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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Anatomische Grundlagen

Die Harnleiter sind retroperitoneal gelegene, beim Erwachsenen etwa 25 cm - 35 cm lange
Tuben mit einem luminalen Durchmesser von 4 mm - 7 mm (1,2). Auf jeder Korperseite
verbindet ein Harnleiter die jeweilige Niere mit dem Hohlorgan Harnblase. Die Einteilung des
Verlaufs der Harnleiter erfolgt in eine Pars abdominalis und eine Pars pelvina, die Pars
abdominalis ist etwa 14 cm lang und beginnt am Ubergang des Nierenbeckens in den Ureter,
eine exakte Trennung dieser beiden Strukturen ist nicht eindeutig moglich. Die Pars abdominalis
reicht bis zur Linea terminalis des Beckens, liegt auf dem Musculus psoas auf, wird in ihrem
Verlauf von den Vasa ftestikularia Uberkreuzt und kreuzt selbst die Vasa iliacae. Die Radix
mesenterii zieht Gber den rechten, das Mesokolon sigmoideum Uber den linken Ureter. Die Pars
pelvina ist ebenfalls etwa 14 cm lang und erstreckt sich von der Linea terminalis bis zum Ostium
ureteris. In ihrem Verlauf liegt sie der seitlichen Beckenwand an, durchbricht schrag von dorsal
die Blasenwand und mindet mit dem schlitzférmigen Ostium ureteris in das Blasenlumen.

Im Harnleiterverlauf finden sich drei physiologische Einengungen: Die erste befindet sich am
Ubergang vom Nierenbecken zum Harnleiter, die zweite an der Uberkreuzung der Vasa iliacae,
die dritte und engste Stelle bildet die Miindung des Ureters in die Blase.

Die Blutversorgung des Harnleiters erfolgt aus den Arterien, die seinem Verlauf am nachsten
liegen. Der obere Teil des Ureters wird durch ein oder zwei Aste der Arteria renalis, manchmal
auch Uber Aste der Aorta, der Nierenpol-, Nierenkapsel- oder Nierenrindenarterie versorgt. In
der Beckenregion ziehen Aste aus der A. iliaca interna und externa, A. testicularis bzw. A.
ovarica, der A. pudenda interna, A. rectalis superior und der A. vesicalis inferior zum Ureter. Der
venose Blutabstrom erfolgt tber Venen, die in ihrem Verlauf die Arterien begleiten sowie Uber
im Beckenbereich vorhandene Venengeflechte.

Die neuronale Innervation des Ureters erfolgt durch Fasern aus dem Ganglion coeliacum,
Ganglion mesentericum und Ganglion aortico renale, aullerdem aus dem Plexus Aortae, Plexus
hypogastricus superior und Plexus inferior. Das Zentrum der sympathischen Innervation des
Ureters sind die pragangliondren Ruluckenmarksegmente Th11, Th12 wund L1. Die
parasympathische Innervation des oberen Segments des Ureters erfolgt aus dem Plexus
coeliacus. Der untere Anteil wird aus den Sakralsegmenten S2, S3 und S4 versorgt. Die
afferenten Fasern des oberen Teils erreichen den Spinalkanal mit den sympathischen
Nervenfasern bei Th11, Th12 und L1, die afferenten Fasern aus dem unteren Teil treten lber
den Plexus pelvicus bei S2, S3 und S4 in den Spinalkanal ein (2).

-1-
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Uber die Wertigkeit der verschiedenen autonomen Nerven in der Kontrolle der Ureterfunktion
besteht keine eindeutige Klarheit. HERTLE & NAWRATH (3) vermuten eine Dominanz des
Sympathicus und geben ein Verhaltnis von sympathischer zu parasympathischer Innervation
von 50:1 an. Da im Ureter vor allem exzitatorische a-Rezeptoren nachgewiesen worden sind,
postulieren sie, dal dem parasympathischen System keine physiologische Bedeutung fiir die
Kontrolle der Harnleiterperistaltik zukommt. GENESER (1990) vermutet, dal weder sympathische
noch parasympathische Nerven die motorische Aktivitat des Ureters regulieren, wahrend DAvIS
(1981) von einer Dominanz des cholinergen Systems im unteren Anteil des Ureters ausgeht
(2,4).

Die Wandung des Ureters wird von innen nach auf3en von einer Schleimhaut (Tunica mucosa),
einer Muskelschicht (Tunica muscularis) und einer Bindegewebshiille (Tunica adventitia)
gebildet. Die Tunica mucosa, deren faltige Oberflachenstruktur die glatte Muskulatur beim
VerschluB des Harnleiterlumens unterstiitzt, ist von einem Ubergangsepithel bedeckt, welches
ein charakteristisches Grenzflachengewebe der ableitenden Harnwege ist. Da das
Ubergangsepithel fiir 16sliche Substanzen nahezu impermeabel ist, bildet es eine Barriere
zwischen dem hypertonen Harn und dem Gewebe, welche den osmotischen Verlust von
Wasser aus den Gewebestrukturen in den Harn verhindert. Diese Funktion des Epithels wird
durch besondere physiologische Eigenschaften der Zellmembran und des Zytoplasmas der

Deckzellen gewahrleistet.

Die Tunica muscularis wird von einer inneren, longitudinal angeordneten, und einer auf3eren,
zirkular orientierten Muskelschicht gebildet, die im letzten Drittel des Ureterverlaufs durch eine
aulere Langsmuskelschicht erganzt wird (5-8). Am Ort des Eintritts in die Blase gehen die
Muskulatur und Adventitia der beiden Harnleiter in die des Blasendreiecks (Trigonums) Uber.
Wahrend der Blasenentleerung kontrahiert sich diese Muskulatur und zieht die Muskel- und
Bindegewebsschicht des Harnleiters nach innen, was zu einem terminalen Verschlul3 des
Ureters fihrt (4). Die Tunica adventitia, die von einem Geflecht aus Gefalten und Nervenfasern
durchzogen wird, ist eine lose, mit der Muskulatur und dem Peritoneum verbundene

Bindegewebsschicht mit einem hohen Anteil an Fett (9).
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Abb. 1: Anatomische Ubersichtszeichnung des mannlichen Urogenitaltrakts. Dargestellt sind neben den
Reproduktionsorganen (corpus cavernosum/spongiosum penis, testis, vesicula seminalis, ductus deferens)
die Organe der ableitenden Harnwege (ren, ureter, vesica urinaria, urethra) und der Verlauf eines
Harnleiters (ureter) durch das Retroperitoneum vom Nierenbecken (pelvis renalis) bis zur Einmindung in
die Ostien der Harnblase (detrusor, vesica urinaria). Modifiziert nach: Waldeyer A., Mayet A. Die Organe

des Retroperitonealraums. In: Anatomie des Menschen. Teil I, 13. Auflage, Verlag Walter de Gruyter,
Berlin 1976.
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1.2 Funktionelle Bedeutung des Ureters

Der Ureter wurde in der Vergangenheit in der Regel als einfacher Muskelschlauch beschrieben,
der durch die Flllung mit Urin zu peristaltischen Kontraktionen angeregt wird. Im
Zusammenhang mit Erkrankungen des Harntraktes fand er als eigenstéandiges Organ kaum
Beachtung. Die Zunahme des Wissens Uber den anatomischen Aufbau, die physiologischen
Ablaufe und die Komplexizitat der pathologischen Veranderungen, welche den Ureter betreffen
koénnen, liel3 das Interesse an diesem Organ rasch zunehmen (10). Da der Ureter der einzige
Weg fiir den Transport des Urins von der Niere zum Speicher- und Entleerungsorgan Blase ist,
kann jede pathologische Veranderung des Harnleiters die Niere in ihrer Morphologie und
Funktion entscheidend beeinflussen. Dysfunktionen des Ureters bewirken einen Harnstau, der
zur Beeintrachtigung der Nierenfunktion und in der Folge zum Verlust des Organs fihren kann.
So kénnen Fehlbildungen in der Embryonalentwicklung zur ektopen Harnleitermiindung oder
der Entstehung von Megaureteren fihren. Als Folge der Obstruktion des Ureter oder eines
Refluxes kann es so bereits intrauterin zu einer Harnstauungsniere mit komplettem renalen
Funktionsverlust kommen. Haufiger sind nach der Geburt erworbene Harnwegsobstruktionen,
die nach einem chronischen Verlauf zu einer Hydronephrose als Zeichen einer supravesikalen
AbfluBbehinderung flihren kénnen (11).

1.3 Physiologie des Ureters

Der Ureter wird heute als peristaltisch arbeitendes, autonomes Organ beschrieben, dessen
Funktion an die des Gesamtorganismus adaptiert ist und dessen Physiologie sich grundséatzlich
von der anderer glattmuskularer Hohlorgane wie Arterien, Venen oder dem Darm unterscheidet.
Die Funktion des Organs Ureter unterliegt zahlreichen Einflilen wie der Urinsekretion der
Nieren, der Blasenfunktion, der retroperitonealen Umgebung, der Kérpertemperatur - bereits ein
Absinken der Temperatur um 2° C fiihrt zu einer Abnahme oder zum volligen Stillstand der
Peristaltik (12) - und der Aktivitdt des vegetativen Nervensystems. Im Gegensatz zum Darm,
der durch eine Pendelperistaltik charkterisiert ist, erfolgt der Transport (des Urins) im Harnleiter
nur in eine Richtung, ndmlich vom Nierenbecken zur Blase. Eine peristaltische Welle verlauft
ausschlieBlich orthograd, von proximal nach distal, unkoordinierte antiperistaltische

Bewegungen werden inhibiert (13).
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Diese gerichtete Motilitat ist das Resultat einer myogenen Erregungsbildung und -leitung in der
glatten Muskulatur des Ureters. Spezialisierte Myozyten mit besonderen elektrophysiologischen
Eigenschaften im Bereich der Fornices der kleinen Kelche (bernehmen eine
Schrittmacherfunktion. Deren Prapotentiale (= Schrittmacherpotentiale) depolarisieren die
Membran bis zum Schwellenwert und I6sen damit ein Aktionspotential aus. Beim Menschen
betragt die Zahl der in diesem Bereich spontan ausgeldsten Depolarisationen 6 - 8 pro min., an
isolierten Ureterstreifen wurde eine wesentlich niedrige Kontraktionsfrequenz registriert (1 pro
min.) Die Depolarisationen bewirken Uber zytoplasmatische Verbindungen zwischen glatten
Muskelzellen, den sogenannten Nexus (Gap junctions), eine Erregung der benachbarten Zellen.
Diese niederohmigen Zellkontakte gewahrleisten die elektrotonische Ubertragung der
Depolarisation einer erregten Zelle auf benachbarte Zellen. Auf diese Weise folgt der
Muskelverband synchron der Aktivitat der Schrittmacherzelle (14). Die kontinuierliche Fortleitung
einer solchen Erregung der Kelch- und Nierenbeckenmuskulatur Gber den pyeloureteralen
Ubergang filhrt zu einer peristaltischen Kontraktionswelle, die den Harnleiter entlang lauft und
so einen Urinbolus von der Niere zur Harnblase transportiert (3). Dieser autonom arbeitende
myogene Mechanismus kann von a- und [-adrenergen, cholinergen oder nicht-adrenergen,
nicht cholinergen (NANC) Transmittern des vegetativen Nervensystems im Sinne einer
Stimmulation oder Hemmung moduliert werden. Dadurch &andert sich die spontane
Kontraktionsfrequenz, die Erregungsleitung und/oder die Kontraktionskraft der Zellen.
Sogenannte En passant-Synapsen varikoser Nervenfasern, welche glatte Muskelzellen
erreichen, schitten ihre Transmittersubstanzen bei Erregung in das Interstitium aus, durch
Diffusion gelangen diese zu entsprechenden Rezeptoren auf der Oberflache der Zellmembran.

Auch die Urinsekretion der Nieren und der AbfluRwiderstand haben einen Einflu} auf die Ureter-
Peristaltik (15). Der im Nierenbecken gesammelte Urin formt sich zu einem Tropfen (Urinbolus),
der durch seine Ausdehnung die glatte Wandung des Harnleiters dehnt. Diese Dehnung
induziert eine zunehmende Depolarisierung der Schrittmacherzellen, wodurch sich die Frequenz
der Aktionspotentiale erhoht. Mit der Erhdhung der Urinsekretion kommt es zum Anstieg der
peristaltischen Frequenz. Kommt es aufgrund eines AbfluRhindernisses. z.B. bei steigendem
infravesicalen Druck, zum Rilckstau von Urin in den Ureter, so reagiert dieser mit einer
Ausdehnung und/oder einer Verdopplung der Kontraktionskraft und einem Anstieg der
Frequenz (15). Pathologische Veradnderungen der retroperitonealen Umgebung, u.a. eine
retroperitoneale Fibrose (Morbus Ormond) oder maligne Metastasen eines Mamma-, Magen-,
oder Ovarialkarzinoms, kénnen ebenfalls zu einer Beeintrachtigung der Funktion des Ureters

und zu einer einseitigen oder beidseitigen Harnstauung flihren.

-5-
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1.4 Zellulare Mechanismen der Tonusregulation glatter Muskulatur:

