 und 11
besitzen eine duale Substratspezifitdt und katalysieren mit unterschiedlich kinetischen
Eigenschaften beide Nukleotide [2]. Da die physiologische cAMP-Konzentration
dem Zehnfachen der cGMP-Konzentration entspricht, durften die dualspezifischen PDEs

in vivo Uberwiegend cCAMP hydrolysieren [1].

Die katalytische Domdne der PDEs weist innerhalo der PDE-Familien
eine Sequenzhomologie von 85 % auf. Zwischen den PDE-Familien ist sie zu 25-45 %
identisch [32]. Die regulatorischen Doménen und die Doménen, welche die intrazellulére
Lokalisation ~ determinieren,  variieren in  sehr  viel  gréRBerem  Umfang.
Dazu zahlen Kalzium-Calmodulin-Bindungsstellen, Phosphorylierungdoménen,
Bindungsstellen fir regulatorische Proteine und GAF-Domanen, die allosterische
cGMP(cAMP)-Bindungsstellen darstellen (s. Abbildung 2) [33]. Die Bezeichnung
»GAF-Domidne” ist ein Akronym der Enzyme, die eine solche allosterische

Nukleotidbindungsstelle aufweisen [34].

Auch exogen modulierende Substanzen, in der Regel Inhibitoren, werden in der Forschung
und zu therapeutischen Zwecken eingesetzt. Neben selektiven Inhibitoren fir PDE1 bis PDE5
und PDE7 und PDE9, sind auch ubiquitare Hemmstoffe wie
IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin) bekannt [2]. Bei IBMX handelt es sich um
methyliertes Xanthinderivat, das alle PDE-Familien aufler PDE8 und PDE9 kompetitiv
inhibiert [35,36].

PDEs wurden in nahezu allen Geweben nachgewiesen. Dabei zeigt sich, dass ubiquitdre
wie zum Beispiel PDE5- und organspezifische wie PDEG6-Familien existieren [2].
In neuronalem Gewebe kommen unter den cGMP-hydrolisierenden PDEs neben der PDE6
in Pinealozyten auch die PDE-Familien 1, 2, 3, 5 9 und 10 vor [37,38].

Sie sollen im Folgenden vorgestellt werden.
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Abbildung 2:
Schematische Darstellung der Proteinstruktur der neuronalen, cGMP-hydrolysierenden
PDE-Familien; N = Aminoterminus; C = Carboxyterminus nach Conti, Beavo 2007[1]
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2.1.2.1 PDE1

Die PDE1-Familie - eine der Ersten, die beschrieben wurden - umfasst drei Gene,
die fur PDE1A, PDE1B und PDE1C codieren [2,39]. Alle drei Formen sind (berwiegend
im Zytosol lokalisiert [33]. Es wird angenommen, dass der Kkatalytisch aktive Komplex aus
einem Homodimer mit je einem Calmodulin besteht [2]. Charakteristisch fir PDE1 ist
die Aktivierung durch eine Kalzium-Calmodulin-Bindung. Diese Aktivierung beruht auf
einer Steigerung der Vpma, Wohingegen die K, kaum beeinflusst wird [40].
Aufgrund der unterschiedlichen Sensitivitat fir Kalzium reguliert das Expressionsmuster der
PDE1-Isoenzyme die kalziumabhéngigen zyklischen Nukleotidspiegel [2]. Die Sensitivitat fir
Kalzium kann durch eine Phosphorylierung durch cAMP-abhéngige Proteinkinase A (PKA)
und durch CaM-Kinase Il gesenkt werden [41,42]. Alle PDE1-Enzyme kénnen sowohl cAMP
als auch cGMP hydrolysieren. Die Affinitat fir die einzelnen Nukleotide ist dabei
von der Isoform abhangig. PDE1A und PDE1B binden bevorzugt cGMP,
wohingegen PDELC gleich affin flir cGMP und cAMP ist [2]. Die PDE1-Isoformen wurden
im mannlichen Reproduktionstrakt, in Herz und Lunge, in der glatten Muskulatur,
in  Lymphozyten und im  olfaktorischen  Epithel  nachgewiesen  [2,43,44].
Daruber hinaus werden alle PDE1-lsoenzyme sehr stark im Gehirn exprimiert [45].
PDE1A ist unter anderem im Hippocampus prasent und nimmt dort eine wichtige Funktion
bei ,,long-term-potentation* von Signalen ein. PDE1B wurde eine Rolle bei der dopaminergen
Rezeptorphysiologie des Striatums nachgewiesen [46]. Weiter sind die PDEL-Isoformen
in vielen anderen Neuronen und Gliazellen vertreten und tragen zu der Regulation
der physiologischen Abldufe des Gehirns bei. Besonders bei der Koordination
der  Dbeiden ,second-messenger“-Systeme, den  zyklischen  Nukleotiden  und

dem intrazellularen Kalziumspiegel, sind die PDE1-Enzyme unerlasslich [33].

2.1.2.2 PDE2

Die PDE2-Familie wurde zunédchst als cGMP-stimulierte PDE bezeichnet [47].
Derzeit sind drei verschiedene Splice-Varianten (PDE2A1-3) eines Gens bekannt,
die die gleichen kinetischen Eigenschaften besitzen. Die Enzyme kommen zytosolisch vor
und konnen an der Plasmamembran, am sarkoplasmatischen Retikulum, am Golgi-Apparat
und an der Kernhulle assoziiert sein [33]. Die PDE2-Enzyme hydrolysieren cCAMP und cGMP
mit der gleichen Geschwindigkeit, wobei die Affinitat fur cGMP hoher ist als die fur cAMP

[2].
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Zwei GAF-Doméanen (GAF-A und GAF-B) wurden identifiziert, die fur die Dimerisierung
und die allosterische Regulierung von Bedeutung sind [48]. Die GAF-B-Doméne bindet
cGMP 30- bis 100-fach affiner als cAMP und aktiviert dadurch das Enzym nach
dem ,,Alles-oder-nichts-Prinzip*“ [49]. Da unter physiologischen Bedingungen cAMP in
viel hoheren Konzentrationen vorliegt, hydrolysieren PDE2-Enzyme (berwiegend cAMP,
was von cGMP allosterisch stimuliert wird. Die umgekehrte Situation wird aufgrund
der Bindungseigenschaften von PDE2 und der Konzentrationsverhaltnisse der Nukleotide
nicht angenommen [2]. Einen Inhibitor stellt der neural growth factor (NGF) dar, indem er
die Bindung der PDE2 an Phosphoproteine steigert [50]. Neben der Funktion
im cAMP-Stoffwechsel wirkt die PDE2 wahrscheinlich aufgrund der hohen Affinitat fur
cGMP auch als lokaler cGMP-Regulator [38]. Dies scheint besonders im Gehirn,
in olfaktorischen Neuronen, im zerebralen Cortex und im Hippocampus - wo PDE2-Varianten
regional stark exprimiert werden - der Fall zu sein [38,51,52]. AulRerhalb des Gehirns wurde
die PDEZ2 in vielen anderen Geweben wie Nebennierenrinde, Herz, braunem Fettgewebe und
Makrophagen nachgewiesen. lhre Funktion ist gewebespezifisch und spielt bei

der Vernetzung von cAMP- und cGMP-Signalwegen eine groRe Rolle [2].

2.1.2.3 PDE3

Die PDE3-Familie, die cGMP und cAMP hydrolysiert, wird auch cGMP-inhibierte PDE
genannt und kann sowohl membrangebunden als auch zytosolisch vorkommen [2]. Sie besitzt
sowohl fir cGMP als auch fiir cAMP eine vergleichbare und hohe Affinitat. Die Spaltung von
cAMP wird aber zehnmal schneller als die sehr langsame von cGMP Kkatalysiert.
Deswegen wird angenommen, dass unter physiologischen Bedingungen die cAMP-Hydrolyse
von cGMP kompetitiv kontrolliert wird [33]. Die PDE3 wurde vor allem in embryonalem
Neuroepithel nachgewiesen [53]. Eine Rolle fur die Funktion des adulten Gehirns Gibernimmt
die PDE3-Familie indirekt durch ihre starke Prasenz in den glatten Muskelzellen der Gefalie
[33].

2.1.2.4 PDE5

Als Synonym wird cGMP-bindende-cGMP-spezifische PDE verwendet. Es ist ein Gen
bekannt, das drei verschiedene Splice-Varianten (PDE5A1-3) codiert [54,55].
Alle PDE5-Isoenzyme sind im Zytosol lokalisiert [2]. Es handelt sich um homologe Dimere,
deren Untereinheiten aus jeweils einer katalytischen Domane und zwei GAF-Bindungsstellen
(GAF-A, GAF-B) bestehen [33].
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An der GAF-A Domdane bindet cGMP 100-fach selektiver als cAMP und fihrt zu
einer allosterischen Aktivierung des Enzyms durch eine gesteigerte Substrataffinitat [56,57].
Die Phosphorylierung eines nahegelegenen Serinrests durch PKG oder PKA steigert und
fixiert die Aktivierung weiter [2]. Dies zeigt, dass die kurzfristige PDE5-Regulierung
mafRgeblich durch den cGMP-Spiegel erfolgt und verschiedene Aktivitatsstufen vorliegen
konnen [33]. Als zusétzlicher Regulationsmechanismus werden Protein-Protein-
Wechselwirkungen angenommen, bei denen kleine Proteine die Phosphorylierung modulieren
[58]. Da die PDE5 eine groRere Affinitit fur cGMP besitzt, katalysiert sie
unter physiologischen Nukleotidkonzentrationen ausschlieBlich cGMP. Die Vmax ist dabei
deutlich geringer als die von anderen cGMP-spezifischen Phosphodiesterasen [2].
Die hochste PDE5-Expression findet sich in der Lunge, im Herz und im Kleinhirn [59].
Auch in Niere, Pankreas, Thrombozyten, glatter Muskulatur und dem Corpus cavernosum
wurden hohe Konzentrationen der ubiquitdr vorkommenden PDES5 nachgewiesen [2].
Daher ist die PDE5 bei zahlreichen physiologischen und pathologischen Abldufen beteiligt,
wie zum Beispiel der Erektionsbildung und der pulmonalen Hypertonie [33].
Auch wird der PDE5 eine Rolle bei der Gedéchtnisbildung zugeschrieben, da der Einsatz
von PDE5-Inhibitoren das Kurzzeitgedachtnis fir Objekte verbesserte [60].

2.1.2.5 PDEG6

Vor Einfiihrung der einheitlichen Nomenklatur wurde die PDEG6-Familie aufgrund ihres
Vorkommens im &uReren Segment der retinalen Stabchen und Zapfen Photorezeptor-PDE-
Familie genannt. Die PDEG6 liegt als Heterodimer zweier grofRer und zweier Kleiner,
regulatorischer Untereinheiten vor, die fir Stabchen und Zapfen spezifisch sind [61,62].
Die Regulierung der PDEG6 wird durch Phosphorylierung, cGMP-Bindung und Interaktion mit
der kleinen Untereinheit realisiert, wobei alle drei Mechanismen einen hemmenden Effekt
haben [33]. Die PDEG6 ist hochselektiv fiir cGMP und hat die hochste bekannte
Reaktionsgeschwindigkeit, wodurch die schnelle Wahrnehmung von Anderungen
der Lichtintensitat ermoglicht wird [33,63]. Die PDEG6-Familie ist daher unverzichtbar fiir
die Detektion wvon Licht und deren Umsetzung in ein neuronales Signal.
Eine weitere Funktion konnte im Pinealorgan von Hihnern nachgewiesen werden,

wo die PDE®G eine Rolle bei der Inhibition der Melatoninsynthese durch Licht spielt [64].
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2.1.2.6 PDE9

Die Phosphodiesterasen der Familie 9 sind (wie die PDE5 und PDES) spezifisch fir cGMP
und weisen dabei die hochste Affinitat auf [35]. Die cGMP-Konzentration, bei der
die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit vorliegt (= Kp,), ist 40- bis 170-mal niedriger als
die K, der PDE5 und PDEG6 [35,65]. Es sind zwei Proteine (PDE9A1/5) nachgewiesen und
charakterisiert, wobei keine Hinweise auf regulatorische Doméanen gefunden wurden [66].
Die katalytische Doméne weist nur geringe Homologien mit den katalytischen Domanen
anderer PDE-Familien auf, was die Resistenz gegeniiber géngiger PDE-Inhibitoren,
wie auch IBMX, erklaren kann [35,65]. Wahrend die PDE9AL im Zellkern nachgewiesen
wurde, konnte die PDE9AS im Zytosol lokalisiert werden [66]. Das Vorkommen der PDE9
wurde an verschiedenen humanen Geweben und Tiermodellen untersucht [2].
Besonders hohe Konzentrationen finden sich in Niere, Milz, Gehirn, Gastrointestinaltrakt
und Prostata [35,65,66]. Im Gehirn dhnelt das Verteilungsmuster dem der sGC,
sodass eine funktionelle Assoziation bei der cGMP-Regulation und damit bei der Regulation
von Langzeitpotenzierung angenommen wird [67]. Studien mit neuen selektiven Inhibitoren
bestétigen eine wichtige Rolle der PDE9 bei Langzeitpotenzierung, Neuroplastizitat und
Gedachtnis [68,69]. Unabhdngig vom Gewebe ist es wahrscheinlich, dass die PDE9
angesichts ihrer kinetischen Eigenschaften fir die Regulierung des basalen cGMP-Spiegels
zustandig ist [70].

2.1.2.7 PDE10

Die seit 1999 bekannte PDE10 ist die jiungste der PDE-Familien. lhr gehort ein Gen
(PDE10A) an, fir das je nach Spezies verschieden viele Splice-Varianten mit
gleichen kinetischen Eigenschaften isoliert sind [71-73]. Sie besitzt zwei GAF-Doménen,
die sich in ihrer genetischen Organisation von den vorher bekannten unterscheiden [74].
In vitro binden die GAF-Domanen der PDE10 cAMP affiner als cGMP, wodurch
die Zyklaseaktivitat steigt. Ob diese allosterische Aktivierung auch in vivo zutrifft,
ist nicht belegt [2,75]. Uber weitere Regulationsmechanismen ist wenig bekannt.
Die PDE10 ist eine duale Substratfamilie, die cAMP affiner bindet als cGMP.
Dagegen kann cGMP mit einer hoheren Reaktionsgeschwindigkeit umgesetzt werden.
Somit wird angenommen, dass in vivo die PDE10-Enzyme als cAMP-inhibierte
cGMP-Hydrolase agieren. Die PDE10 konnte in zahlreichen Geweben nachgewiesen werden,

waobei sehr hohe Spiegel in Gehirn und Hoden zu finden sind [71,72].
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Weitere detaillierte Studien zur zerebralen Verteilung zeigen, dass die hochste Expression
der PDE10 in den Basalganglien vorliegt. Auch in Kleinhirn, Hippocampus und
GroRhirnrinde wurde ihr Vorkommen nachgewiesen. Weshalb eine Rolle der PDE10 bei
der Modulation von striatonigralen und striatopallidalen Signalwegen vermutet wird [76].
Studien mit transgenen Mausen zeigen eine Verbindung des PDE10-Metabolismus zu der
neurodegenerativen Erkrankung Chorea Huntington [77]. Durch die Entwicklung selektiver
Inhibitoren konnte die Funktion der PDE10 bei physiologischen und pathologischen Ablaufen
weitere charakterisiert werden. VVon besonderem Interesse ist dabei die Rolle der PDE10 bei

der Behandlung von Schizophrenie und Parkinson [78,79].

2.1.3 Effektoren

Als intrazellularer  Botenstoff aktiviert cGMP  verschiedene Effektormolekiile,
die das Signal weiterleiten. Dazu zédhlen die Phosphodiesterasen selbst, die Proteinkinase G

und A, sowie cGMP-regulierte lonenkandle (s. Abbildung 3).

Zellmembran

@

PKG

cAMP- cGMP-Feedback
Photot dukti

ototransduktion Crosstalk
Relaxion Thrombozyten

Kardiale glatter Muskeln Inhibition

Schrittmacher

Intestinale Chloridsektretion

Abbildung 3:
Schema der relevantesten cGMP-Effektormolekiile und Funktion,
Abkurzungen s. Abkirzungsverzeichnis
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2.1.3.1 PDE

Finf der PDE-Familien (2, 5, 6, 10, 11) konnen durch cGMP aktiviert werden,
da sie allosterische cGMP-Bindungsstellen (= GAF-Doménen) besitzen [80]. Bei den
cGMP-spezifischen PDE-Familien (5, 6) entsteht dadurch ein Feedback-Mechanismus,
uber den der Substratspiegel seine Abbaurate autoregulieren kann [2]. Die dual-spezifischen
PDE-Familien (2, 10, 11) sind durch die cGMP-Regulation am crosstalk
der beiden zyklischen Nukleotide beteiligt. Der cGMP-Spiegel kann so Einfluss auf den
CAMP-Spiegel nehmen [16,52]. Diese Verknipfung der beiden intrazelluldaren Signalwege
findet auch an der Substratbindungsstelle aller dual-spezifischen PDEs (1, 2, 3, 10, 11) statt,
da cAMP und cGMP kompetitiv binden [2]. Ein weiterer Effekt der allosterischen
cGMP-Bindungsstellen der Phosphodiesterasen ist die Entfernung aus dem aktiven Pool,
sodass cGMP nicht mehr fur die Interaktion mit anderen Zielproteinen zur Verfligung steht
[80].

