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1  Einleitung

Die Entdeckung von Stickstoffmonoxid (NO) als wichtigem und ubiquitirem Regulator
verschiedenster physiologischer und pathophysiologischer Prozesse im menschlichen Korper
ist ein duBerst fesselndes Kapitel der jlingsten Forschungsgeschichte und wurde 1998 mit dem
Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie an Robert Furchgott, Louis Ignarro und Ferid Murad
gewiirdigt (Furchgott, 1999; Ignarro 1999; Murad 1999). Thre Arbeiten fiihrten dazu, dass aus
dem Atemgift und Umweltschadstoff NO eines der wichtigsten Signalmolekiile der Medizin
geworden ist (zur Ubersicht siehe Ignarro 2000; Mayer 2000). Auch die organischen Nitrate,
wie z. B. Nitroglycerin, die seit mehr als 130 Jahren erfolgreich zur Behandlung der Angina
pectoris als auch der akuten Herzinsuffizienz eingesetzt werden, wirken im Korper iiber die
Freisetzung von NO (Brunton, 1867; Ignarro, 2002). Der wichtigste Rezeptor fiir NO ist die
16sliche Guanylatzyklase (sGC), die somit eine Schliisselfunktion bei der NO-vermittelten
Signaliibertragung einnimmt. Durch die katalytische Umwandlung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) (Arnold et al.,, 1977;
Waldman und Murad, 1987) reguliert die sGC die Steuerung verschiedener cGMP-abhéngiger
Effektorsysteme wie Proteinkinasen, Phosphodiesterasen und Ionenkanile (zur Ubersicht
siche Biel et al., 1998; Eigenthaler et al., 1999; Juilfs et al., 1999; Hofmann et al, 2000; Beavo
und Brunton, 2002). Die Aktivierung dieser Effektorsysteme macht die sGC zu einem
Schliisselenzym bei der Vasodilatation, der Plattchenreaktivitit und der zentralen sowie
peripheren Neurotransmission (zur Ubersicht siche Moncada et al., 1991; Garthwaite und
Boulton, 1995; Denninger und Marletta, 1999; Ignarro et al., 1999; Ignarro, 2000; Mayer
2000; Bellamy und Garthwaite, 2002).

Die sGC, ecin o/fB-Heterodimer, wurde bisher in zwei Isoformen (0/B; und Q/f;) auf
Proteinebene in verschiedenen Spezies nachgewiesen, wobei die meisten enzymologischen
Untersuchungen an der ubiquitir vorkommenden o/f;-Isoform durchgefiihrt wurden (zur
Ubersicht siehe Denninger und Marletta, 1999; Russwurm und Koesling, 2002). Wihrend die
C-terminal liegenden katalytischen Doménen beider Untereinheiten groe Homologien zu
anderen Zyklasen aufweisen, zeichnet sich die einzigartige Struktur der N-terminalen Region
verantwortlich fiir die Bindung der prosthetischen Him-Gruppe, die den Angriffspunkt fiir
NO darstellt, und somit zur Aktivierung durch NO fiihrt. Die Ham-Gruppe zeigt ein
Absorptionsmaximum bei 431 nm, die Soret-Bande, die auf ein fiinffach-koordiniertes Him-

Eisen mit einem Histidin als axialem Liganden hinweist. Die sGC enthdlt ein Hdm pro



Heterodimer, welches iliber das His-105 der 3;-Untereinheit komplexiert ist. Da Ham-freie
sGC durch Protoporphyrin IX, welches strukturell dem fiinffach-koordinierten Nitrosyl-Ham-
Komplex dhnlich ist, aktiviert werden kann, wurde gefolgert, dass fiir die Stimulierung der
sGC ein flinffach-koordinierter Nitrosyl-Hidm-Komplex erforderlich ist (Ignarro et al., 1982,
1984; Stone und Marletta, 1994). Diese und andere Beobachtungen fiihrten zu der Annahme,
dass die Bindung von NO an der sechsten Koordinationsstelle, des im Basalzustands penta-
koordinierten Histidyl-Ham-Komplexes, iiber eine hexa-koordinierte Zwischenstufe
letztendlich durch Spaltung der Histidin-Hdm-Bindung zu einem penta-koordinierten
Nitrosyl-Hdm-Komplex (mit einem Absorptionsmaximum bei 398 nm) fiihrt (Stone und
Marletta, 1996; Kharitonov et al., 1997; Sharma und Magde, 1999). Die Losung der Bindung
des Ham-Eisens vom Histidin induziert Konformationsénderungen an der sGC, die mit einer
iiber 200-fachen Aktivierung des Enzyms einhergehen. Auf der anderen Seite ist die Spaltung
der Histidin-Eisen-Bindung zwar notig, aber nicht ausreichend fiir eine Aktivierung, da eine
Mutante ohne dieses proximale Histidin und damit ohne Histidin-Eisen-Bindung keine
gesteigerte katalytische Aktivitit besitzt (Foerster et al., 1996). Die Bindung von NO an das
Ham-Eisen und das daraus resultierende Losen der Histidin-Eisen-Bindung ist der bisher
bekannte Hauptmechanismus der physiologischen Aktivierung der sGC (Zhao et al., 1999;
Bellamy et al., 2002; Ballou et al., 2002).