Die Bedeutung von Ca*, K* und zyklischen Nukleosidmonophosphaten
Der kontraktile Apparat glatter Muskelzellen wird durch eine Erhdhung der intrazellularen
Konzentration freien Ca®* tiber einen definierten Schwellenwert (ca. 0.1 uM) aktiviert. Es besteht
eine Kopplung zwischen der Ca®-abhingigen mechanischen Kraftentwicklung und der
elektrischen Aktivitat glatter Muskulatur, der Muskeltonus korreliert mit der Frequenz der
Aktionspotentiale. Ursache eines Aktionspotentials ist die Aktivierung spannungsabhangiger
Ca®*-Kanale in der Membran der glatten Muskelzelle durch die Depolarisierung der Membran
und die damit verbundene Bewegung extrazelluldren Ca®* in das Zytoplasma, die eine
Aktivierung Ca®*-abhangiger K*-Kanale und damit eine Bewegung von K" in den extrazelluldren
Raum ausldst (16). DaR die kontraktile Wirkung depolarisierender Agentien, z.B. des K', in vitro
durch die Applikation geringer Konzentrationen von Ca®*-Antagonisten blockiert wird, bestétigt
die Notwendigkeit eines anhaltenden Ca®*-Einstroms in das Zytoplasma der Muskelzelle
wahrend des Kontraktionsvorgangs.
Die Ca2+-Abhéngigkeit der Muskelkontraktion wird von einer Gruppe spezifischer Proteine
vermittelt, die eng mit den Actinfilamenten der Zelle assoziiert sind. Die Ca2+-Wirkung wird
durch Calmodulin, ein Ca®*-bindendes Protein vermittelt. Der Komplex aus Ca®* und Calmodulin
aktiviert die Myosin Light Chain Kinase (MLCK), welche die Phosphorylierung der leichten 20
KD Kette des Myosins katalysiert. Diese Phosphorylierung ist Voraussetzung fiir die Aktivierung
der Mg** ATPase-Aktivitat des Myosins durch Actin, die zur zyklischen ATP-Hydrolyse wihrend
der Muskelkontraktion flihrt. Um einen entspannten Zustand der Muskulatur zu erreichen, ist es
notwendig, daR die intrazellulare Konzentration des freien Ca®* unter 0.1 uM sinkt. Dazu wird
zytosolisches Ca”" innerhalb der Zelle an Proteine und Membranstrukturen gebunden, in
zellulare Kompartimente aufgenommen oder Uber lonenkanale der Zellmembran in den
extrazellularen Raum verbracht. Der Transport von Ca®* Uber die Zellmembran in den
extrazellularen Raum erfolgt in der Regel gegen den elektrischen und chemischen Gradienten
des lons, ist also ein energieabhangiger Vorgang, der ATP-abhangige Ca2+-Pumpen bendtigt.
Als intrazelluldre Ca”'-Speicher dienen das Sarcoplasmatische Reticulum (SR) und die
Mitochondrien. Das SR glatter Muskelzellen kann bis zu 30 mmol Ca2+/kg Trockengewicht
akkumulieren, diese Menge ist ausreichend, um bei einer dem Konzentrationsgradienten
folgenden, passiven Freisetzung in das Zytoplasma den kontraktilen Apparat zu aktivieren. Der
Transport des Ca** aus dem Zytoplasma in das SR erfolgt durch ATP-abhangige Ca®*-Pumpen
in der Membran des SR (17).
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Seit mehr als 25 Jahren ist bekannt, dall die zyklischen Nukleosidmonophoshate cAMP und
cGMP als universelle intrazellulare Second Messenger auch an der Regulation der Kontraktion
und Relaxation glatter Muskulatur beteiligt sind. Fir die Aktivierung der cNMP-Synthese ist ein
System membrangebundener Proteine verantwortlich, das aus einem Rezeptor, einem
Bindungsprotein und den Enzymen Adenylatzyklase (AC) und Guanylatzyklase (GC) besteht.
Dieses System setzt die Bindung eines externen Liganden - dabei kann es sich um einen
Neurotransmitter, ein Hormon oder einen anderen primaren Botenstoff handeln - an einen
(Membran)Rezeptor voraus. cAMP vermittelt die durch R-Sympathomimetika und andere
Aktivatoren der AC (z.B. Forskolin) induzierte Relaxation, cGMP vermittelt die relaxierende
Wirkung zahlreicher NO-freisetzender Vasodilatatoren wie Natriumnitroprussid und die
endogener Hormone und regulatorischer Substanzen wie des Atrial Natriuretic Peptide (ANP).
Die Wirkung von cAMP und cGMP beruht auf deren Bindung an regulatorische Untereinheiten
cNMP-abhangiger Proteinkinasen (cAK, cGK), wodurch die katalytische Untereinheit dieser
Enzyme fir die Phosphorylierung zellularer Proteine aktiviert wird. Es wird vermutet, dal®
Proteinkinasen im aktivierten Zustand eine Untereinheit der MLCK und integrale Proteine des
Sarcoplasmatischen Reticulums phosphorylieren. Bei den SR-Proteinen handelt es sich
wahrscheinlich um Ca®-Kanale und um Phospholamban, ein regulatorisches Protein SR-
assozierter Ca®-bindender ATPasen, die den Ca®-Transport aus dem Myoplasma in das
Lumen des SR energetisch vermitteln. Diese Phosphorylierungsreaktionen fiihren Uber eine
Inaktivierung der MLCK, die Anderung der raumlichen Struktur von lonenkanale oder eine
Aktivierung der ATPasen zu einer Verringerung der intrazelluldren Konzentration freien Ca®".
Die Verarmung des zytosolischen Raumes an Ca** teilt sich dem kontraktilen Apparat der
Muskelzelle mit und induziert eine Relaxation. Die Effekte einer Erhdhung der intrazellularen
cNMP-Konzentrationen variieren innerhalb verschiedener Gewebe. Wahrend in der glatten
Muskulatur der Atemwege eine Erhéhung des cAMP-Gehaltes zu einer Relaxation flhrt, ist es
in der GefalBmuskulatur die Erhdhung des cGMP-Gehaltes, die diese Reaktion auslést. Im
Gegensatz dazu fihrt ein cAMP-Anstieg im Herzmuskel nicht zu einer Relaxation, sondern
induziert einen positiv inotropen Effekt. Von wesentlicher Bedeutung fiir die intrazellulare
Signaliibertagung bei der Tonusregulation ist neben der AC/GC - cAMP/cGMP - cAK/cGK-
Kaskade das Phosphatidylinositol (Pl), ein Phospholipid der Membraninnenseite. Nach einem
externen Signal, z.B. der Bindung eines kontraktilen Agonisten an einen Rezeptor der
Membran, wird Pl zum Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP,) phosphoryliert und anschliel’end
von einer Phospholipase zu Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DG) hydrolisiert. Das
wasserldsliche IP; diffundiert ins Zytoplasma und bindet sich an Rezeptoren des SR, was einen
Ca”*-Efflux aus dem SR bewirkt.
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Das auf diese Weise mobilisierte Ca®* aktiviert dann als Third Messenger die Ca**/Calmodulin-
abhangige MLCK, die durch die Phosphorylierung ihrer Zielproteine eine kontraktile Reaktion
auslost. Das DG verbleibt in der Membran und aktiviert dort die Proteinkinase C (PKC), ein in
eukaryontischen Zellen ubiquitares phosphorylierendes Enzym. Zu den von der PKC
phosphorylierten Proteinen gehdren in glatten Muskelzellen u.a. Mikrotubuli-assozierte Proteine
des Cytoskeletts und das Myosin. Eine Aktivierung der PKC bewirkt synergistisch mit dem durch
IP; mobilisierten Ca** eine kontraktile Reaktion (14,18).
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Abb.2: Intrazellulare Mechanismen der Tonusregulation glatter Muskelzellen: Durch Bindung externer Liganden an
Membranrezeptoren (R) erfolgt zunachst die Aktivierung GTP-bindender Proteine. Diese stimulieren entweder die
Aktivitdt membran-assozierter Zyklasen oder die der Phospholipase C. Die Phospholipase C hydrolisiert PIP2 zu
Inosotoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin. IP3 diffundiert ins Cytoplasma und verursacht die Freisetzung von Ca®
aus dem Sarcoplasmatischen Reticulum. Ca®" aktiviert als Third Messenger die MLCK, eine Ca?'/ Calmodulin-
abhangige Proteinkinase, die durch die Phosphorylierung ihres Zielproteins eine kontraktile Reaktion ausldst. Die
durch Zyklaseaktivitdt gebildeten zyklischen Nukleosidmonophosphate cAMP und cGMP binden sich an die
regulatorischen Untereinheiten cNMP-abhangiger Proteinkinasen, die im aktivierten Zustand lonenkanédle des SR
oder regulatorische Proteine membransténdiger ATPasen phosphorylieren. Die Phosphorylierungsreaktionen fiihren
letztlich zu einer Herabsetzung der zytoplasmatischen Konzentration freien Ca?" und somit zu einer Relaxation der
Muskelzelle. Externe Signalmolekiile sind z.B. das Adrenalin, das an alpha- und R-adrenergen Rezeptoren bindet,
das an Muscarin-Rezeptoren bindende Acetylcholin, das R-Sympathomimetikum Isoproterenol und die bioaktiven
Peptide VIP und ANP. (Mit Genehmigung aus: Uckert S.: Untersuchungen zur funktionellen Relevanz cAMP- und
cGMP-abhangiger Signaliibertragungswege bei der Tonusregulation des porcinen Detrusormuskels. Dissertation zum
Dr. rer. biol. hum., Medizinische Hochschule Hannover, 1998)
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1.5  Stickoxid (NO) und seine Bedeutung im unteren Harntrakt

Eine Relevanz von Stickoxid-Synthasen (NOS) und des gasférmigen Signalmolekils NO in der
Kontrolle biologischer Funktionen wird fir die Organe des mannlichen und weiblichen
Harntrakts postuliert. So wird eine Beteiligung von NO in der Regulation der Nierenfunktion, der
Speicherphase der Harnblase, Einleitung der Miktion, sowie der Kontrolle der glatten Muskulatur
in der Transitionalzone der Prostata vermutet (19).

Immunhistochemische Untersuchungen zeigten NOS-Aktivitdt in den Geweben und Organen
der ableitenden Harnwege, NO ist hier wahrscheinlich Teil des komplexen Mechanismus der
Regulation des Tonus der glatten Muskulatur (20). MAMAS et al. (2003) postulieren eine Rolle
des NO fir die Relaxation der Urethralmuskulatur wahrend des Miktionsvorgangs (21). Auch im
Urothel des prostatischen Anteils der mannlichen Harnréhre sowie im sekretorischen Epithel
glandularer Bereiche der Prostata konnte mittels Bindungsstudien, welche den radioaktiv
markierten Liganden L-NOARG, einen Inhibitor der NOS, verwendeten, die Expression der
neuronalen und endothelialen Isoform des NO generierenden Enzyms nachgewiesen werden
(22). Ebenso prasentieren Nervenfasern, die das Urothel der Harnblase sowie die aullere der
drei Lagen glatter Muskulatur des Musculus detrusor vesicae innervieren, Immunreaktivitat
gegen die nNOS. Die Exposition isolierter Streifenpraparate der Detrusormuskulatur gegen den
NO-Donor SIN-1 flhrte zwar zu einer Stimulation der Produktion des Second Messenger cGMP
in dem Gewebe, verursachte allerdings lediglich eine marginale Reversion der durch
muskarinerge Agonisten induzierten tonischen Kontraktion der glatten Muskulatur. Im
Gegensatz dazu zeigten sich Wirksubstanzen, die zu einer intrazellularen Akkumulation von
cAMP fiihren, wesentlich effektiver (23). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dal die
NO/cGMP-Kaskade und ihre Schlisselenzyme wahrscheinlich nicht die ultimativen Mediatoren
der Relaxation der Detrusormuskulatur sind, sondern synergistisch mit anderen

Signallbertragungswegen wirken.

In Dilnnschnitten der Prostata konnte Immunaktivitit gegen die nNOS in varikosen
Nervenfasern und ganglionartigen Strukturen der Ubergangszone gezeigt werden. Im
glandularen Epithel und in den Zellen des subepithelialen Bereichs fand sich NADPH-
Diaphorase, ein wichtiger immunzytochemischer Marker fir die Expression von NOS, lokalisiert.
Diesen Immunreaktionen konnte bisher jedoch keiner der bekannten Isoformen der NOS

eindeutig zugeordnet werden.
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Eine Beteiligung von NO und cGMP an der Kontrolle der glatten Muskulatur der Prostata ergibt
sich aus funktionellen Studien, die demonstrierten, dal® die durch transmurale elektrische
Feldstimulation induzierte phasische Relaxation isolierter Streifenpraparate aus der
Ubergangszone der Driise durch den NOS-Inhibitor L-N®-Nitroarginin (L-NNA) antagonisiert,
durch die exogene Gabe des NO-Donors Natriumnitroprussid (NNP) oder des NOS-Substrats L-
Arginin dagegen potenziert wurde (24). Die Verwendung von NO-Donatoren und anderen
Wirksubstanzen, welche eine intrazellulare Akkumulation von cGMP induzieren, in der
Pharmakotherapie des Benignen Prostata-Syndroms (BPS) einschlieRlich der Lower Urinary
Tract Symptomatology (LUTS) und Benignen Prostatahyperplasie (BPH) ist daher gegenwartig

Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion und klinischer Studien (25-28).

Auch die Funktion der mit der Prostata assoziierten akzessorischen Reproduktionsorgane, der
Vesicula seminalis, setzt offensichtlich die Aktivitdt der NO-Kaskade voraus: UCKERT et al.
(2003) konnten im sekretorischen Epithel lakunarer Bereiche der Samenblase mit immunzyto-
chemischen Methoden NADPH-Diaphorase nachweisen. Darlber hinaus fand sich nNOS in
zahlreichen subepithelial verlaufenden Nervenfasern sowie in Faserblindeln, welche die glatte
Muskulatur der Vesicula seminalis innervieren (29). Diese Beobachtungen werden als Hinweis
auf einen durch NO und cGMP vermittelten Sekretionsmechanismus und eine inhibitorische
Wirkung der NO-Signaltransduktion auf die Kontraktilitdt der glatten Muskulatur der
Samenblasen gewertet. So zeigten HEUER et al. (2002) und MACHTENS et al. (2003) eine
Antagonisierung der durch alpha-adrenerge Agonisten oder elektrische Feldstimulation
induzierten Kontraktion isolierter Streifenpraparate der Vesicula seminalis durch die Nitro-
vasodilatatoren NNP und Linsidomin (SIN-1) und die S-Nitrosothiole GSNO und SNACET, die
mit einer Erhéhung des Gewebegehalts von cGMP einherging (30,31).
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Die Stickoxid (NO) - cGMP Signalkaskade

L-Arginin
L-Citrullin

‘NOS)

‘ Stickoxid (NO)

Proteinkinasen (cGK)
‘ ~~+ PDE2, PDE3

)_. CGMP — (onenkanale

GTP 5 GMP

Abb. 3: Schematische Darstellung der zellularen Ubertragungswege und ihrer Funktions-proteine, die in
der glatten Muskulatur des Urogenitaltrakts an der Kontrolle der durch cGMP vermittelten
Signaltransduktion beteiligt sind. Das von der endothelialen und neuronalen Isoform der Stickoxid-
Synthase (eNOS, nNOS) produzierte gasférmige Molekil Stickstoffmonoxid (NO) bindet an die im
Zytoplasma der Zielzelle lokalisierte losliche Form der Guanylatzyklase (sGC) und stimuliert die
Konversion von Guanosintriphosphat (GTP) in cGMP. Wesentliche Funktionskomponenten der
Mechanismen der Kontrolle des Tonuszustands glatter Muskulatur durch cGMP sind Phosphodiesterase-
Enzyme (PDEn), lonenkanale cGMP-bindende Protein-kinasen (PK). Die intrazellularen Konzentrationen
zyklischer Nukleotide werden durch PDE-Isoenzyme reguliert, welche die Hydrolyse zyklischen 3°5°-
Guanosinmonophosphats zu nicht-zyklischem 5°-Guanosinmonophosphat katalysieren. Sechs (6) cGMP-
hydrolisierende PDE-Isoenzyme sind beschrieben (PDE1, PDE5, PDE6, PDE9, PDE10, PDE11)
(Verwendung mit freundlicher Genehmigung durch Herrn Prof. Petter Hedlund, Universitatsklinik Lund,
Abtl. Klinische & Experimentelle Pharmakologie, Lund, Schweden).
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1.6 Die Phosphodiesterase (PDE)-Isoenzyme

Die intrazelluldaren Konzentrationen der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP werden durch
das Verhaltnis zwischen ihrer Produktion durch zellulare Adenylat- und Guanylatzyklasen und
der Degradierung durch Phosphodiesterasen (PDE, EC 3.1.4.17), einer heterogenen Gruppe
hydrolytischer Enzyme, reguliert. Das humane Genom enthalt 21 Gene, die fur 11 verschiedene
Familien von PDE-Proteinen (Isoenzymen) codieren. Durch die Aktivitat multipler
Genpromotoren und einem alternativen Splicing nach der Translation kodiert jedes Gen fir
mehr als ein Isoenzym. Bisher sind mehr als 40 PDE-Isoformen beschrieben, die sich in ihren
kinetischen Eigenschaften, ihrer Affinitat fir die Substrate cAMP und cGMP, ihrer Sensitivitat
gegen allosterische Aktivatoren oder Inhibitoren und ihrer Aminosauresequenz unterscheiden.
Jede PDE verfiigt Gber eine hochkonservierte katalytische Domane, die von 270 Aminosauren
gebildet wird und in der Nahe des Carboxyl (-CO,H)-Terminus des Proteins lokalisiert ist
(32,33).