2.1.3.2 PKG

Den Grofteil der Effekte vermittelt cGMP durch die allosterische Aktivierung
der Proteinkinase G (PKG). Sie z&hlt, wie auch die Proteinkinase A (PKA), zu der Familie der
Serin/Threonin-Proteinkinasen, die spezifisch durch cAMP aktiviert wird. Die aktive Form
phosphoryliert und reguliert spezifische Substrate wie Enzyme und lonenkanéle.
Eine autoinhibitorische Doméane hemmt in der Abwesenheit von cGMP die Aktivitat [33].
Es existieren zwei Isoformen der PKG (PKG-I, PKG-I1I). Bei der PKG | handelt es sich um
ein Uberwiegend zytosolisches Enzym, das in Kardiomyozyten, Thrombozyten und Zellen der
glatten GefaBmuskulatur nachgewiesen wurde. Auch im Kileinhirn, in der Niere und
Nebenniere, sowie in Immunzellen wurde die PKG-I gefunden. Die PKG-II liegt Giberwiegend
membrangebunden vor. Urspriinglich wurde ihre Existenz in der Lunge, Niere, dem Kochen
und in Zellen des Dinndarms aufgezeigt [81]. Weitere Studien zeigen, dass die PKG-II
im Gehirn sehr viel weiter verbreitet ist als die PKG-1 und daher angenommen werden kann,
dass cGMP im Gehirn seine Effekte hauptsachliche via PKG-II vermittelt [45].

Informationsaustausch in Form von crosstalk zwischen den beiden zyklischen Nukleotiden
wird auch Uber die PKG und PKA betrieben. Da die Bindungsdoménen Homologien
aufweisen, konnen sie bei hohen Konzentrationen von dem anderen Nukleotid kreuzaktiviert
werden [1,82].
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2.1.3.3 CNG und HCN

Nukleotid-aktivierte Kationenkandle bersetzen Konzentrationsanderungen von cGMP und
cAMP in Anderungen des Membranpotentials und der intrazelluldren Kalziumkonzentration.
Diese Kandle gehdren zwei unterschiedlichen Familien an: den CNG-Kanilen
(cyclic nucleotide-gated channels) und den HCN-Kanélen (hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-modulated channels), die bei unterschiedlichen physiologischen Rollen
grolRe Strukturhomologien aufweisen [83].

Bei CNG-Kanélen handelt es sich um nicht-selektive Kationenkanéle, die ohne gebundenes
cGMP oder CcAMP eine sehr geringe Offenwahrscheinlichkeit besitzen [84].
Zusétzlich wird der Kationenstrom durch bivalente, permissive lonen moduliert [85].
Unter physiologischen Bedingungen findet an ihnen vor allem ein Einwértsstrom
von Natrium- und Kalziumionen statt [83]. Die CNG-Kandle spielen bei
der Signaltransduktion der retinalen Photorezeptoren und des olfaktorischen Epithels
eine wichtige Rolle. Weiter wurde der Kanal in Hoden, Spermatozoen, Ovar, Herz, Niere und
im Gehirn nachgewiesen, wo er bei der Regulation des Membranpotentials,

der neuronalen Erregbarkeit und der Neurotransmitterfreisetzung beteiligt ist [83,86].

Die HCN-Kandle werden spannungsabhdngig bei  Hyperpolarisation  gedffnet.
Durch die Bindung von cAMP oder cGMP wird die Depolarisationsgrenze des HCN-Kanals
nach unten verschoben und die maximale Flussrate der Kationen steigt. Die HCN-Kanéle
weisen eine schwache Selektivitat fur Kaliumionen gegenuber Natriumionen (4:1) auf [87].
Ihre Funktion als Schrittmacherkanéle erfiillen sie sowohl am Herzen als auch bei
der Neurotransmission [83].
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2.2 Klinische Anwendung des cGMP-Signalwegs

Noch bevor der biochemische Zusammenhang bekannt war, wurde mittels NO-Donatoren
der cGMP-Spiegel zu therapeutischen Zwecken erhoht. Sir Lauder Brunon stellte bereits
1867 fest, dass sich organische Nitrate zur Schmerzbehandlung bei Angina pectoris eignen.
Heute wird mit der Entwicklung optimierter sGC-Aktivatoren, wie dem sich in der klinischen
Testphase befindenden Riociguat, nach einer spezifischeren Therapiemdglichkeit gesucht.
Damit ist der cGMP-Signalweg fir die therapeutische Dilatation von Koronararterien und

fur weitere Anwendungsgebiete auch in Zukunft von Bedeutung [23].

PDE-Inhibitoren sind eine weitere Maoglichkeit den cGMP-Spiegel zu erhdhen und
therapeutisch zu nutzen. Trotz der ubiquitdren Verbreitung von cGMP und cAMP
kdénnen spezifische Inhibitoren der verschiedenen PDE-Familien eine zielgerichtete
Anwendung ermdoglichen. Préaparate, die selektiv PDE5 inhibieren,
werden zur therapeutischen Vasodilatation eingesetzt. Der grofite Erfolg ist die Behandlung
der erektilen Dysfunktion mittels der PDES5-Inhibitoren wie Sildenafil, Tadafil und
Vardenafil, welche auch zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie verwendet werden
[2,88]. Die PDES3-Inhibitoren Milrinon und Cilostazol werden bei therapierefraktérer
Herzinsuffizienz und bei peripherer arterieller Verschlusskrankheit verschrieben [2].
Der unspezifische PDE-Inhibitor Theophyllin wird bei der Therapie des Status asthmaticus
und der COPD eingesetzt [33]. Seit 2015 ist der PDE4-Inhibitor Apremilast als
neue orale Therapie der Psoriasis und Psoriasis-Arthritis in der EU zugelassen [89].
Dabei handelt es sich um einen neuartigen Behandlungsansatz, der auf die Wiederherstellung
des Gleichgewichts von pro-inflammatorischen und anti-inflammatorischen Signalen abzielt
[90].

PDE-Inhibitoren werden bereits bei einer Vielzahl von Erkrankungen erfolgreich eingesetzt.
Weiterhin besteht grofRes Interesse an der Entwicklung neuer Therapieansatze mit Hilfe von
spezifischen PDE-Inhibitoren. Aktuelle Studien suchen fiir die Behandlung von Karzinomen
nach neuen, zielgerichteten Medikamenten (= target therapie), die auf den cGMP-Signalweg
wirken [10]. Auch fir die Behandlung von zerebralen Erkrankungen wie Alzheimer
wird der cGMP-Stoffwechsel als potentielles therapeutisches Ziel erforscht [78,79,91].
Da cGMP insbesondere bei der Langzeitpotenzierung und -depression von synaptischen
Signalen eingreift, ist es Teil der molekularen Grundlage von Neuroplastizitét, die Lernen und
Gedachtnisbildung ermdglicht [92].
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Auch konnte gezeigt werden, dass sich der Alterungsprozess in einer Veranderung
des basalen neuronalen cGMP-Spiegels widerspiegelt [93]. Daher ist die Rolle
des Botenstoffs bei Gedachtnisstorungen von aktuellem Interesse in der Forschung [91].
Weitere Studien zeigen eine Verbindung des cGMP-Spiegels mit exzitatorischer
Neurotoxizitdt [92]. Aufgrund dieser Ergebnisse sind neue Therapieansatze fur
Morbus Parkinson in den Fokus der Forschung des cGMP-Stoffwechsels gerlckt [78,79,91].
Andere Ergebnisse bringen den cGMP-Haushalt mit der Stimmungslage in Verbindung und
zeigen, dass hohe cGMP-Spiegel mit einer besseren Stressbewaltigung einhergehen [94,95].
Deshalb ist der cGMP-Stoffwechsel unter anderem fiir die Entwicklung neuer Medikamente

zur Therapie von Schizophrenie von Interesse.

2.3 Interaktion mit Hypnotika und Sedativa

Ein Grund fir das groBe Potential von PDE-Inhibitoren als Medikamente sind
die geringen physiologischen cGMP- und cAMP-Konzentrationen von weniger als 1-10 pM.
Dadurch kdnnen exogene, kompetitive Inhibitoren, die zu therapeutischen Zwecken eingesetzt
werden sollen, in niedrigen Konzentrationen ohne Wirkverlust dosiert werden [2].
Dies bedeutet auch, dass Phosphodiesterasen empfindlich auf Wechselwirkungen mit
anderen Medikamenten reagieren und so schnell die molekulare Grundlage von Wirkung und
Nebenwirkungen werden [96].

CGMP ist bei der Homoostase von Neurotransmittern wie der dopaminergen, cholingergen,
glutamatergen Signaliibertragung von Bedeutung. So wurde eine wichtige Beteiligung von
cGMP bei Lichtwahrnehmung und der Kontrolle des Schlaf-Wach-Rhythmus
nachgewiesen [45,97,98]. Andere Studien bringen cGMP mit der Wahrnehmung von
Schmerzen in Verbindung [99,100]. Dabei handelt es sich um zerebrale Funktionen,
auf die auch Hypnotika und Sedativa wirken, deren genaue Wirkmechanismen oft noch nicht
vollstandig geklart sind. Daher sind Interaktionen des cGMP-Signalwegs mit Hypnotika und
Sedativa, die sich durch eine unspezifische Pharmakologie auszeichnen, Gegenstand

intensiver Forschung [101].
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Primdr wurde die NO/sGC/cGMP-Signalkaskade, das heif3t die stimulierte cGMP-Synthese,
auf ihre Beeinflussbarkeit durch Hypnotika untersucht. Erste Studien an GefaRpréparaten
zur Vasodilatation legten zum einen eine Hemmung der NO-induzierten cGMP-Produktion
durch Halothan und Isofluran dar [102]. Zum anderen wurde weiter gezeigt,
dass intravendse Hypnotika wie Thiopental die sGC inhibieren und so die Vasodilatation
von Widerstandsgefalien senken [103]. Daran anschlieende Untersuchungen an neuronalem
Gewebe zeigen, dass sowohl volatile als auch intravendése Hypnotika wie auch
Sedativa einen starken Einfluss auf die cGMP-Homoostase nehmen [104]. Auch hier liegt
das Augenmerk der Forschung auf der cGMP-Bildung. Verschiedene Arten
der Einwirkungen auf die cGMP-Bildung wurden bereits identifiziert. Einmal zeigen Studien,
dass die NMDA-Rezeptor-abhédngigen cGMP-Synthese durch Hypnotika gehemmt wird
[101]. Ein weiterer Mechanismus ist die Hemmung der NO-Synthase durch volatile
Hypnotika, wodurch es indirekt zu einer Hemmung der cGMP-Synthese kommt [102].
Studien an zerebellarem Gewebe im Tiermodell zeigen, dass Thiopental zu einer direkten
Hemmung auch der neuronalen sGC flhrt [104,105]. Ebenfalls an zerebelldren Schnitten
durchgefuhrte Experimente zur NO-stimulierten cGMP-Synthese zeigen, dass die Zugabe von

Diazepam den cGMP-Spiegel veréndert [106].

Die Studienlage zu Wechselwirkungen zwischen PDEs und Hypnotika ist dagegen
weniger ausfihrlich. Einige Studien der Grundlagenforschung konnten sowohl an neuronalem
als auch myokardialem Gewebe eine Hemmung der cAMP-spezifischen PDEs,
insbesondere der PDE4, durch Diazepam zeigen [96,107]. Andere Klinische Studien
mafen erhohte cAMP-Blutspiegel bei Patienten, die Diazepam bekommen hatten [108].

Zur Interaktion von Sedativa und Hypnotika mit cGMP-spezifischen PDEs liegen wiederum
weniger Daten vor. Einige klinische Studien beschéftigten sich mit der Wirkung von Propofol
auf den cGMP-Haushalt. Hier zeigte sich, dass narkotisierte Patienten, die zusatzlich Propofol
bekamen, einen erhohten cGMP-Speichelspiegel aufwiesen [109]. Weiter wurde
eine verdnderte Wirkdauer von Propofol durch die simultane Gabe des PDE5-Inhibitors
untersucht [110].
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2.4  Grundlagen der Enzymkinetik

Die  Mehrzahl der Reaktionen, die im menschlichen  Koérper ablaufen,
wird durch  Biokatalysatoren, sogenannte  Enzyme, ermdglicht.  Reaktionen,
an denen Enzyme Dbeteiligt sind, weisen eine bestimmte Kinetik auf [111].

Um enzymkatalysierte Reaktionen untersuchen zu kénnen, ist es wichtig, diese zu kennen.

Enzyme erreichen ihre biokatalytische Aktivitdt und Substratspezifitdt dadurch,
dass sie verschiedene Arten von intermolekularen Kraften nutzen, um die Reaktionspartner
in optimale rdumliche Orientierung zueinander zu bringen. Dabei erfolgt die Bildung
eines Enzymsubstratkomplexes nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip im aktiven Zentrum
des Enzyms. Im Gegensatz zu Reaktionen ohne Enzyme, weisen katalysierte Reaktionen
eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit V. auf, die dann erreicht wird, wenn die
Substratkonzentration so hoch ist, dass alle Substratbindungsstellen des Enzyms besetzt sind.
In diesem Moment entspricht die Reaktionsgeschwindigkeit, das hei8t das pro Sekunde
entstehende Mol des Produkts, der Wechselzahl des Enzyms.
Bei kleinen Substratkonzentrationen ist Vmax dagegen direkt proportional zu
der Substratkonzentration [112].

Spezifische Molekile, wie Medikamente und Toxine, kdnnen Enzyme hemmen.
Man unterscheidet reversible und irreversible, sowie kompetitive und nicht-kompetitive
Inhibitoren. Wahrend bei einer irreversiblen Inhibition eine sehr langsame oder
keine Dissoziation des Inhibitor-Enzym-Komplexes besteht, liegt bei einer reversiblen
Inhibition eine schnelle Dissoziation vor. Kompetitive Hemmestoffe schlielen eine Bindung
des Substrats am aktiven Zentrum des Enzyms aus und senken damit die potentiellen
Bindestellen fur Substrate. Ihre Wirkung kann durch Erhdhung der Substratkonzentration
aufgehoben werden. Dies ist bei nicht-kompetitiven Inhibitoren  unmdglich,
da deren Bindungsstellen nicht mit dem aktiven Zentrum interferieren. Das nicht-kompetitiv
gehemmte Enzym kann daher gleichzeitig Inhibitor und Substrat binden, besitzt aber

eine kleinere Vmax [112].
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Ein Modell zur Erklarung der Kkinetischen Eigenschaften vieler Enzyme liefert die
Michaelis-Menten-Gleichung:

V- V max-[S]
Km+[S]

Sie beschreibt mit Hilfe der Michaelis-Menten-Konstante K, und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit V. den Zusammenhang zwischen Reaktionsgeschwindigkeit V
und Substratkonzentration [S]. Graphisch stellt sich dieser Zusammenhang als
Hyperbel dar (s. Abbildung 4). K, ist dabei definiert als diejenige Substratkonzentration,
bei der die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht ist. Gleichzeitig kann K,
zur Beurteilung der Substrataffinitdit des Enzyms herangezogen werden [113].
Die kompetitive und die nicht-kompetitive Hemmung kdnnen Kkinetisch dahingehend
unterschieden werden, dass Erstere zu einer Erhéhung der Ky, Letztere hingegen zu einer
Erniedrigung der Vmax fihrt [112].

ohne Inhibitor

kompetitiver Inhibitor

nicht-kompetitiver Inhibitor

K. [s]

Abbildung 4:
Kurve der Michaelis-Menten-Gleichung bei drei verschiedenen Bedingungen

27



Auf Basis der Michaelis-Menten-Gleichung wurden verschiedene Linearisierungsverfahren
entwickelt, um den Zusammenhang zwischen Reaktionsgeschwindigkeit VV und Substrat [S]
als Gerade darstellen zu konnen. Eines davon ist die doppelt reziproke Auftragung
von 1/V gegen 1/[S] nach Lineweaver-Burk (s. Abbildung 5). Die Gerade wird
durch folgende Gleichung beschrieben [114]:

1 Km N 1
V  Vmax*[S] V max

1/V A

ohne Inhibitor

kompetitiver Inhibitor

nicht-kompetitiver Inhibitor

* 1/Vmax

+ -1/K

m

Y/ [s1

Abbildung 5:
Lineweaver-Burk-Plot bei drei verschiedenen Bedingungen;
* y-Achsenabschnitt = */Vmax; * x-Achsenabschnitt = /K,

Anhand der beiden Konstanten K, und Vmax kdnnen Enzyme charakterisiert und hemmende
Einflisse sowohl qualifiziert als auch quantifiziert werden. Um die Interaktion von Enzymen
mit Medikamenten verstehen zu konnen, ist die Analyse von Ky, und Vmax unerlésslich [115].
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3  Zielsetzung

Wahrend der Einfluss von Sedativa und Hypnotika auf die cGMP-Synthese durch
frihere Untersuchungen nachgewiesen ist, wurden Interaktionen mit dem cGMP-Abbau
durch Phosphodiesterasen bis heute sehr viel weniger intensiv untersucht [104,107,116].
Aufgrund ihrer kinetischen Eigenschaften sind Phosphodiesterasen jedoch entscheidend fir
die cGMP-Konzentration, da diese nicht Uber die Synthese, sondern vor allem (Uber
den Abbau reguliert wird [2,31]. Zudem spielt der cGMP-Signalweg eine essentielle Rolle bei
der Regulation von Wachheit und der Stressbewaltigung, die auch durch Sedativa und
Hypnotika beeinflusst werden. Fir die Forschung zur biochemischen Wirkung und
Nebenwirkung von Anasthesie und Sedierung ist er deshalb von grolRem Interesse.
Erste Studien dazu haben gezeigt, dass Diazepam die cAMP-spezifische PDE4 hemmt [107].
Welche Rolle die cGMP-spezifischen Phosphodiesterasen im Rahmen  dieser

Wechselwirkungen spielen, ist dabei jedoch noch unzureichend geklart.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit sollte deshalb der Einfluss der drei Substanzen Thiopental,
Propofol und Diazepam auf die neuronale, cGMP-spezifische Phosphodiesteraseaktivitat

untersucht werden.