Obwohl die organischen Nitrate, wie z.B. Nitroglycerin, Isorbiddinitrat und
Isosorbidmononitrat, zu den Standardtherapeutika neben den [-Rezeptorenblockern und
Calciumantagonisten zur Behandlung der Angina Pectoris gehdren, haben sie eine Reihe von
Nachteilen. Eine deutliche Einschrankung bei der therapeutischen Anwendung ist die rasche
Entwicklung einer Nitrattoleranz bei wiederholter Gabe. Wie diese Nitrattoleranz zustande
kommt, ist noch nicht vollstindig geklart (Parker, 1989; Elkayam, 1991; Miinzel et al., 1996;
Thadani, 1997; Asirvatham, 1998; Hobbs, 2002). In einer kiirzlich erschienenen Arbeit wurde
jedoch beschrieben, dass eine verminderte metabolische Aktivierung durch eine
mitochondriale Aldehyddehydrogenase in den glatten Muskelzellen einer Nitrattoleranz zu
Grunde liegt (Chen et al., 2002; Ignarro, 2002). Organische Nitrate zeigen im Gegensatz zu
NO selbst in vitro keine Thrombozyten-aggregationshemmende Wirkung und auch in der
Klinik wurde keine relevante antithrombozytire Wirkung beobachtet. Im Gegensatz zu den
glatten Muskelzellen sind die Thrombozyten nicht in der Lage aus organischen Nitraten NO
oder NO-Spezies durch Biokonversion zu bilden (Feelisch 1998; Martin et al., 2000; Hobbs,

2002). Solch eine zusitzliche Wirkkomponente ist wiinschenswert und sollte zumindest



theoretisch einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf von Patienten mit einer
koronaren Herzerkrankung haben; denn in grossen Studien wurde an diesem
Patientenkollektiv ~ gezeigt, dass es wunter dem Einfluss des Thrombozyten-
aggregationshemmers Aspirin zu einer deutlichen Reduktion kardiovaskulédrer Ereignisse und
Todesfille kommt (Juul-Moller et al., 1992; Aronov, 1999). Dariiber hinaus zeigen sich unter
der Anwendung von organischen Nitraten zahlreiche Nebenwirkungen, wobei die hiufigste
der sogenannte Nitratkopfschmerz ist, der auf das durch Biokonversion freigesetzte NO
zuriickgefiihrt wird (Thomsen und Olesen, 2001). Insofern sollten Substanzen, die die
gleichen hidmodynamischen Wirkungen wie organische Nitrate besitzen, ohne deren
Nebenwirkungsprofil, —kombiniert mit einer antithrombozytiren = Wirkung aus
pharmakologischer und medizinischer Sicht fiir die Behandlung der koronaren
Herzerkrankung vorteilhaft sein. Die Suche nach NO-unabhédngigen Stimulatoren der
16slichen Guanylatzyklase sowie deren pharmakologische Charakterisierung als auch die
Identifizierung neuer regulatorischer Einheiten am Enzym war das Ziel der vorliegenden

Arbeit.