Zu den cAMP-spezifischen PDE (cAMP-PDE) zahlen die Isoenzym-Familien PDE2, PDE3,
PDE4, PDE7 und PDES8, cGMP-spezifisch Isoenzyme (cGMP-PDE) sind die PDE5, PDE6 und
PDE9, wahrend die PDE1, PDE10 und PDE11 beide Substrate mit gleicher Affinitat binden und
umsetzen [63,64]. Die PDE1, die sich vor allem im zentralen Nervensystem und in Blutgefalen
lokalisiert findet, ist eine Ca**/Calmodulin-abhéngige Isoform, die cAMP und cGMP mit
equivalenter Affinitat hydrolisiert. Die PDE 2, die ebenso wie die PDE3 als ein Leitenzym des
Myokards und der glatten Muskulatur des Gefalisystems gilt, ist eine cAMP-spezifische PDE,
deren Aktivitat durch cGMP stimuliert wird. Im Gegensatz zur PDE2 wird die Hydrolyseaktivitat
der PDE3 durch cGMP inhibiert. Beschrieben sind aulRerdem die PDE4 (cAMP-PDE) und die
PDE5 (cGMP-PDE), letztere ist eines der wichtigsten Funktionsenzyme in der Kontrolle des
Tonuszustands der vaskuldren und nicht-vaskularen glatten Muskulatur des Corpus
cavernosum penis. Die PDEBG, die in erster Linie cGMP degradiert, wurde bisher ausschlieRlich
in den Zapfen- und Stabchenzellen der Retina gefunden, wo sie wesentlich am Mechanismus
der Photorezeption beteiligt ist. Die Aktivitat der PDE7, einem Isoenzym mit hoher Affinitat fir
cAMP, das aber insensitiv gegen den (cAMP-) PDE-Inhibitor Rolipram ist, konnte in der
quergestreiften Skelettmuskulatur und in immunkompetenten Zellen, den T-Lymphozyten,
nachgewiesen werden. Die PDES8, ebenfalls eine cAMP-PDE, wird vor allem in den Testes, im
Ovar und in der intestinalen glatten Muskulatur des Menschen exprimiert. Charakteristisch fur
diese Isoform ist die Eigenschaft, dall ihre hydrolytische Aktivitdt ausschlieBlich durch den
dualen PDE5/PDE1-Inhibitor Dipyridamol, nicht jedoch durch den unspezifischen PDE-Inhibitor

Isobutylmethylxanthin (IBMX) hemmbar ist.
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Die Aminosauresequenz der PDE9, ein Isoenzym, das aus der Milz, der Niere, dem Dunndarm
und dem Gehirn des Menschen isoliert wurde, ist zu 34% mit derjenigen der PDES8 identisch
(34,35). Das Isoenzym ist hochspezifisch fir cGMP, sensibel gegen die PDES5-Inhibitoren
Zaprinast und SCH 51866, allerdings unempfindlich gegen alle anderen selektiven und nicht-
selektiven PDE-Inhibitoren (36). Die funktionelle Relevanz der sogenannten Dual Substrate
Phosphodiesterasen PDE10 und PDE11, die sowohl cAMP als auch cGMP mit hoher Affinitat
binden, ist bisher noch nicht umfassend aufgeklart (33,37).

Arbeiten zur Verteilung der PDE-Isoenzyme in Geweben und Organen haben markante
spezies- und gewebespezifische Unterschiede ergeben. Mehr als 90% der cAMP-
hydrolysierenden Phosphodiesterase-Aktivitdt wird im Gehirn des Rindes von der PDE1, in
humanen Thrombozyten von der PDE3 und in der menschlichen Niere von der PDE4
reprasentiert (38,39). Wahrend einige Isoenzyme in zahlreichen Organsystemen vorkommen,
ist die Verteilung anderer limitiert: Die PDE3 ist ein physiologisch relevantes Isoenzym der
humanen Hepatocyten, der Thromozyten und des Herzmuskels, wahrend die hydrolytische
Aktivitat der PDEG lediglich in den Zellen der Retina nachgewiesen werden kann (40,41,42). In
den Gewebe- und Organsystemen einer Spezies kénnen auflerdem verschiedene Isoformen
einer Isoenzym-Familie prasent sein: Die PDE1 aus Leber-, Hirn- und Fettgewebe einiger
Saugetiere sind durch eine hohe Affinitat fir cGMP und eine geringe Affinitat fir cAMP
charakterisiert, die Isoformen des Herzmuskels und der Nieren durch eine hohe Affinitat zu
beiden Substraten. Aus der Leber, den Nieren und der glatten Muskulatur der Atemwege
wurden Subtypen der PDE4 separiert, deren Sensitivitdten gegen die selektiven Inhibitoren
Rolipram und Ro 20-1724 um einen Faktor 5 - 15 variieren.

Die Anwesenheit eines PDE-Isoenzyms in einem Gewebe ist nicht unbedingt ein Hinweis auf
eine physiologische Bedeutung in den Zellen. So entfallt z.B. in Gewebehomogenaten glatter
Muskulatur der Atemwege des Hundes 85% der cAMP-Hydrolyse auf die PDE1C, 10% auf die
PDE3 und lediglich 5% auf die PDE4, obwohl die PDE4 das regulatorisch relevante Isoenzym
bei der Kontrolle des cAMP-Gehaltes und des Muskeltonus im intakten Gewebe zu sein scheint
(43,44,45). Es wird vermutet, dass die Ursache flir diese Diskrepanz eine Kompartimentierung
der Isoenzyme innerhalb der Zelle ist, die ein wichtiger Faktor flr die Definition der
regulatorischen Bedeutung eines Isoenzyms sein kann. Deutliche Unterschiede zwischen der
relativen PDE-Aktivitat der zytosolischen und partikularen Fraktionen verschiedener Gewebe
sind beschrieben: 50% - 70% der PDE-Aktivitdt in Herzmuskel-, Leber-, und Fettzellen ist
membrangebunden, 80% - 90% der PDE-Aktivitat in glatter Muskulatur, Nierenzellen und

Thrombozyten findet sich in der zytosolischen Fraktion.
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Wahrend einige Gewebe fast alle PDE-Subtypen exprimieren, finden sich in anderen nur
wenige Isoenzyme. Selbst in solchen Organen und Geweben, in denen zahlreiche PDE
exprimiert werden, dominieren nur wenige die Kontrolle der zelluldren Funktionen. Diese relative
Gewebespezifitdt und die Sensitivitdt gegen selektive Inhibitoren macht die PDE zu einem

interessanten Ziel der pharmakologischen Beeinflulung.

1.7 Urolithiasis

Eine der haufigsten Ursachen einer supravesikalen Obstruktion ist die intraluminale Verlegung
des Ureters durch einen Harnleiterstein, was meist mit dem akuten Symptom der Kolik
verbunden ist. Die Pravalenz des Harnsteinleidens in den westlichen Industrienationen ist mit
4% - 12 % angeben, die Zahl der Patienten, die aufgrund einer chronischen Niereninsuffizienz,
verursacht durch Urolithiasis, dialysepflichtig werden, macht 5% der Gesamtzahl der pro Jahr
der Dialyse zugeflihrten Patienten aus (46). Die Urolithiasis hat somit epidemiologisch den
Charakter einer Volkskrankheit, vergleichbar dem Diabetes mellitus. In der Regel fihrt eine
Urolithiasis nicht zu renalen Folgeschaden, da es bei einem Durchmesser des Konkrements von
weniger als 4 mm bei ca. 80 % der Patienten zu einem spontanen Abgang des Steins kommt,
auch bei einer GréRRe zwischen 4 mm und 6 mm betragt die Rate des spontanen Abgangs unter
konservativer Therapie noch 50 %, bei einer Steingréen von mehr als 10 mm jedoch nur noch
etwa 2% - 23% (47,48).

Die Harnleiterkolik, die unabhangig von der GréRe des Konkrements auftreten kann, ist durch
einen schlagartig einsetzenden stechenden, als vernichtend beschriebenen Schmerz
charakterisiert, der wellen- oder wehenartig in kurzen Intervallen auftritt. Zu den
Begleitsymptomen gehéren Ubelkeit, Erbrechen und Meteorismus, durch vasovagale
Reaktionen kann es zu Dysregulationen des Kreislaufs bis zum Kollaps kommen. Es wird
postuliert, daflt der Kolikschmerz durch die spastische Kontraktion der Uretermuskulatur um den
Fremdkorper ausgeldst wird (49). Andere Autoren bezweifeln diesen pathophysiologischen
Mechanismus und sehen in einer Uberdehnung der Wandung des Harnleiters durch die
Stauung der Harnsdule und einer durch die Reibung des Steins verursachten lokalen

Entziindung (Odem) der Tunica mucosa die Ursache der Schmerzereignisse (50).
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Wahrend es in den letzten 20 Jahren auf dem Gebiet der nicht-invasiven Zertrimmerung von
Harnleitersteinen, der sogenannten extrakorporalen StoRwellenlithotripsie (ESWL), und der
endoskopischen Desintegration und Extraktion von Konkrementen innovative technische
Neuerungen gegeben hat, ist die konservative medikamentose Therapie der Harnleiterkolik
nach wie vor wenig standardisiert und von einer gewissen Stagnation gepragt. Mittel der Wahl
sind in erster Linie potente Analgetika wie das Metamizol (Novalgin®) oder Morphine, sowie
Diclofenac-Natrium und Indomethacin, welche die Produktion pro-inflammatorischer
Prostaglandine durch das Enzym Prostaglandin-Synthetase inhibieren (51,52). Auch die
Kombination von Novalgin® mit Scopolaminbutylbromid (Buscopan®) mit dem Ziel einer
synergistischen Spasmoanalgesie wird verwendet, die Wirkung des Scopolaminbutylbromid
sieht man in einer postganglionaren Inhibition des parasympathischen EinflulRes auf die
ableitenden Harnwege und die dadurch verursachte Dampfung der spasmischen Aktivitat der
Uretermuskulatur (53). Die spasmolytische Komponente des Buscopan® ist jedoch umstritten,
der Erfolg einer Therapie der Kolikereignisse mit dem Medikament wird uneinheitlich beurteilt
(54). Die physiologische Ursache der marginalen Effektivtat des Scopolaminbutylbromid kénnte
eine bereits von HERTLE & NAWRATH (1986) postulierte Dominanz der sympathischen
Innervation in der Kontrolle der kontraktilen Aktivitat der glatten Muskulatur des Harnleiters sein
(3). Auch die Wirkungen anderer spasmolytischer Substanzen, darunter der K'-Kanaléffner
S 0121, der NO-Donor Gylceryltrinitrat (GTN), der Ca*- Kanalblocker Nifedipin, der alphaa/p-
Adrenozeptorantagonist Tamsulosin und das Parasympatholytikum Rociverin, auf den Tonus
der Uretermuskulatur, die Passage distal lokalisierter Konkremente und die Koliksymptomatik
waren in den vergangenen Jahren Gegenstand wissenschaftlicher und klinischer Studien,
keiner dieser Wirkstoffe hat sich als Goldstandard in der klinischen Routine durchgesetzt (55-
60). Effektive spasmolytische und anti-inflammatorische pharmakologische Therapieoptionen,
welche auf die Ursachen der Schmerzsymptomatik, namlich die lokalen Spasmen und

Entziindungsreaktionen, zielen, sind somit bisher nicht verfiigbar.

-15 -



Fragestellung

2. Fragestellung

Voraussetzung fir Fortschritte in der medikamentdsen Therapie von Dysfunktionen des oberen
Harntrakts ist das Verstandnis der zellularen Mechanismen, welche die Funktion der Organe
regulieren. Zahlreiche Arbeiten haben eine Bedeutung der cGMP- und cAMP-abhangigen
intrazellularen Signallbertragung und ihrer Schliisselenzyme, den Stickoxid-Synthasen (NOS),
Guanylatzyklasen (sGC) und Phosphodiesterasen (PDE), in der Kontrolle der glatten
Muskulatur des Corpus cavernosum penis, Detrusors, der Urethra und der Transitionalzone der
Prostata gezeigt. In der Urologie hat die Verwendung von selektiven Inhibitoren der PDES
(cGMP-PDE) die orale Pharmakotherapie der Erektilen Dysfunktion (ED) revolutioniert.
Theoretisch ware die Modulation der Aktivitat intrazellularer Schlisselenzyme der
Tonusregulation  (Adenylatzyklasen, NOS, sGC, Phosphodiesterase-lsoenzyme) eine

interessante Option der Behandlung des mit der Urolithiasis verbundenen Kolikleidens.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte des Adenylatzyklase-Aktivators Forskolin, der NO-
Donatoren Natriumnitroprussid (NNP) und Dihydropyridin (DHP) sowie selektiver Inhibitoren der
PDE-Isoenzyme PDE1, PDE3, PDE4 und PDE5 auf tonische Kontraktion isolierter
Ringsegmente des humanen Ureters zu untersuchen. Aulerdem wurden radioimmunchemische
Untersuchungen zur Wirkung der Testsubstanzen auf die intrazelluldre Akkumulation der
zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP in der glatten Muskulatur des Ureters durchgefihrt.
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3. Material & Methoden

31 Gewebeasservierung

Langliche Exzidate aus dem medianen Bereich des Ureters wurden unter Beachtung der
Regulatorien der lokalen Ethik-Kommission der Medizinischen Hochschule Hannover im
Rahmen von Tumornephrektomien von insgesamt 40 Patienten im Alter von 30 bis 80 Jahren
entnommen, sofort in eine eisgekiihlte organprotektive Lésung (CUSTODIOL®, HTK-Losung
nach Bretschneider zur Kardioplegie und Multiorganprotektion, Dr. Franz Kéhler Chemie GmbH,

Alsbach) verbracht und zur weiteren Praparation in das Labor transportiert.

3.2 Funktionelle Organbad-Studien

Nach sorgfaltiger Entfernung von Fett- und Bindegewebsanteilen wurden etwa 2 mm - 3 mm
starke zirkuldare Segmente prapariert und unter Standardbedingungen in den MelRkammern
eines horizontalen und vertikalen Organbad-Systems (Mayflower Organbad-System, Hugo
Sachs Elektronik GmbH, March; IOA 5306, Féhr Medical Instruments GmbH, Seeheim) fixiert.
Die Badkammern (Fullvolumen 10 ml) waren mit einer modifizierten KREBS-RINGER-L6sung
geflllt (NaCl 128 mM, NaHCO; 15 mM, KCI 4.6 mM, CaCl, 2.5 mM, NaH,PO, 1.2 mM, MgCl,
1.2 mM, Glucose 22 mM, 2Na" (Ca2+) EDTA 0.1 mM, pH 7.2 - 7.4), die auf 37°C temperiert war
und kontinuierlich mit einem Gemisch aus 95% O, und 5% CO, (Carbogen) oxigeniert wurde.
Dem Anlegen einer passiven Vorspannung von 10 mM (1 g) folgte eine Aquillibrierungsphase
von 60 min. AnschlieRend wurde die kontraktile Aktivitdt der Uretermuskulatur durch KCI (80
mM) stimuliert. Nach dem Erreichen einer stabilen tonischen Kontraktion wurden die
Testsubstanzen - der Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin, die NO-Donatoren Natriumnitro-
prussid (NNP) und Dihydropyridin (DHP) sowie die PDE-Inhibitoren Quazinon (Ro 13-6438) und
Trequinsin (HL 725) (PDE3-Inhibitoren), Rolipram (ZK 62711, PDE4-Inhibitor), Zaprinast (M&B
22984), Diethylaminosulfonylpyrazolopyrimidin (BAY 12-7714 = DASPP), E 4021 (BAY 15-5619)
und Morpholinosulfonylpyrazolopyrimidin  (BAY 12-7715 = MSPP) (PDE5-Inhibitoren) in
kumulativer Dosierung (0.01 pM - 10/100 pM). zugegeben. Mechanische Spannungs-
anderungen der Muskulatur wurden mit Kraftaufnehmern (HSE F30 Force Transducer, Hugo
Sachs Elektronik GmbH, March; Force Displacement Transducer FT03, Grass Instrument Co.,
Quincy, USA) registriert, mit Verstarkereinheiten amplifiziert (DBA DC Bridge Amplifier Type 66,
Hugo Sachs Elektronik GmbH, March; Transducer FT 03, Grass Instrument Co., Quincy, USA)
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und mit einem Analog-Schreiber (Graphtec Linearcorder Mark 8, Graphtec Corp. Tokio, Japan)

oder einem analog-digitalen Melidatenerfassungssystem (MacLab®, AD Instruments, Castle Hill,
Australien) aufgezeichnet. Stammldsungen (10 mM) der verwendeten Testsubstanzen wurden
mit Polyethylenglykol (DHP), Methanol (Ro 13-6438), Ethanol (HL 725), Dimethylsulfoxid
(Forskolin, E 4021, DASPP, MSPP), 0.1 M NaOH (Zaprinast) oder 0.9%iger NaCl-Lésung
(NNP) hergestellt und mit isotonischer NaCl-Losung zum weiteren Gebrauch verdinnt. In den

Organbad-Experimenten war die Konzentration der nichtwassrigen Lésungsmittel < 1%.