Da die Ergebnisgenauigkeit der Versuche direkt von der Qualitat der verwendeten Enzyme
abhing, sollte der Arbeit die Optimierung der PDE-Gewinnung aus Rattenhirn,
welche die enzymatische Aktivitat erhalt, vorangestellt werden. Dazu wurden sowohl
zwei unterschiedliche Methoden zur Gewebehomogenisierung als auch zwei unterschiedliche

Vorgehensweisen zur Proteinextraktion getestet und verglichen.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Herstellerverzeichnis

Acetonitril / CH3;CN

Calciumchlorid / CaCl,

CelLytic MT

Diazepam
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat /
Na;HPO4*2H,0

DMSO / Dimethylsulfoxid

DTT / Dithiothreitol

EDTA / Ethylenediaminetetraacetic acid
Fluorescein-Natrium-Lsg. (10 %)

Hepes

IBMX / 3-Isobutyl-1-methylxanthin
Kaliumchlorid / KCL
Kaliumhydrogenphosphat / KH,PO4
Mant-cGMP / 2¢-O-(N’Methylanthraniloyl-
guanosine-3-5°-cyclic monophosphat)-Na*
Magnesiumchlorid / MgCl,
Natriumhydrogensulfid-Monohydrat /
NaHS*H,0

Natriumhydroxid / NaOH Platzchen
ODQ / 1-H-[1,2,4]oxadiazolo-

[4, 3-a]quinoxalin-1-one

PBS / Phosphate buffered salin

Pierce BCA Protein Assay Kit

PMSF / Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Flourid
Propofol / 2,6-Diisopropylphenol
Protease Inhibitor Cocktail
Thiopental-Natrium Salz

Tris-HCI Puffer

Merck
Merck
SIGMA Aldrich
SIGMA Aldrich
Merck

SIGMA Aldrich
SIGMA Aldrich
SIGMA Aldrich
Alcon

USB Corporation
SIGMA Aldrich
Fluka

Roth

BioLog

Fluka
SIGMA Aldrich

Merck
SIGMA Aldrich

SIGMA Aldrich
ThermoSCIENTIFIC
SIGMA Aldrich
Alfa Aesar

SIGMA Aldrich
Inresa

SIGMA Aldrich
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Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
St Louis, USA
St Louis, USA
Darmstadt, Deutschland

St Louis, USA

St Louis, USA

St Louis, USA
Hineberg, Schweiz
Cleveland, USA

St Louis, USA

St Louis, USA
Karlsruhe, Deutschland

Bremen, Deutschland

St Louis, USA
St Louis, USA

Darmstadt, Deutschland
St Louis, USA

St Louis, USA
Waltham, USA

St Louis, USA

Ward Hill, USA

St Louis, USA
Freiburg, Deutschland
St Louis, USA



4.2 Versuchstiere

In Absprache mit dem verantwortlichen Veterindrmediziner des Uniklinikums Regensburg
sind die in dieser Arbeit aufgefiuhrten Versuche nicht anzeige- oder genehmigungspflichtig,
da es sich um die Verwertung von tierischem Material handelt, das in anderen Versuchen
anfallt und dort nicht benétigt wird. Die Toétung der Tiere erfolgte nicht fur die hier
durchgefuhrten Versuche. Vier Rattenhirne stammen aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. York Zausig (Klinik fir Anésthesiologie, Universitatsklinikum Regensburg).
Diese vier adulten, mannlichen Wistarratten waren vor der Dekapitation einer Narkose mit
Ketamin und Rompun oder Sevofluran 4 % ausgesetzt. Sie wogen im Mittel 245 g.
Weiter wurden vier Rattenhirne von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Inga D. Neumann
(Lehrstuhl fir Neurobiologie und Tierphysiologie, Universitit Regensburg) bezogen.
Dabei handelte es sich um vier mannliche Wistarratten, die vor der Totung mit CO; keine
Medikamente erhalten hatten. Zu diesem Zeitpunkt waren die Versuchstiere 25 Wochen alt
und wogen im Durchschnitt 490 g. Alle Gehirne wurden nach der Entnahme sofort mit
Kochsalzlésung von groben Blutresten befreit und in Alufolie bei -80 °C

bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

4.3  Probengewinnung

Bei allen folgenden Methoden wurden die Reagenzien gekihlt verwendet
und die Proben wahrend der gesamten Aufbereitung so oft wie mdglich auf Eis gelagert,

um die Aktivitat der Enzyme nicht zu geféhrden.

4.3.1 Homogenisierung

Die Rattenhirne wurden sowohl von Hand als auch maschinell homogenisiert.
Fur die manuelle Homogenisierung wurde zundachst 1 g Rattenhirn und 1,2 mL
Homogenisierungspuffer (50 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 0,1 mM PMSF in
Agua dest; pH 7,4 mittels pH-Meter kontrollierter Zugabe von 1 N HCI) in den gekuhlten,
sogenannten Potter-Elvehjem Douncer gegeben. Durch zehnmaliges kraftiges Bewegen
des StoRels wurde das Gewebe zerkleinert. Das entstandene Homogenisat wurde inklusive

des aufschwimmenden Schaums der Proteinextraktion zugeftihrt [117].
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Im ersten Schritt der maschinellen Homogenisierung wurden 100 mg Rattenhirn und
1000 pL kalter Homogenisierungspuffer (50 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; 1 mM DTT,
0,1 mM PMSF in Aqua dest; pH 7,4 mittels pH-Meter kontrollierter Zugabe von 1 N HCI)
in ein Lysing Matrix D Tube der Firma MP Biomedicals gegeben. Fir die Homogenisierung
wurden die Tubes mit dem Gerdt FastPrep-24-Instrument der Firma MP Biomedicals
fur 20 sec mit 5 m/s geschuttelt. Danach wurde die Proteinextraktion angeschlossen.

43.2 Proteinextraktion

Zur Proteinextraktion wurden verschiedene Methoden (1, 2a/b) angewendet. Bei Methode 1
wurden die homogenisierten Proben bei 4 °C fur 8 min mit einer relativen
Zentrifugalbeschleunigung (RCF) von 152 xg zentrifugiert. Das entstandene Pellet
wurde verworfen. Der Uberstand wurde ohne Schaum bei 4 °C fiir 30 min mit 100000 xg
ultrazentrifugiert. Der entstandene Uberstand, der dem zytosolischen Zellanteil entsprach,
wurde portioniert und bei -80 °C zur Lagerung eingefroren. Das entstandene Pellet wurde
mit 1,5 mL Waschpuffer (Homogenisierungspuffer aus Kapitel 4.3.1 und 0,6 M KCI)
resuspendiert. Anschlieend wurden diese fir 3 min mit 425 xg zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet, das die Membranfraktion enthielt,
in 150 pL 50 mM Tris-HCI Puffer geldst und bei -80 °C gelagert [117].

Die Proteinextraktion nach Methode 2 wurde nur in Kombination mit der maschinellen
Homogenisierung durchgefiihrt. Dazu wurden 100 mg Hirngewebe mit 1000 puL Lysepuffer
(CelLytic MT) und 10 pL Proteaseinhibitor (Protease Inhibitor Cocktail; beides Produkte der
Firma SIGMA Aldrich) in einem Lysing Matrix D Tube der Firma MP Biomedicals versetzt
und maschinell homogenisiert. Direkt danach wurden die Tubes bei 4 °C fir 10 min mit einer
relativen Zentrifugalbeschleunigung (RCF) von 16060 xg zentrifugiert. Das entstandene
Pellet fand keine Weiterverwendung. Mit dem Uberstand wurde im weiteren Verlauf
zweigeteilt verfahren. Die eine Hélfte wurde bei -80 °C weggefroren (Methode 2a).
Die andere Halfte wurde nach den Vorgaben der Methode 1 ultrazentrifugiert.
Die danach Uberstehende Zytosolfraktion wurde abgehoben und asserviert. Das Pellet mit den
Membrananteilen wurden entsprechend der Methode 1 gewaschen. Die Lagerung

fand bei -80 °C statt. Dieses Vorgehen wurde als Methode 2b bezeichnet.

Fir die Experimente der vorliegenden Arbeit wurde ausschliellich zytosolisches Protein

verwendet, das nach Methode 2b gewonnen wurde.
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4.3.3  Proteinmengenbestimmung

Der Proteingehalt der einzelnen Extrakte wurde mit Hilfe des Pierce BCA Protein Assay Kit
der Firma Thermo SCIENTIFIC ermittelt. Das Vorgehen erfolgte entsprechend
der Herstellerangaben (Sample to WR ratio = 1:8). Die Proteinproben wurden sowohl
unverdinnt als auch nach einer 1:10 Verdinnung in PBS (phosphate buffered saline)
in jeweils doppelter Ausfliihrung getestet. Anschlielend wurde die Farbreaktion mit dem
Gerét Varioskan Flash der Firma Thermo Fisher Scientific bei einer Wellenlange von 562 nm
quantifiziert und der Proteingehalt mit dem Computerprogramm SkanIT (Version 2.4.509)

der Firma Thermo Fisher Scientific ermittelt.

4.4 Versuchsprotokolle

4.4.1  Vorbereitung

Als Substrat wurde das synthetische, fluoreszierende Mant-cGMP verwendet, das mit
den gleichen kinetischen Eigenschaften wie cGMP gespalten wird [116]. Das Mant-cGMP
wurde als 1 mM Lésung in 50 mM Tris-HCI Puffer verwendet. Portionen dieser Stammldsung
wurden bei -4 °C gelagert und jeweils fur die Versuche aufgetaut. Als Lésungsmittel
des Reaktionsgemisch diente folgender Reaktionspuffer: 10 mM Hepes, 90 mM KCl,
5 mM MgCly, 0,73 mM CaCl; in Aqua dest. (pH 7durch 1M NaOH eingestellt) [118].

Die Zusammensetzung der Reaktionsansétze zeigt die nachfolgende Tabelle (s. Tabelle 1).
Die Konzentrationen wurden zunéchst durch eine Vorverdiinnung und schlussendlich durch
eine weitere Verdinnung im fixen Endvolumen, in dem die Enzymreaktion ablief, eingestellt.
Zur Vorverdinnung wurde als Losungsmittel fur die Substanzen Mant-cGMP, Fluorescein,
DMSO und das Proteinextrakt Reaktionspuffer verwendet. Die Testsubstanzen wurden
in  einem  substanzspezifischen  Ldsungsmittel  vorverdinnt (s.  Tabelle 2).
Den jeweils zugehorigen Kontrollproben wurde die gleiche Menge des substanzspezifischen

Losungsmittels der Testsubstanz hinzugefligt.

Das Substrat Mant-cGMP wurde zum Start der Beobachtungsphase, die Proteinldsung
zum Start der Vorinkubation hinzugegeben. Zusétzlich befand sich in jedem
der Reaktionscups ein 0,5 cm groRes PTFE-Magnetriihrstdbchen, das wéhrend

der Reaktionszeit flr eine gleichmaRige Verteilung sorgte.
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Tabelle 1:
Zusammensetzung der Reaktionscups mit definiertem Endvolumen 1125 pL

Cup Kaontrolle Testbedingungen
A Mant-cGMP 38 uM Mant-cGMP 38 uM
Fluorescein 1772 nM Fluorescein 1772 nM
Protein ca. 20500 ng/mL Protein ca. 20500 ng/mL
Losungsmittel der Testsubstanz Testsubstanz in eigenem Losungsmittel
Reaktionspuffer Reaktionspuffer
B s. A, aber Mant-cGMP 28 uM s. A, aber Mant-cGMP 28 uM
C s. A, aber Mant-cGMP 20 uM s. A, aber Mant-cGMP 20 uM
D s. A, aber Mant-cGMP 10 uM s. A, aber Mant-cGMP 10 uM
E s. A, aber Mant-cGMP 44 uM s. A, aber Mant-cGMP 44 uM
F s. A, aber Mant-cGMP 5 uM s. A, aber Mant-cGMP 5 uM

4.4.2  Durchfiihrung

Damit der enzymatische Umsatz verlasslich gemessen werden konnte, wurden
die Enzymreaktionen kontrolliert gestartet und gestoppt. Die Versuche liefen mit Hilfe eines
Wasserbads bei 37,0 °C ab. Zunédchst wurden die Reaktionscups und die Mant-cGMP-Ldsung
getrennt fir 10 min im Wasserbad inkubiert. Dies diente unter anderem dem Abbau von
endogenen cGMP in der Proteinlésung, damit dieser spéter nicht mit dem des Mant-cGMP
interferieren konnte. Zum Start der Enzymreaktion wurde die entsprechende Menge
Mant-cGMP hinzugegeben. Nach fiinf und 25 Minuten erfolgte die Entnahme von 25 pL,
die auf 25 pL eigekuhltes Acetonitril pipettiert wurden, um die laufende Reaktion
abzustoppen. AnschlieBend wurden die entnommenen Proben gevortext und auf Eis gestellt.
Zur weiteren Nachbereitung wurden die Proben fur 3 min mit einer relativen
Zentrifugalbeschleunigung (RCF) von 16060 xg zentrifugiert und der Uberstand in
die RP-HPLC gegeben. Die Versuche mit den Kontrollproben und jene mit den Proben mit

Testsubstanz wurden jeweils gleichzeitig durchgefihrt.

Anhand von Vorversuchen, bei denen Proben zu mehreren verschiedenen Zeitpunkten aus der
laufenden Reaktion entnommen worden waren, wurden die optimalen Entnahmezeitpunkte zu
Minute finf und 25 bestimmt. Diese Ergebnisse sind nicht in der hier vorliegenden Arbeit

aufgefuhrt.
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4.4.3 Verwendete Testsubstanzen und Konzentrationen

Auf  die Versuchsprotokolle ~ wurden verschiedene Testsubstanzen und
Substanzkombinationen angewendet. Zundachst erfolgte die Herstellung einer Stammlésung
des (Fest-)Stoffes in einem spezifischen Losungsmittel. Dann wurde diese in einem weiteren,
substanzeigenen Lésungsmittel verdinnt und mit einem bestimmten Volumen in das fixierte
Reaktionsvolumen pipettiert. Die nachfolgende Tabelle zeigt die verwendeten Substanzen und
Substanzkombinationen mit den dazugehoOrigen Parameter (s. Tabelle 2). Ebenso wurde
enzymatisch inaktives Protein verwendet und mit enzymatisch aktivem Protein verglichen.
Dazu wurde eine Proteinprobe fur 60 min auf 71 °C im Heizblock erhitzt und
flir 2 min bei 37 °C gekihlt. AnschlieRend wurde die Reaktion gemaR des Versuchsprotokolls
gestartet. In diesem Fall wurde keine Testsubstanz gepruft. Als Kontrollprobe diente
die standardmafig verwendete Zusammensetzung (s. Tabelle 1), die das gleiche, unbehandelte

Proteinextrakt enthielt.

Tabelle 2:
Testsubstanzen und Substanzkombinationen mit verwendeten Lésungsmitteln und
Konzentrationen

Testsubstanz / Stammldsung [mM] Losungsmittel der End-
Substanzkombination (Ldsungsmittel) Vorverdiinnung konzentrationen
[uM]

Diazepam 35,1 1:1 Reaktionspuffer- 1; 10; 30; 100
(DMSO) DMSO Gemisch

IBMX 90,0 DMSO 240
(DMSO)

OoDQ 26,7 DMSO 10; 100
(DMSO)

Propofol 105,9 Reaktionspuffer 10; 100; 300

(97 % Losung) (Reaktionspuffer)

Thiopental-Natrium 75,7 Aqua dest. 10; 100; 500
(Aqua dest.)

Diazepam+ 35,1 (DMSO) Reaktionspuffer 100

IBMX 90,0 (DMSO0) DMSO 240

Thiopental-Natrium+ 75,7 (Aqua dest.) Aqua dest. 500

IBMX 90,0 (DMSO DMSO 240
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4.5 Mant-cGMP-Quantifizierung

Die Proben, die aus den laufenden Reaktionen zu definierten Zeitpunkten entnommen worden
waren, wurden auf die verbliebene Menge Mant-cGMP untersucht, dessen Fluoreszenz nach
Spaltung durch PDEs sinkt. Dazu wurde die RP-HPLC (reversed phase high performance
liquid chromatography; dt. Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie) zur
Trennung des  Stoffgemisches in  Kombination mit einem nachgeschalteten

Fluoreszenzdetektor verwendet.

45.1 Reagenzien und Kalibrierung

Die Analyselédufe an der RP-HPLC wurden mit zwei Laufmitteln (A und B) durchgefihrt.
Sie unterschieden sich in der Menge Acetonitril in 10 mM Phosphatpuffer mit pH 6
(1,2065 g KH,POg4; 0,2214 g /Na;HPO,*2H,0 in 1 L Aqua dest.). Die Volumenanteile
des Laufmittel A waren 94 % Puffer und 6 % Acetonitril. Das Laufmittel B enthielt zu
32 % Puffer und zu 68 % Acetonitril.

Mit Hilfe von Kalibrationslésungen wurde die Retentionszeit von Mant-cGMP experimentell
bestimmt und eine Kalibrationskurve erstellt, die die Fluoreszenzstarke den jeweiligen
Mant-cGMP-Konzentrationen zuordnete. Als interner Standard wurde sowohl den
Kalibrationsldsungen als auch dem Reaktionsproben eine bekannte Menge fluoreszierendes
Fluorescein hinzugefugt. Die Kalibrationslésungen wurden aus der 1 mM Stammldsung
Mant-cGMP (in 50 mM Tris-HCI Puffer) und Fluorescein (10 %) in Laufmittel A
der RP-HPLC hergestellt. Die Endkonzentration von Fluorescein war konstant 1794 nM.
Die Mant-cGMP-Standardkonzentrationen deckten den Bereich 0,2 uM — 80 uM ab.