Mit YC-1 wurde ein Thrombozytenaggregationshemmer identifiziert, der seine Wirkung tiber
eine intrazelluldire cGMP-Erh6hung in den Thrombozyten entfaltet (Ko et al., 1994; Wu et al.,
1995; 1997). Kurz nach dieser Entdeckung wurde von uns und anderen gezeigt, dass YC-1 ein
direkter NO-unabhéngiger Stimulator der sGC ist. Zusitzlich zeigte sich zu dieser direkten
sGC-Stimulation ein Synergismus mit NO (Friebe et al., 1996; Miilsch et al., 1997, Anlage
9.1; Hoenicka et al., 1999, Anlage 9.2). Mit YC-1 war also eine Substanz gefunden worden,
die die sGC iiber einen neuen NO-unabhingigen Mechanismus aktiviert. Inzwischen sind eine
ganze Reihe weiterer biochemischer und pharmakologischer Arbeiten zu YC-1 erschienen
(zur Ubersicht siehe Becker, 2000; Friebe und Koesling, 2000). Ausgehend von YC-1 als
chemischer Leitstruktur haben wir NO-unabhingige, aber Him-abhéngige sGC-Stimulatoren
identifiziert (BAY 41-2272 und BAY 41-8543), die sowohl spezifischer als auch in vitro und
in vivo deutlich potenter sind. Dariiber hinaus wurde mit einem High-throughput Screening
ein Aminodicarboxylsdurederivat (BAY 58-2667) gefunden, das die sGC NO- und Ham-
unabhingig iiber einen bisher unbekannten Mechanismus aktiviert. Diese beiden neuen
pharmakologischen Prinzipien wurden in vitro und in vivo evaluiert und ihr Potenzial fiir die
Therapie kardiovaskuldrer Erkrankungen aufgezeigt. Ferner gelang uns mittels
Photoaffinitdtslabel-Studien die entsprechenden bisher unbekannten regulatorischen Regionen

an der sGC zu lokalisieren.



2 Zusammenfassung und Diskussion der Forschungsergebnisse

2.1  YC-1 als Leitstruktur fiir NO-unabhiingige Stimulatoren
2.1.1 Charakterisierung von YC-1 an der hochgereinigten, rekombinanten sGC

Vgl. Anlage 9.1 und 9.2

Zur Expression der a1/B; sGC der Ratte wurde ein Baculovirus/Sf9-Zellsystem verwendet,
welches gro3e Mengen an biologisch aktivem Enzym produziert (Buechler et al., 1995; Gupta
et al., 1997). Das verwendete Expressions- und Reinigungsverfahren wurde so optimiert, dass
wir ein Enzym mit den bisher hochsten beschriebenen spezifischen Aktivititen
reproduzierbar herstellen konnten (Hoenicka et al., 1999, Anlage 9.2). Dabei wurde das
Verhiltnis beider Viren, die die jeweiligen Untereinheiten (a; und ;) kodieren, so gewihlt,
dass wir einen moglichst grolen Anteil katalytisch aktiven Hadm-haltigen Enzyms erzielten
(Buechler et al., 1991; Harteneck et al., 1991). Unser Expressions- und Reinigungssystem
fiihrte zu einem Ham-haltigen Enzym ohne Notwendigkeit weiterer Héam-
Rekonstitutionsschritte. Der von uns bestimmte Hadm-Gehalt wies iibereinstimmend mit
fritheren Ergebnissen am gereinigten Rinderlungenenzym ein stochiometrisches Verhéltnis
von einem Ham pro Heterodimer auf (Gerzer et al., 1981; Stone und Marletta, 1994; Wedel et
al., 1994; Zhao und Marletta, 1997; Zhao et al., 1998). Somit ist das vorgestellte
Baculovirus/Sf9-Zellsystem in Kombination mit der beschriebenen Reinigung geeignet,

groflere Mengen hochreiner Him-haltiger sGC herzustellen.

An der hochgereinigten, rekombinanten sGC zeigte YC-1 eine konzentrationsabhédngige
Stimulation der sGC von 10-300 pM, wogegen DEA/NO schon ab 10 nM das Enzym
aktivierte. Interessanterweise zeigte YC-1 in Kombination mit DEA/NO iiber die gesamte
Spanne der Konzentrations-Wirkungskurve synergistische Wirkungen hinsichtlich der sGC
Aktivitdit mit einer Verringerung der ECsp-Werte von DEA/NO und YC-1 um ca. eine
Zehnerpotenz. Die Wirkung von YC-1 und DEA/NO auf die Stimulation der sGC konnte
durch ODQ, einem gut untersuchten selektiven und potenten sGC Inhibitor, der das Him-
Eisen der sGC oxidiert (Garthwaite et al., 1995; Schrammel et al., 1996; Feelisch et al., 1999),

nahezu komplett gehemmt werden.