Abb. 4: Detaildarstellung einer Einheit des horizontalen MAYFLOWER Organbad-Systems (Hugo Sachs
Elektronik GmbH, March): Abgebildet ist eine Badkammer mit Oxygenierungsfritte, Komponenten des die
Pufferlésung zuflihrenden und ableitenden Umlaufsystems sowie ein Kraftaufnehmer des Typs HSE F30
mit Feintrieb.
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3.3 Bestimmung der Gewebekonzentrationen zyklischer Nukleotide

3.3.1 Expositionsexperimente

Zur Bestimmung der Effekte der Testsubstanzen auf die intrazellulare Konzentration der
zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP wurden die Ureterringe analog zu den Organbad-
Experimenten in 2 ml Reaktionsgefalen, die mit KREBS-RINGER Loésung gefiillt waren,
zunachst unter kontinuierlicher Oxigenierung flr 60 min. inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Exposition gegen Forskolin und NNP (0.01, 1.0 und 100 pyM) fir 2 min., 5 min. und 10 min.
sowie gegen DHP und die PDE-Inhibitoren (1 yM, 10 uM und 100 yM) fir 10 min. Als Kontrolle
dienten Gewebestreifen nach Inkubation mit dquivalenten Volumina RINGER-L&sung oder 0.9%
Saline. Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde das Gewebe in vorbereitete Reaktionsgefalle

transferiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend pulverfein homogenisiert.

3.3.2 Radioimmunochemische Quantifizierung von cAMP und cGMP

Die Extraktion zyklischer Nukleotide erfolgte durch Resuspendierung der Gewebehomogenate
in 1 ml 80% Ethanols, Sonifizierung der Suspensionen fir 5 min. und anschlieRender
Zentrifugation (5 min. bei 1.700 g). Die alkoholischen Uberstande wurden abgezogen und
gefriergetrocknet, die Lyophilisate in 1 ml RIA-Puffer (50 mM NaAc pH 6.0) aufgenommen.
Jeweils 200 pl der resuspendierten Proben wurden in Reaktionsgefalen vorgelegt und mit
jeweils 6.7 pl eines Gemisches aus Triethylamin/Essigsaure (Verhaltnis 2:1) bei Raum-
temperatur acetyliert. Alle im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte wurden bei 4°C
durchgefiihrt. Aliquots von 5 ul der acetylieten Proben wurden in RIA-geeigneten
Reaktionsréhrchen vorgelegt, mit NaAc-Puffer 1:50 verdunnt (keine Verdiinnung der Proben zur
Bestimmung von cGMP) und zunachst mit 100 ul der Suspension eines Kaninchen-Antikorpers
gegen acetyliertes cAMP (Verdinnung 1:50.000) bzw. cGMP (Verdiinnung 1:200.000) in einer
0.15% Gammaglobulin-Lésung in RIA-Puffer, dann mit 50 pl Tracer ('**J cAMP / cGMP in RIA-
Puffer, eingestellt auf 5.000 - 7.000 cpm) versetzt, gut durchmischt und 12 h bei 4°C inkubiert.
Die Fallung des gebundenen Antikérpers erfolgte nach dem Ende der Inkubationszeit durch
Zugabe von jeweils 100 pl einer 0.8% Gammaglobulin-Lésung (in RIA-Puffer) und 750 pl einer
15% PEG-L6sung (in 10 mM Tris/HCI pH 7.4), gefolgt von einer 30 minltigen Inkubation bei
4°C.
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Nach Zentrifugation (20 min. bei 3.000 rpm), dem Absaugen des Uberstandes, erneuter
Zentrifugation (5 min. bei 3.000 rpm) und dem vollstandigen Absaugen des noch verbliebenen
Uberstandes wurde die Aktivitat der Pellets in einem Gammacounter (1470 Wizard Automatic
Gamma Counter, WALLAC, Turku, Finnland) bestimmt. Durchgefiihrt wurden Doppel-
bestimmungen, die gegen eine Standardreihe acetylierten cAMP/cGMP im Konzentrations-
bereich von 20 nM/I - 0.08 nM/I (20, 10, 5.0, 2.5, 1.25, 0.63, 0.3, 0.16 und 0.08 nM/I) gemessen
wurden. Alle MelRwerte wurden um den Betrag der unspezifischen Bindung des Antikorpers, der
sich aus der Aktivitat einer Nullprobe ergab, in der 50 ul acetylierter RIA-Puffer, 100 pl 0.15%

Gammaglobulin-Lésung und 50 ul Tracer vorgelegt waren, korrigiert.

3.4 Proteinbestimmung

Die quantitative Bestimmung I6slicher Proteine erfolgte mit einem PIERCE BCA Protein Assay®
(Pierce Chemical Company, Rockford, USA) entsprechend der Gebrauchsvorschrift gegen
einen Standard bovinen Serumalbumins (1 mg/ml - 0.0078 mg/ml). Der Test beruht auf der
Reduktion von Cu** zu Cu" durch Proteine in einem alkalischen Medium (Biuret - Reaktion) und
der zeitabhangigen Bildung eines Cu” - Bicinchoninat Komplexes, dessen Extinktion bei 562 nm

gemessen wird.

3.5 Auswertung der Experimente

Die Organbad-Experimente wurden 8 - 12 mal an Uretersegmenten wiederholt, die von
mindestens zwei (2) verschiedenen Patienten stammten. Alle Daten sind als Mittelwerte (MW) +
der Standardabweichung (SD) vom Mittelwert angegeben. Dargestellt ist die um Lésungsmittel-
Effekte korrigierte Reversion (%) der tonischen Kontraktion nach Substanzzugabe, bezogen auf
die maximale KCl-induzierte Tension (100%). ECso-Werte (Substanzkonzentration, die zu einer
50%igen Reversion der maximalen, KCl-induzierten Kontraktion fihrte) wurden graphisch nach
nicht-linearer  Regression  bestimmt. Zur Validierung der radioimmunchemischen
Untersuchungen wurden pro Substanz und Konzentration jeweils 3 - 5 ringférmige
Uretersegmente inkubiert. Nach der unter 3.3.2 beschriebenen Aufarbeitung wurden dann mit
den resuspendierten Lyophylisaten Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Ermittlung
signifikanter Erhéhungen von cAMP und cGMP gegen eine Negativkontrolle erfolgte mit dem
Student's t-Test.

-20 -



Material & Methoden

3.6 Chemikalien & Antikorper

Forskolin, Natriumnitroprussid (NNP), Dimethylsulfoxid und Acetylcholin wurden von der Sigma
Chemical Co. (St. Louis, USA), kristallines bovines Serumalbumin und Gamma-Globulin von
Serva Feinchemikalien GmbH (Heidelberg) bezogen. Rolipram wurde von der Schering AG
(Berlin), U 46619, DHP und die PDE-Inhibitoren Trequinsin (HL 725), Zaprinast (M&B 22984),
E 4021 (BAY 15-5619), DASPP (BAY 12-7714) und MSPP (BAY 12-7715) von der Bayer
HealthCare AG, Geschaftsbereich Bayer Vital GmbH (Wuppertal) Uberlassen, der Kaninchen-
Antikorper gegen acetyliertes cAMP/cGMP von der Abteilung Molekularpharmakologie der
Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) zur Verfiigung gestellt. Quazinon (Ro 13-6438)
stammte von der Biomol GmbH, Hamburg, J cAMP und '*°J cGMP von der Fa.
Immundiagnostik GmbH, Benzheim, und Norepinephrin (Arterenol®) von der Sanofi-Aventis AG,
Frankfurt am Main. Alle anderen in den Experimenten verwendeten Laborchemikalien
stammten, soweit dies im Text nicht naher bezeichnet ist, entweder von der Merck KGaA
(Darmstadt) oder Mallinckrodt-Baker BV (Deventer, Niederlande).
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4. Ergebnisse

41 Organbad-Studien

Kein Ringsegment der Uretermuskulatur zeigte nach der Fixierung in die Badkammern eine
spontane mechanische Aktivitat. Die durch 80 mM KCI induzierte Depolarisierung der Membran
der Myozyten verursachte reproduzierbare, stabile tonische Kontraktionen. Eine phasische
kontraktile Aktivitat der glatten Muskulatur nach der Applikation des depolarisierenden Agenz
wurde nicht beobachtet. Die kumulative Zugabe des alpha-Adrenozeptoragonisten
Norepinephrin, Muskarinrezeptor-Agonisten Acetycholin und Thromboxan A, — Analogons
U 46619 (1 nM - 100 uM) resultierte nicht in einer kontraktilen Kraftentwicklung der Muskel-
segmente.

In den Organbad-Experimenten verursachten alle Testsubstanzen eine dosis-abhangige
Reversion der durch KCI induzierten tonischen Kontraktion, es ergab sich die folgende Reihe
der Substanzeffektivitat (Rn.x = mittlere Reversion der tonischen Kontraktion nach Zugabe der
hochsten Substanzkonzentration): Rolipram (Rpax = 100 £ 0%) > Quazinon (R = 87 + 4%) >
Zaprinast (Rpyax = 76 £ 7%) > BAY 12-7715 (Rpax = 67 £ 10.6%) > NNP (Rpax = 62 £ 5%) >
E 4021 (Riyax = 59 £ 12%) > HL 725 (Rax = 49 £ 3%) > Forskolin (Rpax = 39 + 2%) > DHP (Rpax
=35+ 12%) > BAY 12-7714 (R.x = 12.6 £ 7%). Mit Ausnahme des Adenylatzyklase-Aktivators
Forskolin, NO-Donors DHP und PDE5-Inhibitors DASPP fiihrte die kumulative Zugabe der Test-
substanzen innerhalb des getesteten Konzentrationsintervalls zu einer 50%igen Reversion der
tonischen Kontraktion, folgende ECsp-Werte (mittlere Substanzkonzentration, die eine 50%ige
Reversion der initialen, durch KCI induzierten tonischen Kontraktion verursacht) wurden
abgeleitet: NNP = 4 pyM, HL 725 = 100 uM, Rolipram = 0.1 yM, Zaprinast = 40 yM, MSPP = 20
UM, E 4021 = 50 uM. Aus der Stoffgruppe der PDE5-Inhibitoren war, bezogen auf den ECso-
Wert, MSPP der effektivste Antagonist der Tension der Streifenpraparate. Dennoch ergab ein
direkter Vergleich mit dem Zaprinast keine signifikanten Unterschiede der in vitro - Wirkungen.
Es wurden keine relevanten relaxierenden Effekte der in den Experimenten verwendeten
Konzentrationen der nicht-wasserigen Losungsmittel Polyethylenglykol, Methanol, Ethanol und
Dimethylsulfoxid auf die KCl-induzierte Tension der Uretermuskulatur registriert. Die Ergebnisse
der Organbad-Experimente sind in den Abbildungen 5 (A - C) und 6 (A - C) sowie in der

Tabelle 1 zusammengefasst.
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Abb. 5 A - C: Originalregistrierungen von Organbad-Experimenten zur Wirkung der kumulativen Zugabe
des Nitrovasodilators (NO-Donors) NNP (A), Adenylatzyklase-Aktivators Forskolin (B) und PDES5-
Inhibitors MSPP (BAY 12-7715) (C) auf die durch 80 mM KCI induzierte tonische Kontraktion isolierter
ringférmiger Segmente des humanen Ureters. Die Zeitpunkte der Zugabe von Substanz sind durch *

markiert.
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Abb. 6 A - C: Reversion der durch 80 mM KCI induzierten tonischen Kontraktion isolierter Segmente
glatter Muskulatur des humanen Ureters durch die kumulative Zugabe (1 nM/ 10 nM - 10 yuM/100 uM) des
Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin, der NO-Donatoren Natriumnitroprussid (NNP) und Dihydropyridin
(DHP) (A) und der PDE-Inhibitoren Trequinsin (HL 725), Quazinon (Ro 13-6438) (PDE3-Inhibitoren),
Rolipram (PDE4-Inhibitor) und Zaprinast (PDES-Inhibitor) (B) sowie E 4021 (BAY 15-5619), DASPP (BAY
12-7714) und MSPP (BAY 12-7715) (PDE5-Inhibitoren) (C) Fir jede Dosis-Wirkungskurve wurden n = 8 -
12 Ringsegmente verwendet, die von mindestens zwei verschiedenen Individuen stammten.

-25 -



Ergebnisse

(NO-Donor)

Substanz Rmax * SD (%) EC50 (uM)
Quazinon (Ro 13-6438) 87+4.0 25
(PDE3-Inhibitor)

Trequinsin (HL 725) 49+ 3.0 100
(PDE3-Inhibitor)

Rolipram (ZK 62711) 100 0.1
(PDE4-Inhibitor)

Zaprinast (M&B 22948) 76+7.0 40
(PDES5-Inhibitor)

E 4021 (BAY 15-5619) 59 +12.5 50
(PDES5-Inhibitor)

DHP (Dihydropyridin) 35+ 11.8 (10 uM) NB
(NO-Donor)

BAY 12-7715 67.3+10.6 20
(MSPP, PDES5-Inhibitor)

BAY 12-7714 12.6 £ 7.0 (10 yM) NB
(DASPP, PDE5-Inhibitor)

Forskolin 39.2+23 NB
(AC-Aktivator)

NNP (Natriumnitroprussid) 62+5.0 4.0

Tabelle 1: Effekte der Testsubstanzen auf die durch KCI (80 mM) induzierte tonische Kontraktion
isolierter ringférmiger Segmente glatter Muskulatur des humanen Ureters. Angegeben sind die aus jeweils
8 - 12 Experimenten kalkulierten R, und ECsp-Werte (Rn.x = mittlere Reversion der tonischen
Kontraktion nach Zugabe der héchsten Substanzkonzentration, ECsy = mittlere Substanzkonzentration,
die eine 50%ige Reversion der initialen, durch KCI induzierten tonischen Kontraktion verursacht). NB =

nicht bestimmbar, d.h. EC5, >> 100uM
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4.2 Quantifizierung zyklischer Nukleotide

Die Inkubation isolierter zirkularer Segmente der glatten Muskulatur des Ureters mit 0.01 uM, 1
MM und 100 uM des AC-Aktivators Forskolin resultierte in einer von der Expositionszeit und der
verwendeten Substanzkonzentration abhangigen Erhéhung des Gewebegehalts von cAMP.
Nach Exposition gegen 100 uyM Forskolin wurde eine Stimulation der Produktion des Second
Messenger gemessen, die um einen Faktor 22 (2 min.), 42 (5 min) und 51 (10 min) Uber der
mittleren Basiskonzentration der Kontrollen lag (Kontrolle = 31.9 + 2.7 pmol cAMP / mg Protein)
(Abb. 7). Zwar wurde in Gegenwart von Forskolin auch eine Akkumulation von cGMP
beobachtet, diese zeigte sich jedoch unabhangig von der Inkubationszeit und der verwendeten
Substanzkonzentration (Ergebnisse nicht dargestellt).
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0_
0 0,01 1 100
Kontrolle

Forskolin (uM)

Abb. 7: Stimulation der zellularen Produktion des Second Messenger cAMP in isolierten zirkularen
Praparaten glatter Muskulatur des humanen Ureters durch den Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin (0.01
MM, 1 uM und 100 uM). 0 = Kontrolle, basale cAMP-Produktion in Abwesenheit pharmakologisch aktiver
Substanz. Asterikse (I) markieren signifikante Unterschiede von der Kontrolle. Jede Substanz-
konzentration wurde an n = 3 - 5 Gewebesegmenten getestet. (*p < 0.05, **p < 0.01)
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Die Exposition der Uretermuskulatur gegen den Nitrovasodilator NNP (0.01 uyM, 1 yuM und 100
uM) flhrte erwartungsgemal zu einer linearen Stimulation der zellularen Produktion von cGMP.
Die gemessenen Werte lagen innerhalb eines Intervalls, das einer Erhéhung der Konzentration
um einen Faktor 13 (nach 2 min. Exposition gegen 0.01 uM NNP) bis 90 (nach 10 min.
Exposition gegen 100 yM NNP) (ber die Basiskonzentration (1.7 £ 1.16 pmol cGMP/ mg
Protein) entsprach (Abb. 8). Der Effekt von NNP auf die zellulare Konzentration von cAMP
zeigte sich, ebenso wie die Wirkung von Forskolin auf den Gewebegehalt des Second
Messenger cGMP, ebenfalls unabhangig von der Inkubationszeit und der Substanz-
konzentration (Ergebnisse nicht dargestellt).