45.2 RP-HPLC-Methode

Die bin&re Pumpe arbeitete mit einer Flussgeschwindigkeit von 2 mL/min bei einem mittleren
Druck von 280 bar. Das Elutionsmittel bestand aus 80 % Laufmittel A und
aus 20 % Laufmittel B. Die Proben wurden bei 8 °C im Injektor gekihlt. Zur Analyse wurde
je Probe ein Aliquot von 2,5 pL entnommen. Die verwendete S&ule ZOBRAX Eclipse
XDB-C18 (PartikelgroRe 1,8 pm, Lange 50 mm, Innendurchmesser 4,6 mm)

der Firma Agilent wurde auf 38 °C temperiert.
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Der angeschlossene Fluoreszenzdetektor nahm zunéchst die Mant-cGMP-Konzentration bei
einer mittleren Retentionszeit von 0,960 min mit folgenden Einstellungen auf:
Aexcitation = 280 NM, Aemission = 450 nm [119]. Dann wechselte der Fluoreszenzdetektor
innerhalb des Runs (mittlerer Umschaltzeitpunkt: 1,25 min) zur Fluoresceinbestimmung auf
Aexcitation = 490 NM, Aemission = 520 nm. Die mittlere Retentionszeit des Fluorescein betrug
1,5 min. Die Gesamtdauer eines Runs lag bei 2,25 min. Mit Hilfe des Computerprogramms
Agilent ChemStation (Version 04.02.096) der Firma Agilent Technologies und der erstellten
Kalibrationskurve wurden aus den Messungen des Fluoreszenzdetektors die Konzentrationen

des Mant-cGMPs und des Fluoresceins berechnet.

4.6 Auswertung des enzymatischen Umsatzes

Der enzymatische Umsatz wurde auf zwei verschiedene Arten analysiert. Erstens wurde der
Substratabfall Uber die Zeit, die sogenannte Reaktionsgeschwindigkeit V, berechnet.
Da die Substratkonzentration ausreichend hoch gewahlt wurde, um eine Sattigung aller
Bindungsstellen der PDEs und damit die Vmax zu erreichen, konnte zweitens

die Enzymreaktion mit Hilfe der Michaelis-Menten-Kinetik untersucht werden.

4.6.1 Betrachtung des Substratabfalls Uber die Zeit

Die Mant-cGMP-Abnahme pro Zeiteinheit wurde aus den Messungen nach 5 min und 25 min
berechnet. Die berechnete Reaktionsgeschwindigkeit VV wurde weiter auf die eingesetzte
Proteinmenge bezogen, um zwischen den Versuchen vergleichen zu koénnen.
Die Reaktionsgeschwindigkeiten wurden zundchst nach der eingesetzten Startkonzentration
Mant-cGMP geordnet betrachtet und dann bei fehlenden signifikanten Unterschieden
zusammengefasst. Mit Hilfe des Computerprogrammes IBM SPSS Statistics 21
(Version 21.0.0.0) der Firma International Business Machines Corporation (IBM) wurden

die dazugehorigen Mittelwerte berechnet.

4.6.2  Bestimmung der Parameter Vpmax und Kp,

Aus den gemessenen Mant-cGMP-Konzentrationen zu den zwei verschiedenen Zeitpunkten
(Minute funf und 25) der Enzymreaktion wurde die Reaktionsgeschwindigkeit V berechnet.
Diese wurde den jeweiligen Substratkonzentrationen Mant-cGMP [S] zugeordnet,
die nach funf min gemessen worden waren. Somit standen je Versuchsbedingung
sechs Wertepaare [S]/V fir die Bestimmung von Vpga und Ky zur Verfligung.

Zwei unterschiedliche Verfahren wurden dazu verwendet.
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Mit Hilfe des Computerprogramms Excel (Version 2010) der Firma Microsoft wurde
ein Lineweaver-Burk-Plot erstellt. Dazu wurden die sechs Wertepaare doppelreziprok
aufgetragen und eine Regressionsgerade angelegt. Anhand des y-Achsenabschnitts und
der Steigung dieser Regressionsgerade wurden die gesuchten Parameter berechnet
(s. Abbildung 6).

9 .
@ Messdaten
7 .
E_ Geradengleichung und
3 5 - BestimmheitsmaR R?:
£
> K y= 12,2598x +1,5781
= 3 | R =0,9961
// Vimax
r T 7 T T T 1
-0,2 -0,1 1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
_3 .
1/Mant-cGMP [1/pM]
Abbildung 6:

Beispiel fiir die Auswertung mittels Lineweaver-Burk-Plot; */Vima = *( y-Achsenabschnitt);
1/Km =" (x-Achsenabschnitt) und K, = Steigung * Vinax

Als weiteres Auswertungsverfahren wurde eine nicht-lineare Regressionsanalyse mit Hilfe
des Levenberg-Marquardt-Algorithmus durchgefiihrt. Dabei handelt es sich nicht um
eine analytische Rechnung, sondern um einen numerischen Optimierungsalgorithmus,
der nicht-lineare Ausgleichsprobleme mit Hilfe der Methode der kleinsten Quadrate 16st
[120]. Anhand der sechs Wertepaare [S]/V wurde so diejenige Michaelis-Menten-Hyperbel
und deren Konstanten K, und Vma bestimmt, die mit dem Kleinsten Fehler durch
die Wertepaare gelegt werden kann. Dazu wurde das Computerprogramm IBM SPSS
Statistics 21 (Version 21.0.0.0) der Firma International Business Machines Corporation
(IBM) verwendet.
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4.6.3  Quotientberechnung

Zur weiteren Analyse zwischen den Versuchen wurden die Ergebnisse als normierter
Prozentsatz der Kontrollproben betrachtet. Dazu wurde jeweils ein Quotient gebildet, wobei
flr die Kontrollprobe der Wert 1 definiert wurde. Auf diese Weise konnten zudem die Werte
der beiden unterschiedlichen Bestimmungsverfahren von Ky, und V. vergleichen werden.

Die normierten Werte werden in dieser Arbeit durch ein "-Suffix dargestellt.

4.7  Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit IBM SPSS Statistics 21 (Version 21.0.0.0) der Firma
International Business Machines Corporation (IBM). Bei allen statistischen Tests wurde
ein 5 % Signifikanzniveau verlangt. Ergaben sich p-Werte, die unter dem verlangten
Signifikanzniveau lagen, wurden diese zusatzlich angegeben. Fir Einfachvergleiche von
Mittlerwerten zweier Gruppen wurde der T-Test fir unabhdngige Stichproben verwendet.
Davor wurden die Variablen mittels des Kolmogorov-Smirnow-Lilliefors-Tests auf
Normalverteilung und mittels des Levene-Tests auf Homogenitat der Varianzen untersucht.
Fur Mehrfachvergleiche von Mittelwerten mehrerer Gruppen wurde eine einfaktorielle Anova
mit post-hoc-Tests nach Bonferoni, Dunnett (T2-seitig) bzw. Dunnett T3 verwendet,
wobei auch hier die Homogenitdt der Varianzen mittels Levene-Test Uberprift wurde.

Die Grafiken der Mittelwertverteilung wurden im gleichen Programm erstellt.
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5  Ergebnisse

5.1 Methodenvergleich

5.1.1  Varianten der Proteingewinnung

Die manuelle und maschinelle Homogenisierung wurden hinsichtlich einer effizienten
Proteingewinnung verglichen. Die maschinelle Homogenisierung erbrachte eine
nicht signifikant hohere Proteinmenge pro eingesetzte Hirnmasse als die Methode per Hand
(s. Abbildung 7). Dabei war die Standardabweichung der Mittelwerte der
manuellen Aufarbeitung groBer als die der maschinellen (Gmanuent = 8,77, Omaschinell = 6,86).
Weiter wurden zwei unterschiedliche Verfahren zur Proteinextraktion verglichen.
Dazu wurden zwei Probengruppen zunéchst nach dem maschinellen Verfahren homogenisiert
und dann der Proteinextraktion nach Methode 1 bzw. nach Methode 2 zugefihrt
(s. Kapitel 4.3.1). Die Proteinextrakte zeigten keine signifikanten Differenzen der mittleren
Gesamtmenge an Protein (s. Tabelle 3). Jedoch ermdglichten nur die Methoden 1 und 2b
durch die Ultrazentrifugation eine Auftrennung in Membran- und Zytosolprotein
(s. Kapitel 4.3.1).

Protein I 1 mg Hirngewebe

T T
manuell maschinell

Homogenisierung

Abbildung 7:
Protein [ug] pro eingesetztem 1 mg Hirngewebe in Abhangigkeit
der Homogenisierungsmethode; Mittelwerte (+ SEM); p = 0,560; n =6
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Tabelle 3:
Protein pro eingesetztem 1 mg Hirngewebe in Abh&ngigkeit der Extraktionsmethode;
Mittelwerte (£ SEM); n =7

Praparation Anteil Protein [jg] p
Methode 1 gesamt 18 (£3,8)

0,681
Methode 2 gesamt 20 (+4,2)

512  Vpax und Ky in Abhéngigkeit der Bestimmungsmethode

Fur die Analyse wurden die Messungen der Kontrollproben ohne Testsubstanz verwendet.
Sowohl die nicht-lineare als auch die lineare Regressionsanalyse zur Bestimmung von Ky, und
Vmax zeigten, dass die Werte der Parameter je nach verwendetem Homogenisat individuell
verteilt waren (s. Abbildung 8 und Abbildung 9). Dabei wiesen die beiden verschiedenen
Berechnungsmethoden fir Ky und Vg unterschiedliche Werteverteilungen auf.
Der Standardfehler des Mittelwerts der K, die mittels nicht-linearer Regressionsanalyse
berechnet wurden, war niedriger (SEMpicht-linear = 0,9) als jener der Ky, nach der linearen
Methode nach Lineweaver-Burk (SEMiinear = 2,2). Fur die Bestimmung von V.« ergaben sich
hinsichtlich des Standardfehlers des Mittelwerts keine Unterschiede
(SEMiinear = 0,002; SEMicht-tinear = 0,002).

Bei der Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante K, zeigten sich in Abhangigkeit der
verwendeten Methode Unterschiede (s. Kapitel 4.6.2). Bei gleichen Ausgangsdaten lieferte
das lineare Vorgehen nach Lineweaver-Burk im Mittel signifikant hthere Kn-Werte als die
nicht-lineare Methode. Die beiden Auswertungsmethoden ergaben fur die Vmax vergleichbare,

nicht signifikant unterschiedliche Mittelwerte (s. Tabelle 4).

Tabelle 4:
Km und Vmax in Abhangigkeit der Bestimmungsmethode; Mittelwerte (x SEM); p < 0,05;
n=>50

Methode p
linear nicht-linear
Km [UM] 26,9 (x2,2) 10,4* (£0,9) <0,0001
Vmax [Umol/min/mg] 0,029 (+0,002) 0,030 (+0,002) 0,914
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Abbildung 8:
Km [UM] in Abh&ngigkeit der Bestimmungsmethode; Mittelwerte (£ 2 SEM); * p < 0,05;
n = 50;

0,047

0,034 } (0]

0,029

Vmax

0,017

0,00 T T
Micht-lin. Regression linear (nach Lineweaver-Burk)

Methode

Abbildung 9:
Vimax [MmMol/min/mg] in Abh&ngigkeit der Bestimmungsmethode; Mittelwerte (£ 2 SEM);
n =50
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5.2  Validierung der Methoden

Im Vorfeld der Experimente mit Sedativa und Hypnotika sollte erstens gekléart werden,
ob der detektierte Mant-cGMP-Abfall den Abbau durch PDEs widerspiegelt und zweitens,

ob die Versuchsanordnung eine Inhibition der PDEs darstellen kann.

5.2.1 Denaturiertes Protein

Um auszuschlieBen, dass sich der Abfall des Fluoreszenzsignals von Mant-cGMP
uber die Zeit durch einen spontanen Zerfall des Molekiils ergab, wurde enzymatisch inaktives,
hitzedenaturiertes Proteinextrakt getestet und mit einer Probe, die das identische,
enzymatisch aktive Proteinextrakt enthielt, verglichen. Bei allen vier Startkonzentrationen
wurde in Abwesenheit aktiver Enzyme ein Mant-cGMP-Abfall von weniger als 1 %
von der Ausgangskonzentration beobachtet. Dagegen zeigte sich bei dem aktiven Protein
eine kontinuierliche Mant-cGMP-Abnahme in Abhangigkeit der Ausgangskonzentration

des Substrats. Die Mittelwertdifferenz war signifikant (s. Tabelle 5).

Tabelle 5:
Mant-cGMP-Abnahme in Bezug auf die Startkonzentration Mant-cGMP bei An-/Abwesenheit
von aktivem Proteinextrakt; Mittelwerte; * p < 0,005; n =3

Abnahme [% / 25 min]

Start Mant-cGMP [uM] aktives Proteinextrakt denaturiert
80,2 16,81 0,31*
62,8 31,68 0,09*
42,3 63,39 0,24*
20,4 90,02 0,10*
52.2 IBMX

Die Zugabe des unspezifischen, kompetitiven PDE-Inhibitors IBMX fihrte zu
einer signifikanten Hemmung des Mant-cGMP-Abbaus. Eine volistdndige Blockade
des Abbaus blieb aus und Mant-cGMP wurde weiter in geringen Mengen hydrolysiert.
Dabei war die Hemmung durch IBMX bei niedrigeren Substratkonzentrationen stérker als
bei héheren (s. Tabelle 6).
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Tabelle 6:

Mant-cGMP-Abnahme in Abhangigkeit der Startkonzentration Mant-cGMP;

OuM vs. 240 uM IBMX; Abnahme" = normierter Anteil der Abnahme in Bezug auf
0 uM IBMX; Mittelwerte (= SEM);* p < 0,001; n =20

Km [pM] lineare Berechnung

Start Mant-cGMP [uM] Abnahme [umol/min/mg]
IBMX 0 uM IBMX 240 uM Abnahme”

44 0,026 (x 0,002) 0,009* (+ 0,0006) 0,33
38 0,022 (+0,001) 0,007 * (+0,0006) 0,33
28 0,021 (x0,002) 0,006 * (+0,0005) 0,27
20 0,018 (x0,001) 0,005* (+0,0004) 0,25
10 0,012 (+0,0006) 0,003 * (x0,0002) 0,21
5 0,007 (£0,0003) 0,001 * (+0,0001) 0,19

Fur die Michaelis-Menten-Kinetikanalyse wurden die Parameter sowohl mittels linearer als
auch nicht-linearer Regression bestimmt. Es zeigte sich fir beide Berechnungen
unter Anwesenheit von 240 pM IBMX eine signifikante Erhohung der Mittelwerte
der Michaelis-Menten-Konstante K, (s. Abbildung 10). Des Weiteren kam es darunter auch
zu einer signifikanten Erniedrigung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit Vmax
(s. Tabelle 7).

A) B)
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Km [ uM] nicht-lineare Regression

m
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T
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IBMX [uM] IBMX [pM]

Abbildung 10:
Km bei 0 uM vs. IBMX 240 uM; Mittelwerte (£ SEM); n =12
A) Lineare Berechnung: * p = 0,004; B) Nicht-lineare Berechnung: * p < 0,0001
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Tabelle 7:
Vimax [Umol/min/mg] bei 0 uM vs. 240 uM IBMX; Mittelwerte (x SEM); * p < 0,05; n =13

IBMX [UM] p
0 240
Vinax (linear) 0,029 (£0,003) 0,018* (+0,002) 0,008
Vmax (nicht-linear) 0,029 (+0,003) 0,020* (+0,003) 0,017

Unter Anwesenheit von 240 pM IBMX kam es bei der hdchsten, eingesetzten
Mant-cGMP-Konzentration nicht mehr zu einer vollstdndigen asymptotischen Angleichung
der Reaktionsgeschwindigkeit V an die Vimax (s. Abbildung 11).
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Mant-cGMP [puM]
Abbildung 11:

Michaelis-Menten-Auftragung: Reaktionsgeschwindigkeit V und Mant-cGMP-Konzentration
bei 0 uM und 240 uM IBMX; n =3
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52.3 ODQ

Um eine Beeinflussung der gemessen PDE-Aktivitdt durch in vitro produziertes cGMP
zu testen, wurde der selektive Inhibitor ODQ der zytosolischen Guanylatzyklase verwendet.
So konnte ausgeschlossen werden, dass bereits gespaltenes Mant-cGMP in vitro
erneut gebildet wird. Der mittlere Mant-cGMP-Abfall war unter Anwesenheit von

ODQ (10 puM, 100 uM) nicht signifikant unterschiedlich zu 0 pM.

Es wurden Ky und Vmax hach Lineweaver-Burk bzw. durch nicht-lineare Regression

berechnet. Hier zeigten sich keine Mittelwertdifferenzen  zwischen

0 pM und den ODQ-Konzentrationen 10 pM und 100 pM (s. Tabelle 8).

Auch bei den normierten Quotienten fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen

signifikanten

den Mittelwerten.

Tabelle 8:
Km; Vimax; hormierte Ky, (= Kn"), Vinax (= Vimax ") in Abhangigkeit der ODQ-Konzentration;
Mittelwerte (£ SEM); n =3

Parameter Berechnung ODQ [uM] p
0 10 100

Km linear 21,1 (8,7) 20,2 (8,2) 22,6 (+8,1) 0,980
[uM] nicht-linear 13,2 (£2,5) 20,4 (x2,7) 14,7 (£1,1) 0,131
V max linear 0,039 (+0,009) 0,041 (x0,009) 0,043 (x0,003) 0,920
[umol/min/mg] nicht-linear 0,042 (+0,010) 0,051 (x0,009) 0,041 (+0,007) 0,719
K" linear 1 0,98 (+1,3) 1,12 (£5,9) 0,067

nicht-linear 1 1,69 (£45,7) 1,19 (£23,7) 0,313
Vinax " linear 1 1,09 (4,2) 1,26 (+31,0) 0,595

nicht-linear 1 1,26 (£13,0) 1,01 (£9,9) 0,173
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5.3 Experimente mit Sedativa und Hypnotika

Es wurden drei verschiedene anéasthetisch bzw. sedativ wirkende Substanzen

bezlglich ihres Einflusses auf die PDE-Aktivitat untersucht.