Die zu vernachlassigenden Effekte des Dihydropyridin (DHP) auf den Gewebegehalt von cGMP
(Ergebnisse nicht dargestellt) zeigen, dal die Wirkung der Substanz wohl ausschlief3lich Gber

die Antagonisierung von Ca**-Kanalen des Subtyps L vermittelt wird.
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Abb. 8: Stimulation der zelluldren Produktion des Second Messenger cGMP in isolierten zirkularen
Praparaten glatter Muskulatur des humanen Ureters durch den Nitrovasodilator Natriumnitroprussid (NNP,
0.01 uyM, 1 uM und 100 pM). O = Kontrolle, basale cGMP-Produktion in Abwesenheit pharmakologisch
aktiver Substanz. Asterikse (I) markieren signifikante Unterschiede von der Kontrolle. Jede Substanz-
konzentration wurde an n = 3 - 5 Gewebesegmenten getestet. (*p < 0.05, **p < 0.01)
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Wahrend die Inkubation der isolierten Muskelsegmente mit dem PDE4-Inhibitor Rolipram und
dem PDE3-Inhibitor HL 725 zu einer relevanten linearen Erhéhung des cAMP-Gehalts um einen
Faktor 3 - 11 flihrte, waren die Effekte des PDE3-Inhibitors Quazinon zu vernachlassigen. Auch
in einer Konzentrationen von 100 pM flhrten die Substanz nicht zu einer Erhéhung der mittleren
Basiskonzentration des cAMP. Im Konzentrationsbereich von 0.01 yM - 100 uyM ergaben sich
keine relevanten Wirkungen von HL 725 und Quazinon auf die Akkumulation von cGMP,
allerdings induzierte Rolipram in einer Konzentration von 100 pM eine Erhéhung des
intrazellularen cGMP um einen Faktor 2 (Abb. 9 A und B).
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Abb. 9 A und B: Effekte der PDE3-Inhibitoren Trequinsin (HL 725) und Quazinon (Ro 13-6438), des
PDE4-Inhibitors Rolipram und PDE5-Inhibitors Zaprinast (0.01 yM, 1 pM und 100 yM) auf die zellulare
Akkumulation der Second Messenger cAMP (A) und cGMP (B) in isolierten zirkularen Préparaten glatter
Muskulatur des humanen Ureters 0 = Kontrolle, basale cAMP-/cGMP-Konzentration in Abwesenheit
pharmakologisch aktiver Substanz. Asterikse (I) markieren signifikante Unterschiede von der Kontrolle.
Jede Substanzkonzentration wurde an n = 3 - 5 Gewebesegmenten getestet. (*p < 0.05, **p < 0.01)

-30 -



Ergebnisse

Nach der Exposition der Uretermuskulatur gegen die PDE5-Inhibitoren E 4021, DASPP, MSPP
und Zaprinast wurden lineare Anstiege des cGMP registriert, diese zeigten sich allerdings nach
der Inkubation mit E 4021, DASPP und MSPP nicht signifikant unterschiedlich vom Mittelwert
der Kontrollen (1.7 £ 1.16 pmol cGMP/mg Protein) (Abb. 10 A). Lediglich unter der Wirkung von
Zaprinast in einer Konzentration von 100 yM kam es zu einer Stimulation der Akkumulation von
cGMP, die das zweifache der Basiskonzentration betrug. Eine Elevation von cAMP in
Gegenwart von Zaprinast wurde nicht festgestellt (Abb. 9 A und B). Wie nach Exposition des
Gewebes gegen den Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin beobachtet, ergab sich auch in
Gegenwart von E 4021, DASPP und MSPP eine deutliche konzentrations-abhangige Elevation
des zellularen cAMP. Diese betrug fur das E 4021 das 12- bis 62-fache, fir das MSPP das 7-
bis 31-fache der Basiskonzentration des zyklischen Nukleotids (31.9 + 2.7 pmol cAMP / mg
Protein) (Abb. 10 B).
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Abb. 10 A und B: Effekte der PDE5-Inhibitoren E 4021 (BAY 15-5619), DASPP (BAY 12-7714) und
MSPP (BAY 12-7715) (0.01 uM, 1 uM und 100 uM) auf die zellulare Akkumulation der Second Messenger
cGMP (A) und cAMP (B) in isolierten zirkularen Praparaten glatter Muskulatur des humanen Ureters 0 =
Kontrolle, basale cAMP-/cGMP-Konzentration in Abwesenheit pharmakologisch aktiver Substanz.
Asterikse (I) markieren signifikante Unterschiede von der Kontrolle. Jede Substanzkonzentration wurde an
n = 3 - 5 Gewebesegmenten getestet. (*p < 0.05, **p < 0.01)
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5. Diskussion

Das primare Ziel der Pharmakotherapie des mit der Urolithiasis verbundenen Kolikleidens ist
eine schnelle, adaquate anti-inflammatorische und spasmolytische Wirkung auf das Zielorgan,
welche die Schmerzereignisse dampft oder vollstandig beseitigt und die spontane Passage des
den Ureter verlegenden Konkrements in die Harnblase férdert, ohne gravierende systemische
Nebenwirkungen zu verursachen. Dieser Maxime werden die bisher in dieser Indikation
verwendeten Substanzen, darunter Diclofenac-Natrium und das vermeintlich spasmolytisch

wirkende Scopolaminbutylbromid (Buscopan®), nicht gerecht.

Die zyklischen Nukleosidmonophosphate cAMP und c¢cGMP und die diesen zugeordneten
Funktionsproteine - die generierenden NOS, sGC und Adenylatzyklasen und die
degradierenden PDE-Isoenzyme - sind wesentliche Komponenten im Mechanismus der
Kontrolle des Tonuszustands der glatten Muskulatur des humanen Urogenitaltrakts. Nachdem
Inhibitoren der PDE-Isoenzyme 3 und 4 bisher vor allem als Antidepressiva, positiv inotrope
Wirkstoffe oder Bronchodilatatoren Verwendung gefunden haben, hat die Einfihrung der
selektiven PDES5-Inhibitoren Sildenafil (VIAGRA®), Vardenafil (LEVITRA®) und Tadalafil
(CIALIS®) in die Therapie der haufigsten sexuellen Funktionsstérung des Mannes, der Erektilen
Dysfunktion, dem pharmakologischen Konzept der Inhibition von Phosphodiesterasen und der
damit verbundenen zelluldaren Akkumulation zyklischer Nukleotide auch in der Urologie
allgemeine Akzeptanz verschafft (62). Der klinische (und kommerzielle) Erfolg dieser
Substanzen und die putative physiologische Bedeutung von Phosphodiesterasen in anderen
Organen des menschlichen Harntrakts ist die Grundlage dafir, selektive PDE-Inhibitoren auch
in der Behandlung von Leitungs-, Speicher- und Entleerungsfunktion der ableitenden Harnwege
einschlielich der mit dem sogenannten Benigen Prostata-Syndrom (BPS) assoziierten
irritativen Symptomatik, der sogenannten Lower Urinary Tract Symptomatology (LUTS), und
Blasenauslal3-Obstruktion (Bladder Outlet Obstruction = BOOQO) zu verwenden (26,27,28,63).
Theoretisch ware die Inhibition der Aktivitdt regulatorisch relevanter PDE-Isoenzyme eine

interessante Option der Behandlung des mit der Urolithiasis verbundenen Kolikleidens.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Effekte der selektiven PDE-Inhibitoren
Quazinon (Ro 13-6438) und Trequinsin (HL 725) (PDE3-Inhibitoren), Rolipram (ZK 62711,
PDE4-Inhibitor), Zaprinast (M&B 22984), Diethylaminosulfonylpyrazolopyrimidin (BAY 12-7714),
E 4021 (BAY 15-5619) und Morpholinosulfonylpyrazolopyrimidin (BAY 12-7715) (PDES5-
Inhibitoren) auf die tonische Kontraktion isolierter Ringsegmente des humanen Ureters und die
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intrazelluldare Akkumulation der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP in der glatten
Muskulatur zu untersuchen. Die Effekte der Testsubstanzen wurden mit denen des
Adenylatzyklase-Aktivators Forskolin und der NO-Donatoren Na'-Nitroprussid (NNP) und
Dihydropyridin (DHP) verglichen.

5.1 In vitro - Organbad-Studien

Wie unter 4.1 beschrieben, verursachte die kumulative Gabe der PDE-Inhibitoren
dosisabhangige Reversionen der durch 80 mM KCI induzierten tonischen Kontraktion der
Uretermuskulatur. Das Maximum der Reversion der initialen Tension (Rma) lag in einem
Intervall von 12 % (BAY 12-7714) bis 100% (Rolipram). Innerhalb des in den Experimenten
verwendeten Konzentrationsintervalls (1 nM - 100 uM) konnten fir den PDE3-Inhibitor Quazinon
(Ro 13-6438), den PDE4-Inhibitor Rolipram und die PDE5-Inhibioren Zaprinast, MSPP (BAY 12-
7715) und E 4021 ECsp-Werte abgeleitet werden. Wahrend diese fir die PDE5-Inhibitoren zu >
10 uM bestimmt wurden, betrug der Wert fiir Rolipram 100 nM (0.1 uM). Der PDE4-Inhibitor war
somit die effektivste der in diesem experimentellen Modell getesteten Wirksubstanzen. Diese
Beobachtungen bestatigen die Ergebnisse einer Arbeit von STIEF & TAHER ET AL. (1995). Sie
isolierten mit chromatographischen Methoden die hydrolytischen Aktivitadten der PDE-Isoenzyme
1 (Ca®*/Calmodulin -abhangige PDE, hydrolisiert cAMP und cGMP), 2 (cAMP-PDE, wird durch
cGMP stimuliert) 4 (cCAMP-spezifische PDE) und 5 (cGMP-spezifische PDE) aus zytosolischen
Uberstanden der Rohhomogenate glatter Muskulatur des humanen Ureters und zeigten in
Organbad-Experimenten eine Antagonisierung der tonischen, durch KCI induzierten Kontraktion
zirkularer Gewebesegmente durch den PDE4-Inhibitor Rolipram, der sich auch in ihrem Modell
der Wirkung des PDES5-Inhibitors Zaprinast Uberlegen zeigte (64). Experimentelle Arbeiten, die
mit der Organbad-Methode die Effekte der PDE5-Inhibitoren Zaprinast, Tadalafil, Sildenafil und
Vardenafil auf den humanen Ureter untersuchten, beschreiben wesentlich geringere In vitro -
Effekte dieser Substanzen auf die tonische Kontraktion der glatten Muskulatur, als in der
vorliegenden Dissertation fir die ebenfalls als Inhibitoren der PDES5 charakterisierten
Verbindungen BAY 12-7715 und E 4021 bestimmt worden sind (X,Y). SAIGHI ET AL. (2000)
registrierten nach kumulativer Gabe von Zaprinast (10 nM -100 puM) lediglich eine marginale
Reversion des Tonus isolierter proximaler Segmente des Ureters, beobachteten allerdings eine
Potenzierung der relaxierenden Wirkung des NO-Donor NNP in Gegenwart des PDE5-Inhibitors
(65). GRATZKE ET AL. (2006) bestimmten fir dasTadalafil einen R, von lediglich 6.0 + 4%, fir
das Sildenafil ergab sich ein Wert von 20 + 4%, fur Vardenafil betrug dieser 23 + 12%.
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Keine der Substanzen flihrte zu einer 50%igen Reversion des initialen Tonus der zirkularen
Uretersegmente (66). Eine Erklarung flr diese diskrepanten Ergebnisse kdnnte die durch die
individuellen  physikochemischen Eigenschaften der verschiedenen PDE5-Inhibitoren
determinierte Fahigkeit zur Penetration von Membrangrenzflachen und die Distribution der
Wirksubstanzen in distinkten intrazelluaren Kompartimenten des Zielgewebes sein. Diese
Kompartimentierung der Inhibitoren - und moglicherweise auch ihres Zielenzyms, der PDES -
konnte durchaus Konsequenzen fir die In vitro - Effektivitat haben. Darlber hinaus ist bei der
Interpretation von Organbad-Experimenten zu berlcksichtigen, dall der Umsatz zyklischer
Nukleotide in isolierten Segmenten glattmuskularer Organe gering ist, und daher durchaus
superphysiologische Konzentrationen eines PDE-Inhibitors notwendig sein kénnen, um eine
Gewebereaktion zu erreichen. In vivo kann der pharmakologische Effekt eines PDE-Inhibitors
auf ein Organsystem, das durch eine hohere Nettoproduktion zyklischer Nukleotide
charakterisiert ist - z.B. die vaskulare glatte Muskulatur oder das Corpus cavernosum penis -
deshalb wesentlich ausgepragter sein (67,68). Da STIEF & TAHER ET AL. (1992) (64) in ihrer
Studie keine hydrolytische Aktivitat der PDE3 (cAMP-PDE, cGMP-sensibel) identifizieren
konnten, erscheint die in den Organbad-Experimenten beobachtete effektive Reversion der
tonischen Kontraktion der Uretermuskulatur durch den PDE3-Inhibitor Quazinon (Ro 13-6438,
ECsp = 25 uM) zunachst nur schwer nachvollziehbar. In diesem Zusammenhang ist zu
beriicksichtigen, daR lediglich ein zytosolischer Uberstand, nicht jedoch ein Lysat der
mikrosomalen Fraktion Gegenstand der biochemischen Analysen von TAHER ET AL. war. Die
Gegenwart der PDE3 im mikrosomalen Anteil des von ihnen einer Ultrazentrifugation
unterzogenen Rohhomogenats kann daher nicht ausgeschloRen werden.