5.3.1  Propofol

Mit dem Andasthetikum Propofol wurden drei Konzentrationsniveaus getestet
(10 pM, 100 uM, 300 pM). Dabei konnte keine signifikante Anderung der Mittelwerte
des Mant-cGMP-Abbaus festgestellt werden. Im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollproben
fiel der Mant-cGMP-Spiegel unter Anwesenheit von Propofol gleich schnell ab
(s. Abbildung 12).
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Abbildung 12:

Mant-cGMP-Abfall in Abhangigkeit der Propofolkonzentration;
Mittelwerte (£ 2 SEM) aller Startkonzentrationen Mant-cGMP; jeweils n = 18
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Die Resultate der Kinetikanalyse bestatigten diese Ergebnisse. Die Berechnungen von K, und
Vmax Nach Lineweaver-Burk und mittels nicht-linearer Regression zeigten keine signifikanten
Unterschiede der Mittelwerte nach Zugabe von Propofol. Die normierten Ky," und Viax'

ergaben ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im Mittelwertvergleich (s. Tabelle 9).

Tabelle 9:
Km; Vimax Und normierte Ki,"; Vimax" in Abhangigkeit der Propofolkonzentration;
Mittelwerte (£ SEM); jeweils n =3

Parameter Berechnung Propofol [uM] p
0 10 100 300
linear 0,014 0,026 0,026 0,021 0,763
Vmax (£0,012) (0,024) (0,024) (£0,002)
[umol/min/mg]  nicht-lin. 0,024 0,026 0,025 0,024 0,614
(£0,0009) (£,002) (x0,001) (£0,001)
linear 36,4 31,78 32,4 32,8 0,517
Koo [UM] | | (£1,9) (z0,81) (£1,3) (£5,1)
nicht-lin. 10,5 10,5 9,9(¢1,0) 89(0,7) 0,617
(20,7) (x1,4)
. linear 1 1,02 1,03 0,6 0,150
(£2,5) (x2,7) (£3,8)
nicht-lin. 1 1,05 1,03 0,98 0,488
(4,1) (£6,8) (%4,3)
K linear 1 0,91 0,93 0,86 0,064
(0,3) (%3,8) (4,2)
nicht-lin. 1 1,01 0,97 0,85 0,601

(£13,4)  (¢151)  (8,8)
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5.3.2  Thiopental

Der Einfluss von Thiopental auf den Mant-cGMP-Abbau wurde bei drei unterschiedlichen
Konzentrationen untersucht. Bei 10 uM und 100 puM Thiopental waren keine signifikanten
Veranderungen des mittleren Abfalls nachweisbar. Bei 500 uM Thiopental stieg die mittlere
Hydrolyserate signifikant im Vergleich zu 0 uM an. Das Ausmal} des beschleunigten Abbaus
korrelierte dabei nicht mit der Mant-cGMP-Startkonzentration (s. Tabelle 10).

Tabelle 10:

Mant-cGMP-Abnahme und normierte Abnahme in Abhangigkeit der Thiopentalkonzentration;
Mittelwerte (x SEM) aller Startkonzentrationen; n = StichprobengrofRe;

p-Wert = Mittelwertvergleich mit der jeweils angegebenen Kontrolle (O uM Thiopental:
Kontrolle 10, Kontrolle_100, Kontrolle_500); * p <0,05; restl. Werte nicht signifikant

Probe Abnahme Abnahme" p n
[umol/min/mg]

Kontrolle 10 0,022 (+0,002) 1

. 0,325 2
Thiopental 10 uM 0,025 (+0,002) 1,03 (+0,86)
Kontrolle_100 0,018 (+0,002) 1

. 0,516 5
Thiopental 100 uM 0,017 (x0,002) 1,04 (£1,34)
Kontrolle_500 0,013 (+0,001) 1

] 0,028 5
Thiopental 500 uM  0,016* (£0,001) 1,41* (x2,99)

Fur die Analyse Enzymkinetik anhand von Kp und Vmax wurden die Messungen
der verschiedenen Thiopentalkonzentrationen mit der jeweiligen Kontrolle (0 uM) verglichen.
Unter Anwesenheit von 10 uM und 100 puM Thiopental kam es - dem nicht signifikant
veranderten, mittleren Abbau entsprechend - zu keiner signifikanten Anderung
der Mittelwerte von K, und V. Die Steigerung des Mant-cGMP-Abbaus bei Zugabe von
500 pM  Thiopental ging mit einer Veranderung der beiden Parameter einher,
die nach Lineweaver-Burk berechnet wurden. Im Mittelwertvergleich sank die Ky, signifikant
und die Vma Stieg signifikant an. Fir die Werte, die mittels nicht-linearer Regressionsanalyse
ermittelt wurden, ergaben sich fir die Kp-Mittelwerte keine signifikanten Anderungen.
Bei den Mittelwerten der Vnmax zeigte sich  eine signifikante  Zunahme
(s. Tabelle 11 und Abbildung 13).
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Abbildung 13:

Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit der Substratkonzentration;
0 UM vs. 500 uM Thiopental; n =3

Tabelle 11:

Km; Vmax In Abhéngigkeit der Thiopentalkonzentration mit zugehdrigen
Kontrollproben = 0 uM (Kontrolle_10, Kontrolle_100, Kontrolle_500); Mittelwerte (+ SEM);
*p =0,0001; " p=0,026; ° p=0,01; restl. Werte nicht signifikant;
n (Thiopental 10 uM) = 3; n (Thiopental 100 uM) = 4; n (Thiopental 500 pM) =5

Probe Vmax
lin. nicht-lin. lin. nicht-lin.

Kontrolle_10 13,5 (20,23) 8,5 (z0,70) 0,041 (x0,002) 0,041 (£0,002)
Thiopental 10 uM 13,8 (£0,53) 7,7 (£0,58) 0,039 (+0,001) 0,039 (£0,002)
Kontrolle_100 31,9 (¢7,5) 8,2 (£0,72) 0,028 (+0,005) 0,028 (+0,005)
Thiopental 100 uM | 30,9 (£6,9) 9,7 (£1,4) 0,028 (+0,005) 0,029 (£0,004)
Kontrolle_500 44,9 (+0,84) 8,5 (£1,03) 0,020 (x0,01) 0,021 (£0,001)
Thiopental 500 uM | 26,7*(x0,91) 9,7 (£0,69) 0,0247(x0,01) 0,026°(x0,001)
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Zur Analyse der Kp, und Vpax zwischen den Konzentrationsgruppen wurden die Werte auf
die jeweiligen Kontrollen (0 pM Thiopental) normiert. Diese Darstellung zeigte
eine signifikante Differenz der Mittelwerte von K,," zwischen 0 uM, 10 pM Thiopental und
500 pM Thiopental bei der Berechnung nach Lineweaver-Burk, wahrend diese bei
der nicht-linearen Regressionsanalyse fehlte. Weiter waren fur beide Berechnungsmethoden
die normierten Mittelwerte Vpya' 2zwischen 0 upM, 10 pM und 500 pM
signifikant unterschiedlich (s. Abbildung 14 und Abbildung 15).

Berechnung

[ I
* ~ Crmicht-linear
CHlinear

e

Vmax (normiert)

0,54
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Abbildung 14:

Vmax' in Abhangigkeit der Thiopentalkonzentration und Parameterbestimmung;
Mittelwerte (+ SEM); * p < 0,01; ~p < 0,015; " p < 0,02; § p < 0,013;

restl. Werte nicht signifikant; n (10uM u. 100 uM Thiopental) = 3;

n (O uM u. 500 uM Thiopental) =5

Um den Einfluss von Thiopental auf die PDE-Aktivitdt weiter zu untersuchen,
wurden Experimente mit der Kombination aus IBMX (240 uM) und Thiopental (500 uM)
durchgefihrt. Die Hemmung des Mant-cGMP-Abbaus durch IBMX war nach Zugabe von

500 uM Thiopental im Vergleich zu Proben mit 240 pM IBMX nicht signifikant
unterschiedlich (s. Tabelle 12).
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Die Mittelwertvergleiche der Parameter V. und Kp, der linearen als auch nicht-linearen

Regressionsanalyse zeigten keine signifikante VVeradnderung zwischen den IBMX-Thiopental-

Proben zu den reinen IBMX-Proben (s. Tabelle 12).
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Abbildung 15:
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Berechnung

) Onicht-linear
L linear

Kn" in Abhangigkeit der Thiopentalkonzentration und Parameterbestimmung;
Mittelwerte (= SEM); * p < 0,0001; § p < 0,0001; * p < 0,001; restl. Werte nicht signifikant;
n (10uM u. 100 uM Thiopental) = 3; n (0 UM u. 500 uM Thiopental) =5

Tabelle 12:

Mant-cGMP-Abfall in Abhangigkeit der IBMX- bzw. Thiopentalkonzentration;
Mittelwerte (£ SEM) aller Startkonzentrationen; normierte Aktivitat in Bezug auf die

Kontrollproben; n = 17

Probe

Abfall [umol/min/mg] normierte Aktivitat"

Kontrolle (0 uM)

IBMX 240 pM

IBMX 240 uM + Thiopental 500 uM

0,013 (0,0011)

0,004 (0,0006)

0,004 (£0,001)

1
0,32 (+2,3)

0,33 (22,2)



5.3.3 Diazepam

Die Wirkung von 10 puM, 30 puM und 100 pM Diazepam auf den Mant-cGMP-Abbau wurde
untersucht. Die Konzentration von 10 pM Diazepam beeinflusste den mittleren
Mant-cGMP-Abfall nicht signifikant. Die Konzentration von 30 pM Diazepam zeigte
eine geringe, nicht signifikante Hemmung des mittleren Mant-cGMP-Abbaus. Bei Zugabe
von 100 pM Diazepam wurde eine Blockade der mittleren cGMP-Hydrolyse beobachtet,
deren AusmaR von der Mant-cGMP-Startkonzentration abhing. Wahrend sich der mittlere
Abbau von 44 pM, 38 UM und 28 pM nicht signifikant verlangsamte, kam es
bei 20 uM, 10 uM und 5 pM Mant-cGMP zu einer signifikanten Inhibition des mittleren
Mant-cGMP-Abfalls (s. Tabelle 13 und Abbildung 16). Die Mittelwerte der Versuche mit
Diazepam wurden mit den jeweils zugehdrigen Kontrollproben (0 M) verglichen.

Tabelle 13:

Mant-cGMP-Abbau in Abh&angigkeit der Startkonzentration; Mant-cGMP und
Diazepam-Anteil (= Dia; Ziffer entspricht uM; Kontrolle = 0 uM Diazepam);
n = 7; normierte Abnahme (= Abnahme")in Bezug auf die Kontrolle;

* p < 0,05; restl. Werte nicht signifikant

Start Mant-cGMP [uM]: 44 38 28 20 10 5
Abnahme Kontrolle10 0,030 0,026 0,023 0,015 0,022  0,0075
[umol/min/mg]  Dia 10 0,031 0,028 0,023 0,019 0,008 0,002
Kontrolle 30 0,020 0,020 0,020 0,018 0,013 0,005
Dia 30 0,020 0,018 0,020 0,018 0,012 0,005
Kontrolle 100 0,030 0,026 0,024 0,021 0,014 0,006
Dia 100 0,028 0,024 0,020 0,016* 0,010* 0,003*
Abnahme" Dia 10 1,01 1,07 1,01 0,88 1,07 1,04
Dia 30 0,91 0,92 1,01 0,98 0,88 1,03
Dia 100 0,93 0,94 0,82 0,74 0,70 0,76
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Abbildung 16: Mant-cGMP-Abbau in Abhangigkeit der Startkonzentration Mant-cGMP;
0 uM vs. 100 uM Diazepam; * p = 0,0001; ~ p = 0,0001; § p = 0,036;
restl. Werte nicht signifikant; n =7

Fur die Analyse des Mant-cGMP-Abfalls nach der Michaelis-Menten-Kinetik wurden die K,
und die Vmax linear nach Lineweaver-Burk und durch nicht-lineare Regressionsanalyse
ermittelt. Es zeigte sich, dass die Diazepam-vermittelte Hemmung mehr mit einer Erhéhung

der Ky, als mit einer Erniedrigung Vmax korrespondierte (s. Abbildung 17).

@ Diazepam 0 pM

1/V [min/uM/mg]

02 -1/Km ﬁ) 0,2 0,4
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Abbildung 17:
Lineweaver-Burk-Plot: doppelreziproke Auftragung der Mant-cGMP-Konzentration und

der Vmax bei drei verschiedenen Diazepamkonzentrationen; n = 3
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Der Vergleich der Mittelwerte fur K, die nach Lineweaver-Burk ermittelt wurden,
ergab einen nicht signifikanten Anstieg nach Zugabe von 30 puM und 100 uM Diazepam
(s. Abbildung 18). Beim Mittelwertvergleich der Kn-Werte, die mittels nicht-linearer
Regression berechnet wurden, wurde ebenfalls eine entsprechende Zunahme durch Diazepam
(30 pM; 100 pM) Dbeobachtet. Die Differenz dieser Ky-Mittelwerte zu denen
der Kontrollproben war bei 30 pM nicht signifikant, bei 100 pM dagegen schon.
Weiter unterschieden sich diese mittleren Ky-Werte der Diazepamkonzentration 100 uM

signifikant zu jenen der beiden niedrigeren 10 uM und 30 uM (s. Abbildung 19).

Im Mittelwertvergleich der normierten Werte (K,") zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen 0 pM, 10 puM und 30 pM zu 100 uM Diazepam fiir die Parameter der nicht-linearen
Regressionsanalyse. Auch waren die linear bestimmten mittleren Ky, -Mittelwerte bei
100 uM Diazepam signifikant hoher als solche bei 0 uM, 10 uM und 30 uM (s. Tabelle 14).
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Abbildung 18:

Km in Abhéngigkeit der Diazepamkonzentration; Mittelwerte (x SEM); Parameterberechnung
nach Lineweaver-Burk; n = 7; Werte nicht signifikant unterschiedlich
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Abbildung 19:
Km in Abhéngigkeit der Diazepamkonzentration; Mittelwerte (x SEM); Parameterberechnung
mittels nicht-lin. Regressionsanalyse; * p < 0,014, § p< 0,014, "p<0,017; n=7

Tabelle 14:
Normierte Ky," in Abhangigkeit der Diazepamkonzentration; Mittelwerte (+ SEM); * p < 0,05;
n=7

Parameter Berechnung Diazepam [uM] p
0 10 30 100
o linear 1 0,95 (+3,8) 1,22 (+3,7) 2,37*(+10,7) 0,004
; nicht-lin. 1 0,98 (#19,9) 1,11 (+30,8) 3,26*(+49,8) 0,004
Stichprobengroéfe n 6 3 3 6

Die mittlere Vmax verdnderte sich unabh&ngig von der Art der Parameterbestimmung nicht
signifikant durch die Zugabe von Diazepam. Der Vergleich der Mittelwerte der V. lieferte
keine signifikanten Differenzen zwischen den verschiedenen Diazepamkonzentrationen
(s. Tabelle 15).
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Tabelle 15:
Vmax und normierte Via' in Abhangigkeit von Diazepam; Mittelwerte (+ SEM); n=7

Parameter Berechnung Diazepam [uM] p

0 10 30 100
V max linear 0,0341 0,0367 0,0278 0,0375 0,574
[tmol/min/mg] (£0,0033) (0,0062) (0,0052) (+0,0034)

nicht-lin.  0,0352 0,0385 0,0260 00432 0,327
(£0,0039)  (+0,0074) (0,0057)  (+0,0055)

Viax' linear 1 0,98 1,04 1,01 0,870
(£7,1) (£8,3) (£5,5)
nicht-lin. 1 0,98 0,98 1,19 0,100
(£10,2) (£11,9) (£8,6)
StichprobengréfiRe n 6 3 3 6

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Diazepam und IBMX kombiniert. Es sollte getestet
werden, ob es dadurch zu einer additiven Hemmung der Mant-cGMP-Spaltung kommt.
Nach Zugabe von 100 pM Diazepam zu 240 pM IBMX wurde ein nicht signifikant
geringerer, mittlerer Mant-cGMP-Abbau als bei dem alleinigen Einsatz von 240 uM IBMX
beobachtet. Dieser war bei den verschiedenen Startkonzentrationen konstant
(s. Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Durch die Anwesenheit des
ompetitiven Inhibitors IBMX und Diazepam war die Sattigung des Enzyms mit der
eingesetzten Substratmenge nicht gegeben,

sodass die Kinetikanalyse des Mant-cGMP-Abfalls nicht mdglich war.

IBMX 0 uM
p< o,ooo/ Diazepam 0 uM: N) <0,0001
0,019 (+ 0,001)
IBMX 240 uM: IBMX 240 uM
<> .
0,004 (+ 0,0004) p<0,433 + Diazepam 100 uM:
0,003 (+ 0,0004)

Abbildung 20:
Mant-cGMP-Abnahme [umol/min/mg] in Abhangigkeit der IBMX- bzw.
Diazepamkonzentration; Mittelwerte (+x SEM) aller Startkonzentrationen; n = 20
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6 Diskussion

6.1 Wahl der Proteingewinnungsmethode

Fur die Gewinnung der Phosphodiesterasen aus Gewebe wurden in bisherigen Studien
viele unterschiedliche Verfahren gewéhlt. Je nach Ausgangsgewebe wurden zum Beispiel
mechanische StoRel, spezielle Aufbereitungsmaschinen wie dem Polytron-Homogenizer oder
ultraschallgestutzten Verfahren verwendet [107,118,121]. Um eine optimale Protein- bzw.
PDE-Gewinnung evaluieren zu konnen, wurden in dieser Arbeit die manuelle
Homogenisierung mit  StoRel und die maschinelle  Homogenisierung  durch
das FastPrep-24-Instrument verglichen. Bei der Proteinextraktion aus kleinen Hautproben
hatte das FastPrep-24-Instrument eine hdhere Proteinausbeute als der Polytron-Homogenizer
erbracht [122]. Auch wurde es erfolgreich zur Lipoproteinisolation aus Mausgewebe,
wie Gehirn, Lunge, Niere und Leber, eingesetzt [123].