Die effektive Reversion der durch KCI induzierten Tension der Gewebesegmente in Gegenwart
der PDE5-Inhibitoren BAY 12-7715 und E 4021 sowie des Nitrovasodilators NNP (ECsq = 4 uM)
ist ein Hinweis darauf, dal die von NO und cGMP abhangige Signaltransduktion an der
Antagonisierung der kontraktilen Aktivitat des Ureters beteiligt ist. Diese Hypothese wird durch
eine Arbeit von STIEF ET AL. (1996) bestatigt, die zeigten, dal die dosis-abhangige Relaxation
der tonischen Kontraktion zirkularer Segmente der glatten Muskulatur des humanen Ureters
durch den NO-Donor SIN-1 (Linsidomin) in Gegenwart von Methylenblau, einem Inhibitor der
zytosolischen (I6slichen) Guanylatzyklase, und Rp-8-pCPT-cGMPS, einem Inhibitor der cGMP-
abhangigen Proteinkinase G (cGK), blockiert wurde. Darlber hinaus zeigten STIEF ET AL. mit
imunhistochemischen Methoden einzelne NOS-enthaltende Nervenendigungen und Axon-
ahnliche Strukturen in der Muscularis des Ureters (69).
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Neben dem Ureter ist die Harnblase ein glattmuskulares Hohlorgan, das ebenfalls wesentlich fir
die Gewahrleistung der normalen Entleerungs- und Speicherfunktion des Systems der
ableitenden Harnwege ist. Experimente an isolierter glatter Muskulatur des Detrusors zeigten,
dall auch dieses Organ unter der Kontrolle zyklischer Nukleosidmonophosphate und
assoziierter zelluldrer Funktionsproteine steht. TRuUSS ET AL. (1996) detektierten nach
chromatographischer Aufreinigung eines zytosolischen Uberstandes, der aus der Ultra-
zentrifugation eines Homogenates humaner Detrusormuskulatur resultierte, die Aktivitaten der
PDE-Isoenzyme PDE1, PDE2, PDE3, PDE4 und PDES5. In Organbad-Experimenten an Streifen-
praparaten, die sie aus den Bereichen des Blasendachs und der lateralen Wande des Detrusors
entnommen hatten, registrierten sie eine Reversion der durch den Muscarin-Agonisten
Carbachol (1 uM) induzierten Tension der glatten Muskulatur nach Zugabe des unspezifischen
PDE-Inhibitors Papaverin (Rnax = 56 £ 9%) und des selektiven PDE1 - Inhibitors Vinpocetin
(Rmax = 47 = 6.%). Die Inhibition der muscarinergen Tension durch die Testsubstanzen in einer
Konzentration von 10 yM und 100 uM Kkorrelierte mit einem dosis-abhangigen Anstieg des
Gewebegehalts der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP Uber die Messwerte der Kontrollen,
d.h. solchen Streifenpraparaten, die keiner aktiven Substanz, sondern lediglich einem
Volumenaliquot isotonischer NaCl-Losung exponiert worden waren. Trotz der Identifizierung
hydrolytischer Aktivitdt der PDE-Isoenzyme 3, 4 und 5 in der Muskulatur des humanen
Detrusors hatten physiologische und supraphysiologische Konzentrationen des PDE3-Inhibitors
Milrinon, PDE4-Inhibitors Rolipram und der PDE5-Inhibitoren Zaprinast und Dipyridamol nur
geringe relaxierende Wirkungen auf die muscarinerg induzierten Kontraktionen der isolierten
Streifenpraparate (70,71).

Die Ergebnisse der Organbad-Experimente zeigen, dal’d pharmakologisch aktive Substanzen,
welche die Produktion von NO und cGMP stimulieren (NNP) oder die hydrolytische
Degradierung der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP inhibieren (Quazinon, Rolipram, BAY
12-7715, E 4021), zu einer Reversion der durch KCI induzierten Tension isolierter ringférmiger
Gewebepraparate des Ureters flihren. Das |aBt vermuten, dall beide Signallibertragungs-wege
an der Kontrolle des Tonuszustands beteiligt sind. Die Resultate lassen jedoch keine Aussage
dariber zu, welches PDE-Isoenzym - PDE3, PDE4 oder PDE5 - die Kontrolle der glatten

Muskulatur des Ureters dominiert.
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5.2 Quantifizierung zyklischer Nukleotide

In den unter 4.2 beschriebenen Experimenten kam es sowohl in Gegenwart des
Adenylatzyklase-Aktivators Forskolin als auch des Nitrovasodilators NNP zu einem vielfachen,
linearen Anstieg der zellularen Konzentrationen von cAMP bzw. cGMP. Wahrend die
Stimulation der Produktion des zyklischen Nukleotids cGMP durch den NO-Donor NNP mit einer
deutlichen Reversion der tonischen Kontraktion der glatten Muskulatur des Ureters
korrespondierte, stand der vielfachen Erhdhung der Basiskonzentration von cAMP durch
Forskolin lediglich eine geringe Relaxation des durch 80 mM KCI induzierten Tonus gegentber,
fur das Forskolin wurde ein mittlerer Ryac-Wert von 39% bestimmt. Diese Diskrepanz kann mit
einer Kompartimentierung zyklischer Nukleotide innerhalb der glatten Muskelzellen des Ureters
erklart werden. Eine relevante Erhéhung des intrazellularen Gehalts von cAMP in einem vom
Zytosol isolierten Kompartiment hatte dann nur eine maRige Anderung der Konzentration freien
Ca” und somit des Tonus der glatten Muskulatur zur Folge (72). Wahrend der PDE3-Inhibitor
Trequinsin (HL 725) und der PDE4-Inhibitor Rolipram erwartungsgemal’ die zellulare
Akkumulation von cAMP stimulierten, kam es in Gegenwart des PDE3-Inhibitors Quazinon (Ro
13-6438) nicht zu einer relevanten Erhéhung von cAMP. Auch die Exposition der
Uretermuskulatur gegen die PDES5-Inhibitoren BAY 12-7714, BAY 12-7715 und E 4021
resultierte lediglich in einem marginalen Anstieg der Konzentration von cGMP, stattdessen
ergab sich eine deutliche konzentrationsabhangige Elevation des zellularen cAMP, die das 7-
fache bis 62-fache der mittleren Basiskonzentration des zyklischen Nukleotids betrug.

Ahnliche Ergebnisse beschreiben auch GRATZKE ET AL. (2006) in ihrer bereits unter 5.1 zitierten
In vitro - Studie. Einer durch eine Einzeldosis (10 pM) des PDE5-Inhibitors Vardenafil
induzierten Erhéhung von cGMP um einen Faktor 3.3 iber die mittlere Basiskonzentration (hier:
1.7 £+ 1.2 pmol cGMP/mg Protein) stand keine relevante Akkumulation des zyklischen
Nukleotids nach Exposition des Gewebes gegen Sildenafil und Tadalafil gegentiber. Allerdings
wurde nach der Inkubation mit Tadalafil eine Verdoppelung der Gewebekonzentration von
cAMP registriert (66).

Wahrscheinlich kann auch die unter 4.2 gezeigte marginale Akkumulation von cAMP in
Gegenwart von Quazinon mit dem Phanomen einer intrazelluldren Kompartimentierung
zyklischer Nukleotide erklart werden: Hier konnten bereits geringe Anderungen der
Konzentration von cAMP zu einer Ca2+-DesensibiIisierung durch Stimulation des Enzyms
Myosin Light Chain - Phosphatase (MLCP) oder einer durch Aktivierung der cGMP-abhangigen
Proteinkinase G (cGK) vermittelten Depletion intrazellularen Ca” und einer dadurch
verursachten Antagonisierung der Kontraktion fiihren (73).
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Die Akkumulation von cAMP nach der Exposition gegen die PDES-Inhibitoren BAY 12-7714,
BAY 12-7715 und E 4021 fihrt zu der Frage mdglicher Wechselwirkungen zwischen der cGMP-
und cAMP-abhangigen Signaltransduktion in den Myozyten des Ureters. Diese Interaktion
kénnte durch die wechselseitige BeeinfluBung der Synthese, Degradierung oder Aktivitat von
Funktionsproteinen vermittelt werden, etwa eine sogenannte Cross-Aktivierung der
Proteinkinasen eines Transduktionsweges durch das funktionell dominierende zyklische
Nukleotid der anderen Ubertragungskaskade (74,75). Derartige, auch als Cross Talk
bezeichnete, Wechselwirkungen konnten bereits in der Urethra und der Trabekularmuskulatur
des Corpus cavernosum penis gezeigt werden. PERSSON ET AL. (2000) untersuchten die
Wirkung von Forskolin auf die durch das Peptid Arginin-Vasopressin (AVP) induzierte
Kontraktion isolierter Streifenpraparate der Urethra, die cGK-defizienten Knock out - Mausen
oder Wildtyp-Tieren entnommen worden waren. Wahrend Forskolin eine Reversion der
tonischen Kontraktion der Gewebestreifen des Wildtyps um bis zu 73% verursachte, zeigte sich,
dall der Effekt des Diterpens auf das Gewebe der Knock out - Tiere blockiert wurde, der
physiologische Effekt von Forskolin auf die Urethra also in erster Linie von einer Aktivierung der
cGMP-abhangigen Proteinkinase durch cAMP vermittelt wird (76).

Auch an der Kontrolle der normalen Funktion der nicht-vaskularen glatten Muskulatur des
Corpus cavernosum penis sind wahrscheinlich Mechanismen der Kreuzaktivierung beteiligt.
UCKERT ET AL. (2005) zeigten, daR die durch den Nitrovasodilator NNP verursachte Reversion
der Norepinephrin-induzierten Tension isolierter Trabekularmuskulatur durch Rp-8-pCPT-
cAMPS, einen Inhibitor der cAMP-abhangigen Proteinkinase (cAK), blockiert wurde, ebenso
zeigte sich die relaxierende Wirkung von Forskolin auf das Gewebe sensibel gegen eine
Inhibition der cGK (77). In Experimenten, die ebenfalls peniles erektiles Gewebe verwendeten,
zeigten STIEF ET AL. (2000) eine Erhéhung der zelluldaren cAMP-Konzentrationen nach
Inkubation der cavernésen glatten Muskulatur mit dem PDE5-Inhibitor Sildenafilcitrat. Sie
erklaren diesen Effekt mit einer Inhibition der hydrolytischen Aktivitat der cAMP-degradierenden
PDES3, einem neben der cGMP-spezifischen PDE5 ebenfalls im Corpus cavernosum penis
identifizierten PDE-Isoenzym, infolge der Bindung von cGMP an eine aulierhalb des
katalytischen Zentrums lokalisierte Bindungstelle des Enzymproteins (78). Diese
Schlul¥folgerung wird durch eine Arbeit von KiM ET AL. (2000) unterstitzt, die Uber eine
Akkumulation von cGMP in kultivierten cavernésen Myozyten als Reaktion auf die Zugabe von
Forskolin oder Prostaglandin E; (PGE,) zum Kulturmedium berichten. Offensichtlich sind beide
Signallbertragungswege synergistisch an der Kontrolle des Tonuszustands der caverndsen

glatten Muskelzellen beteiligt (79).
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Die Ergebnisse der Quantifizierung zyklischer Nukleotide zeigt, dall eine Erhéhung der
zellularen Konzentration von cGMP und cAMP durch vasoaktive Substanzen gleiche Effekte auf
die tonische Kontraktion der glatten Muskulatur des humanen Ureters hat. Die Akkumulation
von cAMP in Gegenwart der PDES5 - Inhibitoren E 4021 und BAY 12-7715 ist ein Hinweis darauf,
dall die von cGMP oder cAMP vermittelten Mechanismen der Signaltransduktion in der
Uretermuskulatur nicht unabhangig voneinander sind und wahrscheinlich durch einen Cross

Talk synergistisch agieren.

5.3  Selektive PDE-Inhibitoren:
Eine neue Option in der Pharmakotherapie der Urolithiasis?

Die pharmakologische Bedeutung der PDE-Isoenzyme hat zur Entwicklung zahlreicher
Inhibitorsubstanzen geflihrt, deren therapeutisches Potential in der selektiven Beeinflussung
von Organ- und Gewebefunktionen gesehen wird. Der wichtigste Anwendungsbereich fir PDE-
Inhibitoren ist heute neben der Inneren Medizin die Urologie: Die Prasentation der ersten
klinischen Daten zur Wirksamkeit und Vertraglichkeit des PDE5-Inhibitors Sildenfilcitrat
(VIAGRA®) in der oralen Pharmakotherapie der Erektilen Dysfunktion (ED) anlésslich der
Jahrestagung der American Urological Association (AUA) im Jahre 1996 und der kommerzielle
Erfolg der Substanz mit der zwei Jahre spater erfolgten Einfihrung in den internationalen Markt
hat dem Konzept der PDE-Inhibition in der Urologie allgemeine Anerkennung verschafft (80).
Weitere Anwendungen fir PDE5-Inhibitoren in der Sexualmedizin sieht man in den Indikationen
Ejaculatio praecox, die neben der ED die haufigste sexuelle Funktionsstdrung des erwachsenen
Mannes ist, und Stérungen der weiblichen Sexualitdt (Female Sexual Dysfunction, FSD)
einschlieBlich der Female Sexual Arousal Disorder (FSAD) (81-84). Die Daten Kklinischer
Arbeiten weisen darauf hin, daf} das Prinzip der Inhibition funktionell relevanter PDE-Isoenzyme
auch auf die Behandlung von Erkrankungen der ableitenden Harnwege - zu nennen sind hier
Stérungen der Speicher- und Entleerungsfunktion der Harnblase oder Beeintrachtigungen der
Miktion infolge des sogenannten Benignen Prostata-Syndroms (BPS) - anwendbar ist.

TRUSS ET AL. (2000) untersuchten auf der Grundlage der Resultate eigener experimenteller
Arbeiten an isolierter humaner Detrusormuskulatur in einer multizentrischen, randomisierten,
doppel-blinden und Plazebo-kontrollierten Studie die Wirksamkeit und Vertraglichkeit des
PDE1-Inhibitors Vinpocetin (Cavinton®) in der Behandlung der Drangsymptomatik (mit oder

ohne urodynamisch belegten Detrusorinstabilitaten), Dranginkontinenz und Pollakisurie.
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Nach der Gabe von dreimal taglich 10 mg Cavinton® (ber einen Zeitraum von 4 Wochen
registrierten sie klinische Effekte des Praparats auf die Symptomatik, die denen des
Anticholinergikums Oxybutynin (Dridase®) entsprachen, ohne daR die Patienten (ber die fir
antimuskarinerge Substanzen typischen Nebenwirkungen berichteten, die haufig zu einem
Abbruch der Therapie fiihren (63,85).

Auch auf die mit dem Benignen Prostata-Syndrom (BPS) assoziierte Miktionssymptomatik, die
sogenannte Lower Urinary Tract Symptomatology (LUTS), sind positive Effekte von PDE-
Inhibitoren belegt. SAIRAM ET AL. (2002) untersuchten die Effekte des PDE5-Inhibitors Sildenafil
auf die Parameter des International Prostate Symptom Score (IPSS) in einer Gruppe von 112
Patienten mit ED und LUTS und zeigten eine Linderung der irritativen Symptomatik unter der
Therapie mit Sildenafil. Diese Beobachtungen wurden spater von MULHALL ET AL. (2006), die ein
ahnliches Studiendesign verwendeten, bestatigt. Sie stellten in ihrem Kollektiv von 48 Patienten
nach einer Therapie mit Sildenafil (zweimal woéchentlich 50 mg - 100 mg) Uber einen Zeitraum
von 3 Monaten eine Anderung des IPSS-Scores um bis zu 4.6 Punkte fest. Ebenso wie die
Gabe von Sildenafil filhrte auch die Applikation des PDES5-Inhibitors Tadalafil (CIALIS®) im
Rahmen einer randomisierten, Plazebo-kontrollierten Studie zu einer deutlichen Linderung der
irritativen Symptomatik bei Patienten mit ED und symptomatischer BPH (26,27,28). Es wird
vermutet, dafd die klinischen Effekte der PDE5-Inhibitoren auf eine Antagonisierung des Tonus
der glatten Muskulatur des Blasenhalses sowie der Transitionalzone und des periurethralen
Bereich der Prostata zurlickzuflhren sind. Dartber hinaus wird vermutet, dal die ED und das
BPS durch eine gemeinsame Pathophysiologie verbunden sind, und daher eine Gruppe von
Wirkstoffen - in diesem Fall Inhibitoren der PDE5 wie das Sildenafil, Tadalafil und Vardenafil -
zur Therapie beider Erkrankungen verwendet werden kann.

Die aus den Ergebnissen der vorliegenden Doktorarbeit abgeleitete Hypothese einer
Verwendung selektiver PDE-Inhibitoren in der akuten Therapie des Kolikereignisses und der
Forderung der Steinpassage wird durch eine Reihe von klinischen und tierexperimentellen
Arbeiten unterstitzt: Bereits NAGUIB untersuchte 1951, etwa 2 Dekaden vor dem ersten in
einem wissenschaftlichen Journal veroffentlichten Nachweis von PDE-Aktivitat, in einem
Homogenat eines Organs des humanen Urogenitaltrakts, die klinische Wirkung des
unspezifischen PDE-Inhibitors Aminophyllin, einem Derivat des Theophyllin, auf den Verlauf des

Kolikereignisses (86,87).
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Dieses Konzept wurde 30 Jahre spater von KATEVUO ET AL. (1981) erneut aufgegriffen, indem
sie sechs Patienten, welche infolge eines Harnleitersteins unter Kolikschmerzen litten, 3 mg/kg
KG iv. Aminophyllin verabreichten und eine rasche Linderung der subjektiven
Schmerzsymptomatik beobachteten, die jedoch nur 30 min. bis 120 min. nach der Bolusinjektion
andauerte. Sie zeigten, dal® flr eine anhaltende analgetische Wirkung der Substanz ein
Serumspiegel von < 12 ug/ml aufrechtzuerhalten ist, und schlugen daher statt einer einmaligen
Injektion eine intravendse Infusion des Aminophyllin vor (88). BECKER ET AL. beschrieben am
Modell des Kaninchens die Effekte der unspezifischen PDE-Inhibitoren Theophyllin (5.000
Mg/kgKG) und Papaverin (300 ug/kgkG), sowie des selektiven PDE4-Inhibitors Rolipram (20
Mg/kg), einem Racemat des 4-(3°-Cyclopentyloxy-4’-methoxyphenyl)-2-pyrrolidon, und des
Spasmolytikums Scopolaminbutylbromid (Buscopan®, 667 pg/kg) auf die Amplitude und
Frequenz der Ureterperistaltik. In ihren Experimenten filhrten auRer Buscopan® alle
Testsubstanzen in der verwendeten Dosierung zu einer Dampfung der Frequenz der
Ureterkontraktilitat, die jedoch im Falle der unspezifischen PDE-Inhibitoren mit dramatischen,
z.T. lebensbedrohlichen Effekten auf die Kreislaufparameter der Versuchstiere verbunden war.
Folglich postulieren BECKER ET AL. die intravendse oder orale Gabe des Rolipram als selektives
Spasmolytikum in der Pharmakotherapie steinbedingter Koliken (89). Wahrend die emetische
Wirkung des Rolipram, das neben dilatatorischen und antiphlogistischen Effekten auch
antidepressive und positiv psychotrope Wirkungen vermittelt, und anderer PDE4-Inhibitoren
noch in den 1990er Jahren eine breite klinische Anwendung dieser Substanzgruppe verhindert
hat, sind inzwischen Verbindungen synthetisiert worden, deren chemische Struktur ein besseres
Verhaltnis von pharmakologischer Wirkung zu unerwiinschten Nebenwirkungen gewahrleistet.
Dazu zahlt das Roflumilast, dessen broncho-dilatatorische und entziindungshemmende
Eigenschaften in der Therapie von Asthma und Chronic Obstructive Pulmonary Disease
(COPD) in Studien der Phase Il und lll demonstriert werden konnten (90,91,92).

Es sind drei Eigenschaften der PDE4- und PDE5-Inhibitoren, die eine Anwendung dieser
Wirksubstanzen in der Therapie der Urolithiasis und des Kolikleidens attraktiv erscheinen Iaft:
(1) Die Antagonisierung der kontraktilen Aktivitdt des Ureters am Ort des das Lumen
verlegenden Konkrements sollte in Verbindung mit den antiphlogistischen Eigenschaften die
Kolik-bedingten Schmerzen lindern oder beseitigen und aul’erdem die distale Passage des
Steins fordern, (2) selektive Inhibitoren der PDE-Isoenzyme 4 und 5 verursachen in
therapeutischer Dosierung lediglich minimale systemische Nebenwirkungen und ermdglichen

dadurch (3) eine Fokusierung der pharmakologischen Wirkung auf das Zielorgan.
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6. Zusammenfassung

6.1 Rationale

Die Phosphodiesterase (PDE)-Isoenzyme sind als Schllisselenzyme der cAMP- und cGMP-
abhangigen Signaltransduktion an der Kontrolle zahlreicher Gewebe und Organe beteiligt. Die
Inhibition ihrer hydrolytischen Aktivitdt durch entsprechende Wirksubstanzen, den PDE-
Inhibitoren, hat sich in der Medizin als attraktives Konzept der selektiven pharmakologischen
Beeinflussung zur Normalisierung beeintrachtigter Organfunktionen durchgesetzt. In der
Urologie markieren die selektiven PDES5-Inhibitoren Sildenafil (VIAGRA®), Vardenafil
(LEVITRA®) und Tadalafil (CIALIS®) den Goldstandard in der oralen Pharmakotherapie der
Erektilen Dysfunktion (ED). Die Resultate klinischer Studien lassen vermuten, da® das Konzept
der PDE-Inhibition auch auf andere urologische Erkrankungen wie Stérungen der Speicher- und
Entleerungsfunktion der Harnblase, das Benigne Prostata-Syndrom (BPS), die Ejaculatio
praecox und Beeintrachtigungen der weiblichen Sexualfunktion (Female Sexual Dysfunction,
FSD) anwendbar ist. Die Urolithiasis und das mit ihr assoziierte Kolikleiden hat in den
Industrienationen den Charakter einer Volkskrankheit. Eine allgemein akzeptierte, effektive
Pharmakotherapie im Falle eines Kolikereignisses, welche die Schmerzsymptomatik lindert und
die distale Passage des Konkrements fordert, ist bisher nicht verfligbar. Eine Modulation der
Aktivitat intrazellularer Schlisselenzyme, z.B. regulatorisch relevanter PDE-Isoenzyme, kénnte

hier eine interessante neue Strategie der Behandlung reprasentieren.

6.2. Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Evaluierung funktioneller Effekte selektiver PDE-Inhibitoren auf die
tonische Kontraktion der glatten Muskulatur des humanen Ureters und die Akkumulation der
zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP in dem isolierten Gewebe unter dem Einflu der

Testsubstanzen.
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6.3. Material & Methoden

Mit der Organbad-Technik wurden die Effekte des Adenylatzyklase-Aktivators Forskolin, des
Stickoxid (NO)-Donors Natriumnitroprussid (NNP) und der PDE-Inhibitoren Quazinon (Ro 13-
6438), Trequinsin (HL 725) (PDE3-Inhibitoren), Rolipram (ZK 62711, PDE4-Inhibitor), Zaprinast
(M&B 22984), BAY 12-7714, E 4021 (BAY 15-5619) und BAY 12-7715 (PDES5-Inhibitoren) auf
die tonische, durch 80 mM KCI induzierte Kontraktion zirkuldrer Segmente des humanen
Ureters untersucht. Die Charakterisierung der Wirkung der Testsubstanzen auf die zellularen
Konzentrationen von cAMP und cGMP in der glatten Muskulatur des Ureters erfolgte mit

radioimmunchemischen Methoden (RIA).

6.4. Ergebnisse

Die tonische Kontraktion der Uretermuskulatur wurde durch den PDE4-Inhibitor Rolipram (Rpax
= 100 £ 0%), den PDE3-Inhibitor Quazinon (R,.x = 87 £ 4%), die PDE5-Inhibitoren Zaprinast
(Rmax = 76 £ 7%) und BAY 12-7715 (Rpax = 67 £ 10.6%) und den Nitrovasodilator NNP (R =
62 + 5%) am effektivsten antagonisiert. Diese Reversion des Tonus korrespondierte mit einer
Erhéhung der Gewebekonzentration von cAMP oder cGMP um einen Faktor 2 bis 90 Uber die

jeweilige mittlere Basiskonzentration der zyklischen Nukleotide.

6.5. Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen geben eine Rationale fiir die klinische
Verwendung selektiver Inhibitoren der PDE4 (cAMP-spezifische PDE) und PDE5 (cGMP-
spezifische PDE) in der Pharmakotherapie der Urolithiasis und des durch Harnleitersteine

verursachten Kolikleidens.
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Abstract Phosphodiesterases (PDE) are key enzymes
regulating intracellular cyclic nucleotide turnover and,
thus, smooth muscle tension. Recent reports have indi-
cated the presence of PDE isoenzymes 1, 2, 4, and 5 in
cytosolic supernatants prepared from human ureteral
smooth muscle homogenates and the ability of second-
generation inhibitors of PDE 3, 4, and 5 to relax KCI-
induced tension of human ureteral muscle in vitro. The
aim of the present study was to evaluate the functional
effects of recently developed, third-generation isoen-
zyme-selective PDE inhibitors, the nitric oxide (NO)-
donating agents sodium nitroprusside (SNP) and
dihydropyridine (DHP), which is also described as an
antagonist of L-type calcium channels, and the adenylyl
cyclase-stimulating drug forskolin on tissue tension and
cyclic nucleotide levels of human ureteral smooth muscle
segments in vitro. Relaxant responses of human ureteral
smooth muscle were investigated in vitro using the organ
bath technique. Cyclic nucleotides cAMP and cGMP
were determined by specific radioimmunoassay follow-
ing time and dose-dependent incubation of the ureteral
tissue with the drugs. The most pronounced relaxing
effects on KCl-induced tension of ureteral smooth
muscle were exerted by nitrovasodilator SNP, PDE4
inhibitor rolipram, and PDES inhibitors E 4021 and
morpholinosulfonyl-pyrazolopyrimidine (MSPP). Re-
laxing potency of the drugs was paralleled by their
ability to elevate intracellular levels of cGMP and
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cAMP, respectively. Our data suggest the possibility of
using selective inhibitors of PDE isoenzymes 4 and 5 in
the treatment of ureteral stones and ureteral colic.
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Introduction

Cyclic nucleotide monophosphates (¢c(NMP) cyclic ade-
nosine-3’,5’-monophosphate (cAMP) and cyclic guano-
sine-3’,5"-monophosphate  (cGMP) are ubiquitous
intracellular second messengers also involved in the re-
laxation of smooth muscle cells. The fundamental role of
cNMP in the regulation of muscle tone is well estab-
lished in various tissues such as vascular smooth muscle
[10, 11], myocardium [16, 17], and airway smooth muscle
[20, 21]. cNMP are synthesized from their corresponding
nucleoside triphosphate by adenylyl cyclase (AC) and
guanylyl cyclase (GC) and are degraded by phospho-
diesterases (PDE), a heterogenous group of hydrolytic
enzymes, through cleavage of the 3’-ribose phosphate
bond. Because of their central role in smooth muscle
tone regulation and the considerable variation of PDE
isoenzymes regarding their distribution and functional
importance in certain tissues, PDE have become an
attractive target for drug development. Currently, nine
families of PDE isoenzymes can be distinguished: Ca®"/
calmodulin-stimulated PDE (PDE1), cGMP-stimulated
PDE (PDE2), cGMP-inhibited PDE (PDE3), cAMP-
specific PDE (PDE4), cGMP-specific PDE (PDESY), and
c¢GMP-binding, ¢cGMP-specific PDE of mammalian
rods and cones (PDE6) [1]. A type 7 PDE was isolated in
a screen for human proteins that completed a deficiency
in endogenous PDE in Saccharomyces cerevisiae. PDE7
was described to hydrolyze only cAMP with low K, and
to be insensitive to inhibition by PDE4 inhibitor roli-
pram [14]. PDE7 is abundant in skeletal muscle [14, §]
and has been found in human kidney, brain, and



pancreas, too. More recently, the cloning, expression,
and molecular characterization of two novel human
phosphodiesterases, cCAMP-specific PDE 8 and cGMP-
specific PDE9, was reported [5, 6]. The identification of
different PDE-families has been paralleled by the syn-
thesis of selective inhibitors. Theoretically, partial
pharmacological tissue selectivity of a drug may be
achieved by selective inhibition of PDE isoenzymes [16].
The role of cyclic nucleotides and PDE enzymes was
investigated in various tissues and the use of isoenzyme-
selective inhibitors to modulate tissue function was
proposed in patients with refractory congestive heart
failure [3, 4], asthma [20], and urge incontinence [22, 23].
However, the importance of cyclic nucleotides and PDE
in the regulation of smooth muscle tone of the upper
urinary tract is less clear. Urinary stone disease is an
indication where pharmacological relaxation of ureteral
smooth muscle would present an attractive therapeutic
alternative. In the case of an uncomplicated renal or
ureteral concretion, the intravenous administration of
analgesics is the most effective way to relieve pain [9].
With respect to the potential beneficial effect of ureteral
relaxation on stone passage, some spasmolytic agents
such as phentolamine and orciprenaline have been
shown to dilate the ureteral lumen at the position of an
artificial concretion to allow increased fluid flow beyond
the concretion. Many drugs have been used in ureteral
colic management, but a drug that can relieve pain and
facilitate stone passage with minimal side effects is not
yet available. Recently, we demonstrated the presence of
PDE isoenzymes 1, 2, 4, and 5 in cytosolic supernatants
prepared from human ureteral smooth muscle homo-
genates and the ability of inhibitors of PDE 4 and 5 to
relax KCl-induced tension of ureteral segments in vitro
[19]. To further elucidate the relevance of cNMP-medi-
ated pathways in ureteral tone regulation, we investi-
gated the functional effects of recently developed
selective inhibitors of PDE isoenzyme 5 E 4021, mor-
pholinosulfonyl-pyrazolopyrimidine (MSPP), and di-
ethylaminosulfonyl-pyrazolopyrimidine (DASPP) on
KCl-induced tension and on cNMP levels of human
ureteral tissue. Effects were compared with those of
AC-stimulating agent forskolin, NO-releasing substance
Na " -nitroprusside (SNP), and dihydropyridine (DHP),
which was originally described as being an antagonist of
L-type calcium channels but recently has been found to
release NO (Bayer, personal communication), and sec-
ond-generation PDE inhibitors quazinone (Ro 13-6438),
trequinsin (HL 725), rolipram (ZK 62711), and zapri-
nast (M&B 22948).

Materials and methods

Tissue preparation

Human ureters were obtained from patients who had undergone
nephrectomy surgery for malignant renal tumors. Macroscopically
normal tissue specimens were excised and immediately placed in a
chilled organ-protective solution (Custodiol; Dr. Franz Kohler
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Chemie GmbH, Alsbach, Germany). Prior to the functional ex-
periments, the ureteral smooth muscle wall was carefully freed of
fat and connective tissue.