In dieser Arbeit ergab die maschinelle Homogenisierung eine nicht signifikant hohere
Proteinmenge pro eingesetzter Hirnmasse. Darliber hinaus zeigte sich hier eine geringere
Streuung der Werte um den Mittelwert (s. Kapitel 5.1.1). Dies lasst auf eine gleichmaRigere
und damit homogenere Proteinausbeute schlieBen. Auch tberzeugte die deutlich leichtere und
schnellere Handhabe des maschinellen Verfahrens im Labortalltag. Die geringere Anzahl an
Avrbeitsschritten reduzierte das Risiko einer Kontamination.

Der Vergleich der beiden Proteinextraktionsmethoden zeigte keinen signifikanten Unterschied
beziiglich der gewonnenen Proteinmenge. Wegen der besseren Praxistauglichkeit und
der guten Kombinierbarkeit mit der maschinellen Gewebehomogenisierung wurde
die Methode 2 (s. Kapitel 4.3.2) gewahit.
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6.2 Bestimmung der Michaelis-Menten-Parameter

Die Michaelis-Menten-Gleichung mit den Parametern K, und Vmax charakterisiert die Kinetik
zahlreicher enzymkatalysierter Reaktionen [113]. Dabei dienen Ky, und Vmax zum einen dazu,
die Enzymeigenschaften zu beschreiben. Zum anderen kann anhand von Kp und Vma
bestimmt werden, ob Inhibitoren das Enzym am katalytischen Zentrum oder an anderen
Bindestellen  blockieren  bzw. ob es sich um  nicht-kompetitive  oder
kompetitive Inhibitoren handelt [112]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bestimmung von
Km und Vmax ausschlielilich fir Letzteres und damit fur die Beschreibung der Interaktionsart
der eingesetzten Substanzen mit den PDEs verwendet. Dazu wurde die Verénderung der
Parameter im Vergleich zu den Kontrollproben gemessen. So war es maglich, die Wirkung
der eingesetzten Substanzen auf die Enzymaktivitit nicht nur quantitativ

sondern auch qualitativ zu bewerten [115].

Vor der Entwicklung moderner Computer waren grolle  Rechenleistungen,
welche die nicht-lineare Regressionsanalyse der Hyperbel benétigen, nicht im Alltag
verfiigbar. Deswegen entwickelten unter anderen Lineweaver und Burk eine Linearisierung,
in der sie die Kehrwerte der Daten auftrugen [114]. Diese doppelreziproke Darstellung ist
aufgrund der einfachen Handhabung und der relativ zuverlassigen Ergebnisse das bekannteste
Bestimmungsverfahren fur K, und Vmax. Allerdings kommt es insbesondere bei Messungen
von kleinen Konzentrationen wegen der Verwendung der Kehrwerte zu einer
Fehlerpotenzierung und damit zu relevanten Ungenauigkeiten [115]. Die Gilite der Methode
nach Lineweaver-Burk hangt dartiber hinaus auch von der Anzahl der Wertepaare [S]/V ab.
In dieser Arbeit wurden sechs Wertepaare ermittelt und ausgewertet. Diese GrélRenordnung
wurde auch von anderen Arbeitsgruppen, die die Wechselwirkungen von Medikamenten und
PDEs untersuchten, verwendet [107,124]. Zwar hatte eine Metaanalyse gezeigt,
dass eine groRere Anzahl die Bestimmungsgenauigkeit weiter erhdhen wirde;
da dieser deutliche Mehraufwand jedoch die Realisierbarkeit vieler Projekte mindern wiirde,
wird in der Forschung zur Enzymkinetik in der Regel die hier verwendete GrélRenordnung
akzeptiert [115].
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In dieser Arbeit ergaben sich bei gleichen Ausgangsdaten unbeeinflusster Reaktionen
signifikant unterschiedliche K-Werte in Abhédngigkeit von der verwendeten Methode
(s. Kapitel 5.1.2). Dies ist ein Hinweis drauf, dass es durch die lineare Auftragung nach
Lineweaver-Burk zu einem Bias gekommen sein kann. Diese Differenz ist fir die Analyse
von Inhibitoren und dem Mechanismus der Inhibition allerding nicht von Bedeutung.
Da in dieser Arbeit nicht die Enzymeigenschaften, sondern die Wirkung der Medikamente
bestimmt wurden, waren ausschlie3lich die qualitativen Veranderungen der Parameter K, und

Vmax im Vergleich zu den Kontrollproben ohne Testsubstanz entscheidend.

Ein weiteres Indiz fur die Variabilitdit bei der Auswertung nach Lineweaver-Burk ist
die mehr als doppelt so groRe Streuung der Kn-Werte, der Proben ohne Testsubstanz
um den Mittelwert (s. Kapitel 5.1.2). Aber auch bei den Werten, die mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse ermittelt worden waren, zeigte sich eine deutliche Streuung zwischen
den einzelnen Versuchen. Ein Grund daflr koénnte die individuelle Zusammensetzung der
Proteinproben mit potentiell unterschiedlichem Anteil an PDESs sein. Da sich in der jeweiligen
Kontrollprobe der identische PDE-Pool wie in der zu testenden Probe befand
und ausschlieBlich diese Probenpaare verglichen wurden, wurde dieser potentielle Storfaktor
eliminiert. Um den eben genannten Einschrankungen durch die Auswertungsmethoden und
die Individualitit der Proteinproben noch besser entgegentreten zu kdnnen,
wurden die Ky- und Vima-Werte auf die der jeweils zugehorigen Kontrollproben bezogen
und als normierter Anteil betrachtet. Dadurch konnten die Wechselwirkungen
der Testsubstanz auf die PDE-Kinetik mit einem Minimum
an externem Einfluss detektiert werden. Ein weiterer Vorteil der Normierung war,

dass die Ergebnisse der linearen und nicht-linearen Auswertung verglichen werden konnten.

Als weiteres, computergestitztes Bestimmungsverfahren fir K, und Vgax wurde
die nicht-lineare Regression angewandt. Dazu schétzt das verwendete Computerprogramm
anhand eines Algorithmus diejenige Hyperbel, die sich mit dem geringsten Fehler durch die
Messpunkte legen lasst [120]. Die Konstanten dieser Hyperbelgleichung sind
die Parameter K, und Vpnx und werden mit dazugehdrigem Standardfehler und
Konfidenzintervall angegeben (s. Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.
nd Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Wie gut dieses
Optimierungsverfahren arbeitet, hangt unter anderem davon ab, inwieweit unter
Versuchsbedingungen die Vmax, das heildt die Sattigung aller katalytischen Bindestellen mit

Substrat, erreicht wurde.
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Die  Charakterisierung  von  kompetitiven Inhibitoren  wie  IBMX  bzw.
kompetitiv inhibitorischen Substanzen wie Diazepam bringt deshalb Einschrankungen mit
sich. Die Interaktion von IBMX und Diazepam mit dem katalytischen Zentrum fuhrte dazu,
dass diese nicht mit Mant-cGMP besetzt waren und die Vpax nicht erreicht wurde.
In diesem Fall wirde durch eine Erhdhung der Mant-cGMP-Konzentration zwar die Vmax
wieder erreicht werden und die Bestimmungsgenauigkeit fir K, und Vmna Steigen.
Jedoch wiirden dadurch auch die kompetitiven Inhibitoren verdrangt und ihre Wirkung kénnte
nicht registriert werden. Daher ist die Beschreibung von kompetitiven Inhibitoren anhand von

Km und Vmax primar von qualitativem Wert.

Bisherige Studien zur Kinetik der Phosphodiesterasen bedienten sich tberwiegend linearer
Auswertungsmethoden  zur  Bestimmung von K, und Vnx [35,107,124].
Diese linearen Verfahren schranken im Gegensatz zu den nicht-linearen Verfahren
die Auswertungsgenauigkeit ein. Jedoch haben auch die computergestiitzten Verfahren
Limitationen [115]. Als Konsequenz wurden in dieser Arbeit sowohl die lineare nach
Lineweaver und Burk, als auch die nicht-lineare Regressionsanalyse angewendet

und die normierten Ergebnisse abgeglichen.

6.3  Versuchsaufbau

Aus mehreren Griinden konnte der verwendete Versuchsaufbau eine genaue Darstellung
der PDE-Aktivitdit gewadhrleisten. Zum einen konnte der Konzentrationsverlauf
von Mant-cGMP, das die gleichen Eigenschaften wie cGMP besitzt, aufgrund
der Fluoreszenzanderung exakt abgebildet werden [119]. Durch die vorherige
Stoffauftrennung an  der RP-HPLC  wurden  Verunreinigungen  vermieden,
wodurch insbesondere bei kleinen Konzentrationen Messfehler minimiert werden konnten.
Die Ergebnisse der Versuche mit kleinen Konzentrationen sind vor allem auch deshalb von
besonderem Interesse, da diese in vivo vorliegen. Der Fluoreszenzdetektor,
dessen hohe Préazision am Einzelpeak sichtbar wurde, ermdglichte eine verlassliche Messung.
Durch die Verwendung eines internen Standards wurde die Messmethode zusatzlich

kontrolliert und es konnten Zusatzinformationen Uber die Retentionszeiten gewonnen werden.

Zum anderen wurde in Versuchen mit denaturiertem, enzymatisch inaktivem Protein gezeigt,
dass die Mant-cGMP-Abnahme nicht spontan oder durch andere Mechanismen,
sondern durch die PDE-AKktivitat erfolgte (s. Kapitel 5.2.1).
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Weiter  zeigten die  Versuche mit ODQ, dem  Guanylatzyklase-Inhibitor,
dass keine Verfalschung der PDE-Aktivitat durch eine in vitro-Neubildung von cGMP bzw.
Mant-cGMP entstand (s. Kapitel 5.2.3). Eine Neubildung von cGMP hatte eine Hemmung
der PDE-Aktivitat vorgetauscht, da das nicht-messbare cGMP am Enzym kompetitiv binden
wirde. Eine Neubildung von Mant-cGMP hétte ebenfalls eine niedrige Enzymaktivitat
imitiert. Durch die Versuche mit dem PDE-Inhibitor IBMX wurde bestétigt,
dass der Versuchsaufbau eine Beeinflussung der Enzymaktivitdt darstellen konnte
(s. Kapitel 5.2.2).

Ein essentieller Faktor bei in vitro-Versuchen ist die Haltbarkeit der Enzyme.
Dazu wurde im Vorfeld dieser Arbeit die zeitabhdngige Enzymaktivitdt getestet.
Die Ergebnisse dieser Versuche, die hier nicht aufgefuhrt sind, zeigten, dass tber die Dauer
von 30 min kein Aktivitatsverlust auftrat. Da der vollstindige Abbau
der hohen Substratkonzentration, mit der die Vmax erreicht werden konnte,
diese Zeitspanne Uberschritten hatte, wurden, um die vollstdndige Reaktion abzubilden,

verschiedenen Startkonzentrationen gewéhlt und in einzelne Reaktionsansatze gesplittet.

Andere Studien, die die PDE-Aktivitdt in vitro untersucht hatten, verwendeten
einen H*-Radio-Assay [96,107]. In diesem Verfahren war allerdings ein weiterer
Enzym-abhangiger Arbeitsschritt notwendig, bevor das verbliebende cGMP-Aquivalent
gemessen werden konnte. Dieser zweite Arbeitsschritt erhoht das Risiko fir Fehler beim
Handling. Dies ist bei der Verwendung von Mant-cGMP nicht gegeben und ist ein Grund fir
die hohe Prézision dieser Methode. Darlber hinaus zeichnet sich das Substrat
des Radio-Assays durch eine grofere Instabilitat aus, was eine hdufigere Purifikation nétig
macht [125]. Das hier verwendete Verfahren, bei dem keine zusatzliche Behandlung
des Mant-cGMPs notwendig war, bot damit eine deutlich einfachere und sicherere Handhabe,

wodurch das Fehlerrisiko minimiert wurde.
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6.4 Sedativa und Hypnotika

Sedativa wie zum Beispiel das Benzodiazepin Diazepam und Hypnotika wie zum Beispiel
Propofol finden in verschiedenen Bereichen der Schulmedizin  Anwendung.
Im Vergleich zu anderen Medikamenten zeichnen sie sich durch eine relativ unspezifische
Pharmakologie aus und fuhren durch die kombinierte Beeinflussung verschiedener
physiologischer Abléufe unseres Gehirns zu einer Einschrankung des Bewusstseins.
Die Storung der Informationsubertragung zwischen den Neuronen durch die Interaktion mit
den an der Signaltransmission beteiligten lonenkandlen und Rezeptoren st
einer der bekannten Mechanismen, Uber die Anasthesie und Sedierung vermittelt werden
[126]. Seit den 90er Jahren ist auerdem bekannt, dass Hypnotika zusatzlich
auf intrazelluldarer Ebene direkt auf die second-messenger der Signaltransmission,
wie zum Beispiel das NO/cGMP-System, einwirken [126]. Da der NO/cGMP-Metabolismus
mit zahlreichen Transmittersystemen wie zum Beispiel Glutamat, Glycin und Acetylcholin
vernetzt ist und so eine zentrale Rolle bei der Regulation von Vigilanz und Stressbewaltigung
einnimmt, stellt er ein potentes und effektives Ziel fir Hypnotika dar.
Der gemeinsame Endpunkt der komplexen Regulation des NO/cGMP-Systems ist
die cGMP-Konzentration [101,126]. Ein Einfluss darauf wurde vor allem deshalb
angenommen, da in friheren Untersuchungen eine Hemmung der NO- bzw.
der cGMP-Synthese durch volatile und intravends applizierte Hypnotika und Sedativa gezeigt
werden konnte [104,116]. Die cGMP-Konzentration wird primér Uber den Abbau durch
die PDEs kontrolliert, die aufgrund ihrer kinetischen Eigenschaften das Nukleotid affiner und
schneller spalten als die Guanylatzyklasen es bilden [2,31]. Trotz ihrer entscheidenden Rolle
fur das Informationssignal des NO/cGMP-Metabolismus sind PDEs als potentielle
Interaktionspartner mit Hypnotika und Sedativa viel weniger intensiv untersucht.
Auch wenn bereits zahlreiche Zielstrukturen von Hypnotika identifiziert worden sind,
bleiben viele Aspekte des Wirkmechanismus von andsthesierelevanten Medikamenten bis
heute unklar. Fur das Verstandnis und vor allem flr die Prévention von unerwiinschten
Nebenwirkungen sowie der Entwicklung spezifischerer, nebenwirkungsédrmerer Préparate
ist die Erforschung weiterer molekularer Grundlagen von Narkose und Sedierung
unerlasslich.  Einen moglichen  Einfluss von Hypnotika und Sedativa auf

die cGMP-spezifische PDE-Aktivitat zu untersuchen ist daher von groRem Interesse [126].
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6.4.1  Propofol

Es konnte gezeigt werden, dass cGMP bei der Vermittlung der sedativen und andsthetischen
Wirkung vieler Hypnotika und Sedativa wie zum Beispiel Isofluran und Diazepam
eine zentrale Rolle spielt [126]. Daher ergab sich die Fragestellung, ob auch Propofol
auf das cGMP-System wirkt. Messungen des cGMP-Spiegels im Speichel von Patienten
unter Propofol/lsofluran-Anésthesie zeigten erhthte Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe,
die kein Propofol erhielt [109]. Auch deuteten weitere Experimente, die anhand
des cGMP-Plasmaspiegel kontrolliert wurden, eine veréanderte Wirkdauer von Propofol durch
die simultane Gabe des PDE5-Inhibitors Sildenafil an [110]. Jedoch sind sowohl anhand
der Speichel- als auch der Plasmakonzentration nur sehr bedingt Rickschlisse auf
die zerebralen cGMP-Spiegel mdglich. Auch wenn erste Zusammenhdnge zwischen
dem NO/cGMP-Metabolismus und Propofol aufgezeigt worden sind, bleibt ein konkreter
Mechanismus weiter unklar [101,127]. Daher sollte in dieser Arbeit eine potentielle
direkte Wirkung von Propofol auf zerebrale, zytosolische PDEs untersucht werden.
Es konnte bei allen untersuchten Propofol-Konzentrationen keine Verdnderung
des Mant-cGMP-Abbaus verzeichnet werden. Die dazu gewahlten Propofol-Konzentrationen
hatten jedoch in anderen Versuchsansatzen bereits eine wirksame Beeinflussung
des myokardialen cAMP-Haushalts und des cAMP vermittelten Tonus renaler Arteriolen
gezeigt [128,129]. Daher darf von einer ausreichend hohen Dosierung von Propofol

ausgegangen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit ergeben daher keinen Hinweis darauf, dass Propofol mit
dem neuronalen, zytosolischen cGMP-Abbau interferiert. Fir eine weitere Erforschung
der Beziehung von Propofol und PDEs wéren die membranstandigen PDES
ein interessanter Ansatzpunkt. Die aufwandigen Untersuchungen dazu wéren im Rahmen
einer weiteren Arbeit zu sehen, die hierfir die Proteinextraktionsmethode dieser Arbeit
anwenden konnte. Um die Wechselwirkungen von Propofol mit dem NO/cGMP-System

im Ganzen beurteilen zu konnen, fehlen bisher weitere spezifische Untersuchungen.
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6.4.2  Thiopental

Zunéachst wurde fur volatile Hypnotika eine Steigerung der Wirkpotenz durch die Inhibierung
des NO/cGMP-Metabolismus beschrieben [101]. Daran angeknupfte Studien konnten auch
fur intraventse Hypnotika, darunter das Barbiturat Thiopental, eine Potenzierung
des hypnotischen Effekts durch die simultane Gabe des NO-Synthase-Hemmers L-NAME
demonstrieren [127]. Daraus wurde geschlossen, dass Thiopental zumindest einen Teil
seiner  anasthetischen und sedativen Wirkung durch die Hemmung
des NO/cGMP-Stoffwechselwegs entfaltet [126]. An Kleinhirnschnitten von Ratten wurde
gezeigt, dass Thiopental den cGMP-Anstieg, der durch Stimulation von
glutamatergen NMDA-Rezeptoren induziert worden war, unabhangig von NO unterdriickt
[104]. Als mdogliche Grunde fir diese Beobachtung wurden sowohl eine Inhibition
der cGMP-Synthese durch die GC als auch eine Verstarkung des cGMP-Abbaus durch
PDEs diskutiert. Die Versuche an zerebelldarem Gewebe von Terasako et al. wiesen nach, dass
Thiopental die stimulierte GC hemmt. Die Vermutung, dass auch eine Aktivierung der PDEs
ursachlich sein konnte, konnte der Versuchsaufbau zu diesem Zeitpunkt nicht zeigen [104].
Waéhrend daraufhin die GC-Hemmung durch Thiopental zu einer von vielen Autoren
anerkannten Annahme wurde, erfolgte in der vergangenen Zeit keine Uberpriifung der
Beziehung von Thiopental und der PDE-Aktivitat [126,130]. Insbesondere ihre essentielle
Rolle fir die cGMP-Konzentration macht die PDEs als potentiellen Angriffspunkt von
Thiopental jedoch bedeutsam.

Angesichts der offenen Frage, ob und wie Thiopental insbesondere auf den basalen
cGMP-Spiegel wirkt, wurde in dieser Arbeit die Interaktion von Thiopental und neuronalen
zytosolischen PDEs anhand der neueren, exakten Methode mit Mant-cGMP untersucht

werden.

Die Zugabe von 10 uM und 100 uM Thiopental beeinflussten den Mant-cGMP-Abbau nicht.
In Anwesenheit von 500 uM Thiopental lief der Mant-cGMP-Abbau signifikant schneller ab
als jener der Kontrollproben, die 0 uM enthielten. Die Beschleunigung betrug unabhéngig von
der Mant-cGMP-Startkonzentration das 1,4-fache der Abbaurate der Kontrollen
(s. Kapitel 5.3.2). Vorversuche mit dem  GC-Inhibitor ODQ  hatten
keinen veranderten Mant-cGMP-Abbau gezeigt. Daher kann davon ausgegangen werden,
dass der beschleunigte  Abbau nicht durch die Hemmung der GC,
sondern durch eine Aktivierung der PDEs durch Thiopental entstand.
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Dass es im Rahmen einer Narkose mit Thiopental zu einer Absenkung des cGMP-Spiegel
kommt, konnte in friheren Studien anhand der durch Thiopental gehemmten GC gezeigt
werden [104]. Die vorliegende Arbeit legt darlber hinaus dar, dass der cGMP-Spiegel in vitro
ebenfalls durch eine Aktivierung der PDEs gesenkt wird. Fir die Anwendung von Thiopental
in vivo wirde dies eine gleichsinnige Beeinflussung des cGMP-Spiegels bedeuten,
die sowohl einen verminderten stimulierten cGMP-Anstieg als auch einen gesteigerten Abbau
des basalen cGMP-Spiegels umfasst. In vivo koénnte es damit zu einer Potenzierung
des Effekts von Thiopental kommen. Dies wiirde auch die hdéheren Konzentrationen
von Thiopental erklaren, die fir in vitro-Versuche, die jeweils einen Arm
des cGMP-Haushalts betrachten, notwendig sind [126].

Der beschleunigte Abbau unter Thiopental wurde hinsichtlich Auswirkungen auf
die Enzymkinetik analysiert. Die Michaelis-Menten-Konstante K., verénderte sich
uneinheitlich. Die Werte der linearen Berechnungsmethode nach Lineweaver-Burk
sanken signifikant. Dieses Ergebnis wurde von den Werten, die mittels der
nicht-linearen Methode berechnet wurden, nicht bestétigt. Diese kontroversen Ergebnisse
erlauben keine definitiven Ruckschlisse darauf, ob Thiopental die Affinitat der PDEs fur ihr
Substrat andert. Ein moglicher Grund konnte eine Verzerrung der Ergebnisse durch
die doppelreziproke Auftragung der linearen Darstellung sein. Die ebenfalls grof3ere Streuung
der Ergebnisse der nicht-linearen Methode legt allerdings einen zusatzlichen Storfaktor nahe.
Denkbar wdre unter anderem eine entgegengesetzte Beeinflussung der Affinitat
der verschiedenen PDE-Familien, die im verwendeten Homogenisat enthalten waren.
Die unterschiedlichen katalytischen Doméanen und Regulationsdoméanen der einzelnen
PDE-Familien stellen dafiir die molekulare Grundlage dar. Da die Analyse der K alle
PDE-Familien umfasste, kdnnten sich einzelne Veranderungen addieren oder subtrahieren und

so zu einer kontroversen Entwicklung der globalen Ky, fuhren.

Eindeutige Ergebnisse lieferte die Analyse der Vmax. Beide Bestimmungsmethoden
(linear und nicht-linear) ergaben eine signifikant erhdhte V. bei Zusatz von
500 uM Thiopental. Daraus lasst sich schlieRen, dass der beschleunigte Mant-cGMP-Abbau
durch eine Steigerung der maximalen Wechselzahl der PDEs entstand. Thiopental konnte dies
durch eine allosterische Aktivierung der Enzyme vermitteln. Dafir kdmen zum Beispiel

direkte Thiopental-Bindungsstellen an den PDEs in Frage.
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Aber auch eine indirekte, allosterische Aktivierung durch die Beeinflussung anderer
Regulationsmechanismen der PDE-Aktivitat wére denkbar. Der Einfluss von Thiopental auf
den Phosphorylierungszustand der PDEs sowie eine Veranderung des CAMP-Spiegels wiirden
die Enzymaktivitdt anheben. So fuhrt zum Beispiel die Phosphorylierung von PDE2 und
PDE5 zu einer Aktivitatssteigerung. Die PDE10 hingegen besitzt
cAMP-affine GAF-Bindungsstellen, die bei in vitro-Versuchen eine allosterische Aktivierung
vermittelten [75].

Zur Uberpriifung der Annahme, dass Thiopental primar tber eine Erhéhung der Vimax
der PDEs wirkt, wurde in einer weiteren Versuchsreihe der unspezifische PDE-Inhibitor
IBMX mit der wirksamen Thiopental-Konzentration kombiniert. Der kompetitive
PDE-Inhibitor IBMX fuhrte primér zu einer Erh6éhung der K. Wirde Thiopental auch
die Affinitdt der PDEs fir Mant-cGMP erhdhen und damit K senken, konnte ein Teil
der IBMX-Wirkung antagonisiert werden. Die Kombination von Thiopental und IBMX fiihrte
weder zu einer Veranderung des Mant-cGMP-Abbaus noch zu einer Veranderung von Ky, und
Vmax Im Vergleich zu Proben, die ausschlielich IBMX enthielten. Der schnellere
Mant-cGMP-Abbau durch Thiopental ist daher in diesem Versuchsaufbau nicht durch

eine Interaktion am aktiven Zentrum der PDEs zu erklaren.

Am Tiermodell mit Xenopus laevis zeigten Tonner et al., dass die klinische Wirkung von
Thiopental mit einer Hemmung des NO/cGMP-Stoffwechselwegs einhergeht [126].
Aufgrund der Ergebnisse von Teresako et. al. wurde eine Hemmung der cGMP-Produktion
durch die GC als molekulare Grundlage angenommen [104]. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit leisten einen weiteren Beitrag fur die Identifizierung zusétzlicher molekularer
Angriffspunkte von Thiopental. Welche Bedeutung die nachgewiesene Aktivierung
der neuronalen zytosolischen, cGMP-spezifischen PDEs fiir die klinische Praxis hat, kénnen
in vitro-Versuche allerdings nicht beantworten. Jedoch bieten diese Ergebnisse einen neuen
AnstoR fir die Erforschung der Wechselwirkungen wvon Thiopental und PDEs.
Die exakte Methode mittels Mant-cGMP kodnnte in Zukunft auch bei Zellmodellen weiter
eingesetzt werden und so Uberpriifen, ob die hier gemachten Beobachtungen Ubertragbar sind.
Weitere in vitro-Versuchsreihen mit dem Einsatz von purifizierten PDEs wiirden eine

Verifizierung der hier gefundenen K,-Veranderungen erlauben.
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6.4.3  Diazepam

Fur das Benzodiazepin Diazepam liegen bisher noch keine Daten (ber Interaktionen mit
neuronalen cGMP-spezifischen PDEs vor. Ein Zusammenhang zwischen Diazepam und
dem NO/cGMP-Metabolismus liegt aber aufgrund von Ergebnissen, die eine veranderte
cGMP-Synthese unter dem Einfluss von 1 mM Diazepam ergeben, nahe [106].
Diese Untersuchungen an Kleinhirnschnitten von Ratten kdnnen jedoch wegen der teils
gegensétzlichen Messungen, die bei Diazepamzugabe sowohl einen Abfall als auch Anstieg
des cGMP-Spiegels zeigten, alleine keine befriedigende Antwort auf die Frage geben,
ob und wie Diazepam auf den NO/cGMP-Metabolismus einwirkt [106].

In verschiedenen Studien wurden kardiale und neuronale cAMP-spezifische PDEs bereits auf
ihre Beeinflussbarkeit durch Diazepam untersucht. Zum einen stellte sich dabei heraus,
dass Diazepam in vitro zu einer Akkumulation von cAMP fuhrt, wobei ein Gemisch
aller neuronalen cAMP-spaltenden PDEs verwendet wurde (ICsp 38 pM) [96].
Zum anderen inhibierte Diazepam in isolierten Gewebestrangen die myokardiale PDE4,
die cCAMP hydrolysiert [107]. Ebenfalls hinweisend auf eine Hemmung des cAMP-Abbaus
durch Diazepam konnten erhohte cAMP-Blutwerte sein, die bei anésthesierten Patienten
nach einer Diazepamgabe gemessen wurden [108]. Aufgrund der engen Verkniipfung
der Nukleotide cAMP und cGMP, wie zum Beispiel Uber dualspezifische PDEs,
konnte auch eine Hemmung der cGMP-spezifischen PDEs ein mdglicher Angriffspunkt

von Diazepam auf den NO/cGMP-Metabolismus sein [16].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen diese Uberlegungen und zeigen,
dass Diazepam cGMP-spezifische PDEs inhibiert. Diazepam hemmte konzentrationsabhangig
die Mant-cGMP Hydrolyse durch neuronale zytosolische PDEs. Diazepam-Konzentrationen
von 10 uM und 30 puM fihrten zu keiner Veranderung der Mant-cGMP-Hydrolyse im
Vergleich zur Kontrollprobe, die kein Diazepam enthielt. Bei Zusatz von 100 uM Diazepam

sank die Abbauraute auf 80 % des Kontrollwerts.

Um sicher zu gehen, dass die verminderte Mant-cGMP-Abnahme auch eine Hemmung
der PDE-Aktivitat widerspiegelte, wurden mdogliche Storfaktoren ausgeschlossen.
Eine Stérung der Enzymaktivitdt durch DMSO, das zur Lésung von Diazepam verwendet
wurde, konnte durch entsprechende Kontrollversuche ausgeschlossen  werden.
Zudem wurden fir den verwendeten DMSO-Volumenanteil von unter 0,3 % bisher keine

Enzymfunktionsstérungen beschrieben [107].
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Eine Vorinkubation fiihrte zur Hydrolyse von noch vorhandenem endogenem cGMP.
Damit konnte sichergestellt werden, dass keine kompetitive Hemmung der PDEs durch
endogenes, unmarkiertes cGMP in der Probe auftrat. Hemmende Einflusse durch
eine in vitro-Neubildung von cGMP sowie von gespaltenem Mant-cGMP mussten primar
mit in Erwégung gezogen werden. Die Synthese von neuem cGMP und Mant-cGMP konnte
jedoch in einer separaten Versuchsreihe ausgeschlossen werden. In dieser zeigte sich,
dass die Zugabe des sGC-Inhibitors ODQ zu keiner Verdnderung der PDE-Aktivitét
im Vergleich zu Kontrollproben ohne ODQ fiihrte. Da Mant-cGMP zudem mit
der gleichen Enzymkinetik wie cGMP durch PDEs abgebaut wird, ist also
von einer Hemmung zytosolischer cGMP-spezifischer PDEs durch Diazepam auszugehen
[119].

Die Zugabe von Diazepam fiihrte nicht zu einer vollstandigen Blockade der PDE-Aktivitét.
Die Bedeutung der verbliebenen Restaktivitdt der Enzyme muss zunachst hinsichtlich
der Versuchsanordnung betrachtet werden. Ein spontaner Zerfall des restlichen Mant-cGMPs
konnte in diesem Versuchsaufbau ausgeschlossen werden, da denaturiertes und damit
inaktives Protein zu keiner Mant-cGMP-Abnahme flhrte. Durch den Einsatz des ubiquitéren
Inhibitors IBMX, der mit Ausnahme von PDE9 (und PDES, die cGMP nicht spaltet) mit
einer mittleren Hemmkonzentration (ICso) von 2-50 uM alle PDEs hemmt, sank bei 240 uM
die Abbaurate auf 30 % in Bezug auf die Kontrollwerte [2]. Diese Restaktivitdt kann
zum einen durch die PDE9 entstanden sein. Zum anderen koénnten jedoch Einfliisse durch
die Verteilung im Probengefd? wund die Inkubationsdauer verantwortlich sein.
Um diese potentiellen Einflussfaktoren zu minimieren, kamen Magnetrihrer zur Anwendung.

Ferner wurde mit den in friheren Studien erprobten Inkubationszeiten gearbeitet [118].

Die beobachtete Restaktivitait der PDEs von 80% bei Inkubation mit Diazepam wirft
die Frage auf, ob Diazepam als spezifischer oder unspezifischer PDE-Inhibitor agiert.
Ein unspezifischer Inhibitor konnte bei unzureichender Dosierung eine Restaktivitét
verursachen. Allerdings war die hier verwendete Diazepam-Konzentration (100 pM)
gleich hoch oder hoher als die Konzentrationen, die in anderen Versuchsmodellen fir
eine umfassendere PDE-Hemmung nétig waren, sodass eine unzureichende Dosierung
unwahrscheinlich ist [96,107].
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Ein anderer moglicher Grund waére, dass Diazepam nicht alle PDE-Familien inhibiert.
Da sich im eingesetzten homogenisierten Rattenhirn verschiedene PDEs von BlutgeféaRen,
Gliazellen und Neuronen befanden, muss bei diesem Versuchsaufbau anhand
von Literaturangaben abgeschétzt werden, welche cGMP-hydrolysierende PDE-Familien
im verwendeten zytosolischen Protein enthalten waren. Die PDE-Familien 1, 2, 3, 5, 6, 9 und
10 hydrolysieren cGMP. Mit Ausnahme von PDE3 ist bisher fir alle der Nachweis
im Gehirn gelungen. Die PDE3 ist jedoch in Gefélen vertreten [2]. Die PDE6 durfte
im Homogenisat in vernachldssigbar geringen Mengen vertreten sein, da sie im Gehirn
bisher ausschliellich im Pinealorgan nachgewiesen wurde [64]. Die damit
verbleibenden Formen, die in Betracht kommen, sind die zytosolischen PDE1-Isoformen,
PDE2Al1, PDE3A, PDE5, PDE9A5 und PDE10A1/3 [2]. Damit eine Bestimmung
der Enzymkinetik nach Michaelis-Menten mdglich war, wurde eine groRe Konzentration
des Substrats Mant-cGMP eingesetzt. Unter diesen Bedingungen ist nicht die Affinitat zum
Substrat sondern die maximale Wechselzahl des Enzyms entscheidend fir die Abnahme
der Mant-cGMP-Konzentration. Die Restaktivitdit von 80 % bei Zugabe von Diazepam
sprache also fiir die Hemmung einer PDE-Familie mit geringerer Hydrolysegeschwindigkeit
wie die PDE3, PDE5 und PDE9. Die PDE1-Isoformen (30-300 pmol/min/mg) und
die PDE2A1 (123 pmol/min/mg) weisen eine hohe V. fir die Hydrolyse von cGMP auf.
Die Hydrolysegeschwindigkeit von PDE3A (0,34 pmol/min/mg), von
PDE5 (1,3 pmol/min/mg) und von PDE9 (4,9 nmol/min/mg) liegen deutlich darunter
[2,65,131]. Fur die Enzymkinetik der PDE10 existieren bis dato keine Angaben.
Die Identifikation von Diazepam als spezifischem PDE-Inhibitor ist aus verschiedenen
Grinden von Bedeutung. Analysen zerebraler Strukturen haben gezeigt, dass es spezifische
regionale Verteilungsmuster und subzellulare Kompartimentierungen der PDE-Formen
im Gehirn gibt [45]. Mit der Kenntnis, welche PDE-Form Diazepam inhibiert, kdnnen also
weitere Rickschlusse auf die regionale Wirkweise von Diazepam gezogen werden.
Um weitere Aussagen darlber treffen zu konnen, welche PDE-Familie durch Diazepam
gehemmt wird, wurden Versuche mit der Kombination IBMX und der wirksamen
Diazepam-Konzentration durchgefihrt. IBMX inhibiert als unspezifischer Inhibitor alle
cGMP-spezifischen PDEs mit Ausnahme der PDE9. Es sollte so getestet werden,
ob Diazepam durch eine potentielle Inhibition der PDE9 die verbliebene Restaktivitét
bei IBMX zusétzlich senkt.
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Die Kombination (240 uM IBMX + 100 puM Diazepam) zeigte eine zusétzliche geringe,
nicht signifikante Abnahme der Aktivitat. Ob diese zusatzliche Verlangsamung der Hydrolyse
einen Hinweis darauf liefern kann, dass Diazepam die PDE9 beeinflusst, kann in diesem
Versuchsaufbau nicht sicher beurteilt werden. Dieses Ergebnis weist vielmehr darauf hin,
dass die Ursachen fir eine Restaktivitdit der PDEs bei IBMX (240 pM) und
Diazepam (100 pM) kongruent sind und die durch Diazepam gehemmte(n) PDE(s) auch

durch IBMX gehemmt werden kdnnen.