Organ-bath studies

Circular ureteral segments were mounted in 10-ml chambers of a
vertical organ-bath system (Isolated Organ Apparatus IOA 5306;
Fohr Medical Instruments, Seeheim, Germany), containing a
modified Ringer-Krebs solution (pH 7.4) of the following compo-
sition: 120 mM NaCl, 25.6 mM NaHCOs;, 4.7 mM KCIl, 2.5 mM
CaCl,, 1.2mM NaH,PO,, 1.2 mM MgCl,, 22 mM glucose,
0.1 mM 2Na™ (Ca®>") EDTA. The solution was continuously
gassed with 95% O, and 5% CO,, and the temperature maintained
at 37 °C. The tissue segments were mounted between two hooks,
one of which was connected to an isometric force transducer
(Radnoti Glass Technology, Monrovia, Calif., USA). A pretension
of 10 mN (1 g) was applied and the tissue was allowed to equili-
brate for 60 min without further mechanical manipulation. The
musculature was then stimulated with KCl (80 mM), which
ensured stable and reproducible contractions. After stable con-
traction plateaus had been reached, increasing doses of forskolin,
SNP, DHP, and PDE inhibitors were added to the bath chambers
in a cumulative manner (0.01-10/100 uM). Isometric responses
of the tissue were amplified and recorded with a MacLab data
recording and analysis system (Analog Digital Instruments,
Castle Hill, NSW, Australia).

Assays for cyclic nucleotides

To determine dose- and time-dependent effects of the drugs on
cyclic nucleotide levels, circular segments were incubated in 2-ml
reaction vials containing Krebs-Ringer solution continuously gas-
sed with carbogen. Tissue preparations were incubated with fors-
kolin and SNP (0.01, 1, and 100 uM) for 2, 5, and 10 min. PDE
inhibitors (1, 10, and 100 pM) were allowed to incubate the tissue
for 10 min. Incubation of the muscle segments with forskolin and
SNP was performed in the presence of 1 mM isobutylmethylxan-
thine (IBMX) to prevent degradation of cyclic nucleotides by PDE
activity. Following the incubation period, the tissue was rapidly
frozen in liquid nitrogen. The tissue was homogenized in a frozen
state and camp were extracted using 70% ethanol. After centrifu-
gation at 3000g for 10 min at 4 °C, the ethanolic phase was
removed and lyophilized, and the remaining dry particulate frac-
tion was resuspended in 50 mM sodium acetate buffer. Aliquots of
the samples were acetylated and assayed for cAMP and cGMP
contents by specific radioimmunoassays (RIA). The protein con-
tent of the particulate fractions was measured according to the
method of Lowry [12] using bovine serum albumin as a standard.

Data analysis

Relaxant responses of ureteral segments during organ-bath experi-
ments are expressed as percentage of the maximum contraction
induced by 80 mM KCIl. Mean ECs, values were determined
graphically from the linear plot of the percentage of response versus
drug concentration by nonlinear regression and represent 50%
relaxation of the KCl-induced contraction plateau. The magnitude
of drug effect at maximum concentration (R.x) IS given as per-
centage relaxation of maximum tension. All data are given as the
mean £ SD. Statistical analysis was conducted by Gosset z-test. A
probability (P) value of less than 0.05 was accepted as significant.
All experiments were repeated eight to ten times on tissue segments
originating from at least two different tissue preparations. In RIA
experiments, each concentration was tested threefold and assayed in
duplicate for cAMP and cGMP. Stimulating effects of IBMX on
cNMP levels were subtracted when processing the data. Statistical
analysis was also conducted using the Gosset -test. There were only
negligible effects of the highest concentration of the solvent vehicles
on tissue tension and cNMP content.
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Drugs

Forskolin, SNP, and IBMX were purchased from Sigma Chemical
Company, St. Louis, Mo., USA. Rolipram was kindly provided by
Schering AG, Berlin, Germany, zaprinast by Rhone-Poulenc
Rorer, Dagenham, UK, and quazinone was obtained from Biomol,
Hamburg, Germany. '[I]cAMP and '®[I]cGMP were obtained
from Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburg, Germany.
Antibodies raised in rabbits against cAMP and cGMP were gen-
erously provided by the Lower Saxony Institute of Peptide Re-
search, Hannover, Germany. All other drugs were supplied by the
Pharmaceutical Division of Bayer AG, Wuppertal, Germany.
Drugs were made up as stock solutions (0.5-10 mM, depending on
the solubility properties of the individual drugs) using saline,
methanol, ethanol, or dimethylsulfoxide (DMSO) and were further
diluted with saline or Krebs solution.

Results
Effects of drugs on KCl-induced tension

None of the ureteral smooth muscle segments showed
any spontaneous activity. All substances tested induced
dose-dependent relaxation of different potency and effi-
cacy. Rolipram, an inhibitor of PDE4, as well as semi-
selective and selective inhibitors of PDES turned out to
be the most potent relaxing compounds: KCl-induced
tension was significantly reversed by PDE4 inhibitor
rolipram (ECsy = 0.1 pM, Ry.x = 100%), dual PDES/1
inhibitor zaprinast (ECso =40 uM, Ry.x = 76 =
7.0%), and selective PDES inhibitors E 4021 (ECso =
50 UM, Ryax = 59 £ 12%) and MSPP (ECsy = 20 uM,
Rpax = 67 = 10.6%). PDE3 inhibitors quazinone and
HL 725 induced relaxant effects with ECsgvalues of
25 uM and 100 pM, respectively. Nitrovasodilator SNP
reversed KCl-induced tension of the ureteral segments
with an ECsy of 4 pM; R..« was determined as
62 + 5%. In contrast, effects of forskolin and NO-do-
nating substance DHP on tissue tension were signifi-
cantly less potent. R, values were determined as
39 + 2% (forskolin) and 22.5 + 11% (DHP). Figs 1-3
and Table 1 summarize the data of the functional organ-
bath studies.

Effects of drugs on cyclic nucleotide levels

Forskolin significantly increased cAMP levels dose-
dependently and time-dependently starting at a con-
centration of 0.01 uM. Maximum concentration of
forskolin (100 uM) increased cAMP level 22-fold,
42-fold, and 51-fold over control (control 31.9 +
2.7 pmol/mg protein) after 2, 5, and 10 min of incuba-
tion, respectively (Fig. 4). No time- and dose-dependent
effects of forskolin on cGMP level were noted (data not
shown). Incubation with SNP resulted in an increase in
cGMP level (control 1.7 £ 1.16 pmol/mg protein)
13-fold after 2 min of incubation with 0.01 uM SNP to
90-fold after 10 min incubation with 100 uM SNP
(P < 0.01 for each; Fig. 5). No effects of SNP on cAMP
levels with respect to dose and time were noted (data not
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Fig. 1 Relaxation of human ureteral segments in vitro induced by
cumulative addition of phosphodiesterase 3 (PDE3) inhibitor HL 725
and second-generation PDE inhibitors rolipram, quazinone, and
zaprinast. Each point is expressed as percentage of maximum KCI-
induced tension and represents mean + standard deviation (SD) of
the mean of n = 8-10 determinations
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Fig. 2 Relaxing effects of PDES inhibitors E 4021 and morphol-
inosulfonyl-pyrazolopyrimidine (MSPP), and NO-donor dihydro-
pyridine (DHP) on KCl-induced tension of circular human ureteral
segments. Each point is expressed as a percentage of maximum
KCl-induced tension and represents mean = SD of n=8-10
determinations
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Fig. 3 Relaxing effects of PDES inhibitor diethylaminosulfonyl-
pyrazolopyrimidine (DASPP), NO-donor sodium nitroprusside
(SNP), and adenylyl cyclase stimulating agent forskolin on KCI-
induced tension of circular human ureteral segments
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Table 1 Effects of drugs on

KCl-induced tension of human  Substance Rumax £ SD (%) ECso (kM)
ureteral segments by means of )
ECso (ECso > > 100 pM) and Quazinone (Ro 13-6438) 87 £ 4.0 25.0
Runax Values (ECsy drug HL 725 49 £ 3.0 100.0
concentration inducing 50% Rolipram (ZK 62711) 100 0.1
reversion of KCl-induced Zaprinast (M&B 22948) 76+ 70 40.0
tension, R, relaxation at final E 4021 (PDES inhibitor) 59 + 12,5 50.0
drug concentration, ND not DHP (dlhydropyrldlne) o 35 £ 11.8 (10 uM) ND
determined. SNP sodium Morpholinosulfonyl-pyrazolopyrimidine 67.3 = 10.6 20.0
nitroprussi&e) (MSPP, PDES inhibitor)
Diethylaminosulfonyl-pyrazolopyrimidine 12.6 £ 7.0 (10 pM) ND
(DASPP, PDES inhibitor)
Forskolin 392 £ 23 ND
SNP 62 + 5.0 4.0
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Fig. 4 Time course of cAMP accumulation in the presence of
forskolin in human ureteral segments. Each bar represents the mean +
SD of three individual determinations. *Values significantly different
from control (*P < 0.05, **P < 0.01)
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Fig. 5 Time course of cGMP accumulation in the presence of SNP in
human ureteral segments. Each bar represents the mean + SD of
three individual determinations. *Values significantly different from
control (*P < 0.05, ¥**P < 0.01)

shown). Ten minutes of incubation with 10 uM and
100 uM rolipram caused increases in cAMP threefold
and sixfold, respectively (Fig. 6). Stimulation by HL 725
was 3-fold, 5-fold, and 11-fold at 1 uM, 10 uM, and

concentration (microM)

Fig. 6 Levels of cAMP in isolated human ureteral segments
incubated with PDE inhibitors HL 725, rolipram, quazinone, and
zaprinast. Each bar represents the mean = SD of three individual
determinations. *Values significantly different from control (*P <
0.05, **P < 0.01)

100 uM (Fig. 6). E 4021 increased cAMP levels dose-
dependently 12-fold to 62-fold; stimulation by MSPP
was 7-fold to 31-fold. All values were significant
(P < 0.05). cGMP levels were elevated twofold by
100 uM rolipram, zaprinast, and E 4021 (Figs. 7, 8).

Discussion

cAMP and cGMP are important intracellular second
messengers formed following stimulation of AC and
GC, respectively. The action of many hormones and
neurotransmitters involved in the regulation of smooth
muscle tone is mediated through specific receptors
coupled to these enzymes. The degradation of cNMP
is regulated by the activity of cyclic nucleotide PDE.
The major clinical focuses for selective PDE inhibitors
were determined as positive inotropic agents, antide-
pressants, anti-inflammatory agents, and bronchodila-
tors. Recent basic and clinical research has confirmed
that the concept of PDE inhibition is also applicable
in the treatment of male erectile dysfunction [2, 7, 13].
The aim of the present study was to further delineate
the functional importance of cAMP- and cGMP-
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Fig. 7 Levels of cGMP in isolated human ureteral segments
incubated with PDE inhibitors HL 725, rolipram, quazinone, and
zaprinast. Each bar represents the mean = SD of three individual
determinations. *Values significantly different from control (*P <
0.05, **P < 0.01)
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Fig. 8 Levels of cAMP in isolated human ureteral segments after
10 min of incubation with PDES5 inhibitors E 4021, MSPP, and
DASPP. Each bar represents the mean £+ SD of three individual
determinations. *Values significantly different from control (*P <
0.05, **P < 0.01)

mediated pathways in human ureteral smooth muscle.
Therefore, we examined the effects of various third-
generation isoenzyme-selective PDE inhibitors on
ureteral tension and cyclic nucleotide levels in vitro.
As previously shown, the PDE4 inhibitor rolipram,
PDE3 inhibitor quazinone, and dual PDES5/1 inhibitor
zaprinast strongly reversed KCl-induced tension of
human ureteral segments. We were able to demonstrate
that these relaxing properties are paralleled by the
ability of the drugs to elevate cAMP and cGMP levels.
Our organ-bath studies revealed the relaxing potency of
nitrovasodilator SNP, PDE3 inhibitor HL 725, and
PDES inhibitors E 4021 and MSPP. While inhibitors of
PDE3, which act on cAMP-hydrolyzing PDE isoen-
zymes, significantly increased cAMP levels, E 4021 and
MSPP, selective inhibitors of cGMP-specific PDES5, did
not exert major effects on cGMP levels — unexpected
from their mode of action — but considerably elevated
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Fig. 9 Levels of cGMP in isolated human ureteral segments after
10 min of incubation with PDES5 inhibitors E 4021, MSPP, and
DASPP. Each bar represents the mean £+ SD of three individual
determinations. *Values significantly different from control (*P <
0.05, **P < 0.01)

cAMP. This fact gives rise to the speculation that, in
ureteral smooth muscle, cCAMP might be the main me-
diator of muscle relaxation. In contrast, the low relaxing
potency of forskolin, despite its remarkable effects on
intracellular cAMP and the pronounced relaxant
response to SNP in combination with the dramatic
increase in cGMP levels after incubation with SNP,
demonstrates that ¢cGMP is also involved in the
relaxation of human ureteral smooth muscle. This is in
accordance with previous findings that ureteral relax-
ation may involve the NO/cGMP pathway [18]. There-
fore, in the human ureter, cGMP and cAMP either
appear to have similar physiological effects and work
synergistically or a slight increase in cGMP may exert an
inhibitory effect on PDE3, leading to an elevation of
cellular cAMP and finally ureteral relaxation. A com-
parable mechanism has already been assumed by Mau-
rice and Haslam from experiments on rat aortic smooth
muscle [15]. Although PDE3 was not revealed in the
cytosolic fraction of ureteral smooth muscle [19], it
might be localized in cellular compartments of the mi-
crosomal fraction. This may explain the in vitro effects
of PDE3 inhibitor HL 725 on ureteral smooth muscle.
The apparent discrepancy between cAMP and cGMP
levels and functional responses may also be explained by
possible intracellular compartmentation of cyclic nu-
cleotides and important regulatory PDE isoenzymes.
Thus, different inhibitors may elevate cyclic nucleotide
levels in different intracellular compartments. Cyclic
nucleotides could act in such a way that very small,
compartmentalized changes, e.g., in cGMP, could cause
calcium desensitization by stimulation of light chain
myosin phosphatase activity or major changes in intra-
cellular calcium by activation of cGMP-dependent
protein kinase, thus resulting in changes of smooth
muscle tone. Penetration and distribution of some PDE
inhibitors may vary within the cell. The present data
demonstrate that pharmacological modulation of in-



tracellular cNMP-dependent signal transduction path-
ways resulted in changes of ureteral tension in vitro,
which is accompanied by an increase in cNMP levels.
The effects of PDES inhibitors E 4021 and MSPP on
cAMP levels indicate that cGMP and cAMP-dependent
signal transduction pathways are not generally parallel
or independent in smooth muscle tissue, and manipu-
lation of cGMP-downstream might interfere with regu-
latory cAMP cascades. It is important to emphasize that
cyclic nucleotide turnover in isolated tissue preparations
is low, since only basal cyclase activity is maintained,
thus high concentrations of PDE inhibitors are needed
to elevate cyclic nucleotides in order to produce a sig-
nificant tissue response. In contrast to this situation,
cyclic nucleotide turnover rates are much higher in in
vivo systems where PDE inhibitors tend to be much
more effective [16]. Therefore, future studies on ureteral
smooth muscle relaxation and determination of cyclic
nucleotide levels under better physiological conditions,
i.e., by addition of subsaturating concentrations of SNP
or forskolin and various concentrations of PDE inhibi-
tors, would gain importance.

Generally, there are three characteristics of PDE4
and PDES inhibitors that might be beneficial in the
treatment of ureteral colic: (1) relaxation of ureteral
muscle at the site of the concretion might relieve colic
pain and facilitate stone passage; (2) inhibitors of PDE
isoenzymes 4 and 5 are thought to induce minimal
systemic side-effects at the dosage needed; and (3) im-
proved isoenzyme selectivity of third-generation PDE
inhibitors will help to focus drug effects on the target
tissue. Clinically, the use of inhibitors PDE4 and 5
seems promising due to the anti-inflammatory effect as
well as the favorable effect to side-effects ratio of the
drugs.
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