Die Charakterisierung des Mechanismus der Inhibition von Diazepam erfolgte anhand
der Parameter K, und Vm Die  Zugabe von Diazepam flihrte zu
einem konzentrationsabhangigen Anstieg der normierten K", der bei der hdchsten
Konzentration (100 uM) signifikant war. Durch die Normierung der Werte auf den jeweiligen
Kontrollwert konnten Stérungen durch die doppelreziproke Auftragung und Schwankungen
durch die Zusammensetzung des Homogenisat eliminiert werden. So sind auch
die uneinheitlichen Ergebnisse der Mittelwertvergleiche (100 pM vs. 0 uM Diazepam)
der Ky, in Bezug auf die Signifikanz je nach Auswertungsmethode (linear vs. nicht-linear)
zu erklaren. Da die Mant-cGMP-Abnahme insbesondere bei kleinen Startkonzentrationen
Mant-cGMP von Diazepam gehemmt wurde, kann es durch die doppelreziproke Auftragung
bei Lineweaver-Burk zu einem relevanten Bias kommen, da hier die Fehlerzunahme
umgekehrt proportional zu der GroRe der Messwerte ist [115]. Die Vmax blieb bei
allen untersuchten Diazepam-Konzentrationen unbeeinflusst. Die konzentrationsabhéngige
Zunahme der K bei unveranderter Vmax spricht fiur eine kompetitive Hemmung
des cGMP-Abbaus Dass Diazepam bei kleinen Substratkonzentrationen eine groRere
Inhibitionswirkung aufwies, bestatigt dies und legt nahe, dass es sich um eine reversible
kompetitive Hemmung der PDEs handelt, die durch hohe Substratkonzentrationen

antagonisiert werden kann [112].

Auf die kardiale cAMP-spezifische PDE4 hatte Diazepam hingegen einen anderen Effekt.
Messungen hatten eine nicht-kompetitive Hemmung der cAMP-Hydrolyse durch Diazepam
gezeigt [107]. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Diazepam auf die verschiedenen
PDE-Familien (cGMP- vs. cAMP-spezifisch) unterschiedlich wirkt. Zudem wurde in der
vorliegenden  Arbeit ein  Modell mit aufgeschlossenen  Zellen  verwendet,
das ausschlieBlich neuronale zytosolische PDEs testete. In der Arbeit von Collado et al.
kamen intakte Zellverbdnde zum Einsatz, worin sowohl zytosolische als auch

membrangebundenen PDEs enthalten waren [107].
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Daher konnte die Wirkweise von Diazepam auch von der Art des Gewebes oder der genauen
subzelluldren Lokalisation der PDEs abhangen.

Um eine |Inhibition der PDE-Aktivitat durch Diazepam zu erreichen, war in
diesem Versuchsaufbau eine Konzentration von 28,47 pg/mL (100 puM) notwendig.
Die mittlere Plasmakonzentration von Patienten, die 2 — 30 mg Diazepam taglich zur
Behandlung von chronischen Angststorungen erhielten, liegt jedoch nur bei 0,02 — 1,01
pg/mL [132]. Allerdings werden von Suchtpatienten, die eine sukzessive Dosiserhthung
verlangen und bei der Therapie des Status epilepticus deutlich hohere Konzentrationen
erreicht (6,01£1,21 pg/mL) [133]. Darlber hinaus gibt es Hinweise, dass die zerebrale
Diazepamkonzentration groRer ist als die, die im Plasma gemessen wird [107].
Da die leicht messbaren Plasmakonzentrationen also womdglich nur eingeschrankt
die tatsachlichen intrazelluldren Verhaltnisse widerspiegeln, koénnten auch die hier
eingesetzten Konzentrationen relevant sein. Als weiterer wichtiger Punkt ist zu nennen,
dass in diesem Versuchsaufbau grofRe Mengen an Mant-cGMP eingesetzt worden sind,
die dem 5 — 30-fachen der angenommen intrazellularen cGMP-Konzentration entsprechen.
Dies war notig zur Bestimmung der Enzymkinetik, weil dazu die Vmax des Enzyms erreicht
werden muss. Da sich Diazepam als kompetitiver Inhibitor gezeigt hat, der durch
hohe Substratkonzentrationen verdrangt wird, macht der Versuchsaufbau ebenfalls
hohe Diazepamkonzentrationen notwendig. Umgekehrt liegen in vivo meistens sehr geringe
Konzentrationen an cGMP vor, sodass hier bereits geringe Mengen an kompetitiven
Inhibitoren wirken [2]. Daher konnten im menschlichen Gehirn bereits geringere

Konzentrationen an Diazepam zu einer signifikanten Beeinflussung der PDEs flhren.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein ausgewéhlter Aspekt des NO/cGMP-Haushalts am
Modell betrachtet. Inwieweit das damit erbrachte Ergebnis, dass Diazepam als kompetitiver
PDE-Inhibitor agiert, von klinischer Relevanz ist, bleibt aus verschiedenen Grunden kritisch
zu  diskutieren. Das verwendete  Modell zeigt ein globales Bild des
cGMP-PDE-Diazepam-Zusammenhangs. Die Rolle des cGMP-Spiegels fur die Funktion
des Gehirns héangt aber essentiell von der Region des Gehirns, dem Zelltyp und
dem subzelluldren Pool ab. Damit fuhrt die inhibitorische Wirkung von Diazepam je nach
regionalem und subzelluldrem Wirkort zu multiplen klinischen Effekten am Patienten [101].

Zusatzlich wurde in diesen Versuchen die Wirkung von Diazepam unidirektional untersucht.
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In vivo hat Diazepam jedoch weitere molekulare Angriffspunkte, was zu einem komplexen
multidirektionalen Einfluss auf die Transmitter- und second-messenger-Systeme fuhrt.
So konnte Diazepam in Studien die Synthese von cGMP beeinflussen und auch Uber
GABAAa-Rezeptoren  vermittelt auf den cGMP-Haushalt einwirken [106,134].
Weitere Regulationsmechanismen der cGMP-Homoostase, wie der cross-talk via cAMP,
werden durch die Inhibition der PDE4 zusétzlich durch Diazepam gestort [107].
Ein weiterer Aspekt, der die Wirkung von Diazepam in Patienten moduliert, ist
die Veranderung des NO/cGMP-Systems durch krankhafte Prozesse. So wurden zum Beispiel
erhbhte NO-Konzentrationen im Rahmen septischer Stoffwechsellagen festgestellt [101].
Diese Pathologien lassen sich unter in vitro-Bedingungen nur unzureichend imitieren.
Ergebnisse klinischer Studien bieten zwar eine gréRere Relevanz fur Patienten, kénnen jedoch
nur Hinweise auf die komplexe funktionelle Koppelung von Diazepam und
dem cGMP-Metabolismus geben. Beispielsweise konnten anti-depressive Effekte,
wie sie auch von Diazepam bekannt sind, durch die Gabe des PDES5-Inhibitors Sildenafil
erzeugt werden [95]. Allerdings zeigen andere Studienergebnisse, dass Sildenafil
die Krampfschwellenverschiebung gegensétzlich zu Diazepam beeinflusst [135].
Um mehr Kenntnis Gber die molekulare Wirkweise von Diazepam zu erlangen,
sind diese Studien daher weniger geeignet. Mit Hilfe von in vitro-Versuchen,
die die Interaktion mit spezifischen Enzymen gezielt abbilden, kénnen einzelne Puzzleteile
der komplexen Wirkung von Diazepam identifiziert werden. Die Synopsis darliber kann dann
das Verstandnis beziglich der Effektvermittlung von Diazepam komplementieren.
Dieses Verstehen ist die Grundlage fur die Entwicklung neuer spezifischer Pharmaka
fur die Anésthesie. Mit Hinblick auf die zahlreichen neuen spezifischen PDE-Inhibitoren,
die in der jungeren Vergangenheit auf den Markt kamen, ist dies auch fur den Bereich
der Sedativa denkbar [33]. Dadurch lieen sich in  Zukunft potentielle
nachteilige Nebenwirkungen fur Patienten erkennen und vermeiden. Zwar kann der
verwendete Versuchsaufbau die Nachteile von in vitro-Versuchen nicht tberwinden.
Aufgrund  der  prézisen  Abbildung der  PDE-Aktivitdt  (Gber die  Zeit
kann er jedoch in Zukunft einen groRen Beitrag fur die Erforschung weiter Eigenschaften
der Interaktion von PDEs und Diazepam oder anderen Wirkstoffen leisten. Insbesondere
die Verwendung von purifizierten PDE-Familien und der Einsatz von spezifischen
PDE-Inhibitoren kdnnten detailliertere Informationen tber die Wechselwirkung verschiedener
Substanzen mit PDEs liefern. Limitierende Faktoren sind jedoch im damit verbundenen

finanziellen und zeitlichen Aufwand zu sehen.
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[ Zusammenfassung

Der im Organismus ubiquitar verbreitete intrazellulare Botenstoff cGMP st
die molekulare Grundlage zahlreicher physiologischer und pathologischer Vorgange.
Im Gehirn ist er mit der Mehrzahl der Transmittersysteme vernetzt. Dadurch spielt er
unter anderem eine Rolle bei der Regulation von Wachheit und Stressbewaltigung.
Auf diese Vorgdnge nehmen auch Hypnotika und Sedativa, deren Wirkmechanismen
bis heute noch nicht vollstandig geklart sind, Einfluss. Da in der Literatur erste Erkenntnisse
vorliegen, dass Hypnotika und Sedativa auch in die cGMP-Synthese eingreifen,
sollte im Zuge dieser Arbeit der Einfluss von Propofol, Thiopental und Diazepam auf
die neuronale cGMP-spezifische  Phosphodiesteraseaktivitdt — untersucht  werden.
Phosphodiesterasen (PDEs) sind fur den cGMP-Abbau verantwortlich,

der den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der cGMP-Konzentration darstellt.

Fur die Versuche in vitro wurden zytosolische Phosphodiesterasen aus Rattenhirn verwendet.
Der enzymatische Reaktionsverlauf wurde mit Hilfe des synthetischen, fluoreszierenden
Substrats Mant-cGMP, das nach Spaltung sein Fluoreszenzsignal &ndert, aufgezeichnet.
Die Messung  des Mant-cGMP-Signals  erfolgte mittels Umkehrphasen-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (RP-HPLC) und Fluoreszenzdetektor.
Es wurde eine hohe Substratkonzentration gewahlt, um eine Sattigung der Bindungsstellen
der Phosphodiesterasen und damit die Vmax zu erreichen. Auf diese Weise sollte der Einfluss
der Medikamente auf die Enzymreaktion mittels der Michaelis-Menten-Kinetik bewertet

werden.

Der Vergleich unterschiedlicher Methoden zur Proteingewinnung ergab eine hohe
Proteinausbeute und einfache Handhabung der maschinellen Homogenisierung mit

dem FastPrep-24-Instrument.

Vorversuche konnten zeigen, dass die gemessene Mant-cGMP-Abnahme tatsachlich einem
Abbau durch die PDEs entsprach, keine in vitro-Bildung von cGMP bzw. Mant-cGMP
stattfand und  eine  inhibitorische ~ Wirkung  abgebildet = werden  konnte.
Allerdings zeigten die Versuche mit IBMX auch, dass die Auswertung der Enzymkinetik

nach Michaelis-Menten fiir kompetitive Inhibitoren limitiert war.
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Bei Versuchen mit Propofol (10, 100, 300 pM) wurde keine Wirkung auf
die Phosphodiesteraseaktivitat gefunden. Aufgrund von Hinweisen aus Kklinischen Studien,
dass Propofol den cGMP-Signalweg beeinflusst, ware jedoch in Zukunft eine Untersuchung
der Beziehung zwischen Propofol und der cGMP-Synthese aufschlussreich. Durch die Zugabe
von 500 uM Thiopental konnte eine signifikante Steigerung der Phosphodiesteraseaktivitat
gemessen werden. Flr Thiopental war in der Literatur bereits bekannt, dass es zumindest
teilweise Uber eine Hemmung der cGMP-Synthese, also (ber eine erniedrigte
cGMP-Konzentration, wirkt. Die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Thiopental in vitro auch
uber eine Beschleunigung des cGMP-Abbaus zu einer erniedrigten cGMP-Konzentration
fuhrt, stehen damit in Einklang. In vivo kdme es somit zu einer Wirkpotenzierung.
Ein nachster Schritt ware die Uberpriifung und Umsetzung der hier gefundenen Ergebnisse
unter in vivo-Bedingungen. Uber welchen Mechanismus Thiopental zu einer Erhohung
der Phosphodiesteraseaktivitét flhrt, konnte in dieser Arbeit nicht vollstdndig geklart werden
und waére das Ziel anschliefender Versuche mit purifizierten PDEs. Fir Diazepam lagen
bereits aus anderen Studien Daten vor, die zeigen, dass Diazepam die cGMP-Synthese
beeinflusst und zusatzlich die cAMP-spezifische Phosphodiesteraseaktivitat —senkt.
Aufgrund der engen Verknupfung des cAMP- und cGMP-Stoffwechsels wurde im Vorfeld
dieser Arbeit vermutet, dass Diazepam auch die cGMP-spezifischen Phosphodiesterasen
hemmt. Die Ergebnisse der Versuche mit 100 uM Diazepam validierten dies und zeigten
eine verminderte Phosphodiesteraseaktivitit von 80 % der unbeeinflussten Aktivitat.
Die Kinetikanalyse erbrachte den Hinweis, dass es sich dabei um eine reversible kompetitive
Hemmung spezifischer PDE-Isoformen handelt. Da in dieser Arbeit ein PDE-Gemisch
verwendet wurde, konnte nicht beantwortet werden, welche Isoform von Diazepam gehemmt
wird. Fur die Entwicklung besserer Medikamente und das Verstandnis, wie unerwinschte
Nebenwirkungen entstehen, ist dies in Zukunft auch von Interesse. Hier kdnnten die Versuche

nach dem Protokoll dieser Arbeit mit purifizierten PDEs weiterfuhren.

Der verwendete Versuchsaufbau konnte sehr genau den zeitlichen Verlauf der
Phosphodiesteraseaktivitat abbilden. Dadurch gelang ein differenziertes Bild der Wirkweise
der Substanzen. Fiir die Analyse des Mechanismus mit Hilfe der Michaelis-Menten-Kinetik
ergaben sich trotz zahlreicher Verbesserungen im Vergleich zu vorangehenden Studien
Limitationen. Nichtsdestotrotz besitzt dieser Versuchsaufbau grofles Potential fir die
Erforschung des cGMP-Metabolismus. Insbesondere die Kombination von Mant-cGMP und

Mant-cAMP wirde sich zur Untersuchung des crosstalks an den Phosphodiesterasen eignen.
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8  Anhang

Tabelle 16: K-Werte der nicht-linearen Regressionsanalyse mit zugehérigem Standardfehler
und 95 % Konfidenzintervalle

Probe Konzentration | Kp, Standardfehler | 95 % Konfidenzintervall
[UM] Untergrenze Obergrenze
Kontrolle |0 10,3 2,3 2,9 15,9
Diazepam | 10 13,8 3,0 55 22,2
Diazepam | 30 8,8 2,7 0,7 16,7
Diazepam | 100 31,0 12,1 -6,1 68,1
Thiopental | 10 7,7 1,0 4.8 10,5
Thiopental | 100 9,7 2,1 3,8 15,5
Thiopental | 500 9,6 3,0 11 18,2
Propofol 10 10,5 3,0 2,1 18,8
Propofol 100 9,9 3,0 1,56 18,3
Propofol 300 8,9 2,9 0,5 17,3
OoDQ 10 20,4 7,7 -3,5 44,3
OoDQ 100 14,7 3,1 52 24,2
IBMX 240 69,3 27,2 15,1 90,3
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Tabelle 17: Vnax-Werte der nicht-linearen Regressionsanalyse mit zugehdrigem

Standardfehler und 95 % Konfidenzintervalle

Probe Konzentration | Vmax Standardfehler | 95 % Konfidenzintervall
[UM] Untergrenze Obergrenze
Kontrolle |0 0,0293 0,0022 0,0231 0,0356
Diazepam | 10 0,0498 0,0040 0,0385 0,0609
Diazepam | 30 0,0259 0,0021 0,0195 0,0323
Diazepam | 100 0,0447 0,0085 0,0184 0,0709
Thiopental | 10 0,0385 0,0014 0,0346 0,0423
Thiopental | 100 0,0285 0,0016 0,0241 0,0329
Thiopental | 500 0,0258 0,0024 0,0192 0,0325
Propofol 10 0,0259 0,0023 0,0196 0,0322
Propofol 100 0,0253 0,0023 0,0189 0,0316
Propofol 300 0,0235 0,0023 0,0169 0,0300
OoDQ 10 0,0509 0,0073 0,0285 0,0733
ODQ 100 0,0410 0,0026 0,0333 0,0488
IBMX 240 0,0193 0,0045 0,0069 0,0317
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