Dass YC-1 ein direkter Stimulator der sGC ist, wurde gleichzeitig von uns und anderen

erstmals am isolierten Rinderlungenenzym gezeigt (Friebe et al., 1996; Miilsch et al., 1997,
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Anlage 9.1). Die Aktivierungskinetik der sGC in Anwesenheit verschiedener GTP-
Konzentrationen nach Stimulation durch YC-1 zeigte eine geringe Erniedrigung des Ky-
Wertes und eine deutliche Erhéhung des V.-Wertes. Die Aktivierung der sGC ist reversibel,
wie durch entsprechende Verdiinnungsuntersuchungen gezeigt werden konnte (Miilsch et al.,
1997, Anlage 9.1). Die Expression und Reinigung der humanen sGC unter Verwendung
rekombinanter Isoformen und deren Aktivierung durch YC-1 ist erst kiirzlich beschrieben

worden (Zabel et al., 1999; Lee et al., 2000; Kosarikov et al., 2001a; Martin et al., 2001).

Im Gegensatz zu DEA/NO und SNP stimuliert YC-1 die sGC nicht durch Freisetzung von
NO. Dartiber hinaus legen die synergistischen Wirkungen zwischen YC-1 und NO den
Schluss nahe, dass YC-1 die sGC nicht iiber eine direkte Interaktion mit dem Ham-Eisen der
prosthetischen Him-Gruppe aktiviert. Wahrend die Basalaktivitidt und damit die katalytische
Region der sGC durch die Entfernung des Hams nicht verdandert wurde, ging die Stimulation
der sGC durch SNP, YC-1 und deren Kombination jedoch in Abwesenheit der Him-Gruppe
nahezu vollstidndig verloren. Da fiir die Stimulation der sGC durch YC-1 die Anwesenheit der
Héam-Gruppe am Enzym erforderlich ist, wurde die Wirkung von YC-1 auf die Stimulation
der sGC durch Protoporphyrin IX untersucht. Protoporphyrin IX verdringt das Hiam aus
seiner Bindung und aktiviert die sGC, indem es die aktive Hdm-Konformation imitiert
(Ignarro et al., 1982; 1984). Auch mit Protoporphyrin IX zeigte YC-1 eine synergistische
Wirkung. Somit aktiviert YC-1 einerseits das Hém-haltige Enzym direkt und macht
andererseits das Enzym empfindlicher gegeniiber NO oder Protoporphyrin IX (Miilsch et al.,
1997, Anlage 9.1; Hoenicka et al., 1999, Anlage 9.2).

In Konzentrationen, die die sGC-Aktivitdt signifikant erh6hen, zeigte YC-1 in An- oder
Abwesenheit von NO keinen Einfluss auf das jeweilige Him-Spektrum des Enzyms, was auf
eine allosterische Regulation des Enzyms durch YC-1 ohne direkte Interaktion mit dem Ham-
Eisen hinweist. Zusammenfassend zeigen unsere Studien, dass YC-1 die hochreine,
rekombinante sGC iiber einen neuen unbekannten Mechanismus NO-unabhingig und Hidm-
abhédngig stimuliert. Zahlreiche weitere Arbeiten zum Wirkmechanismus von YC-1 an der
sGC sind in der Zwischenzeit erschienen, die diese NO-Unabhdngigkeit und Ham-
Abhingigkeit belegen (Friebe und Koesling, 1998; Stone und Marletta, 1998; Kharitonov et
al., 1999; Koesling, 1999; Denninger et al., 2000; Kosarikov et al., 2001b; Mayer und

Koesling, 2001). Lediglich in einer erst kiirzlich erschienenen Arbeit wird spekuliert, dass



neben der Ham-abhingigen Komponente eine, wenn auch sehr geringe, Him-unabhéngige

Komponente an der sGC Aktivierung durch YC-1 beteiligt ist (Martin et al., 2001).

2.1.2 Wirkung von YC-1 an einer neu generierten sGC-CHO-Zelllinie
Vgl. Anlage 9.3

Mit der Erstellung einer stabilen sGC iiberexprimierenden CHO-Zelllinie wurde ein einfaches
und sensitives Hilfsmittel entwickelt, um die verschiedenen sGC-Stimulatortypen, wie YC-1
und NO-Donoren, auch auf zelluldrer Ebene zu charakterisieren (Becker et al., 1999, Anlage
9.3). Unter Verwendung dieses neuen Bioassays ist man bei der Charakterisierung der sGC-
Stimulatoren einerseits nicht mehr auf die sehr aufwendige Isolierung des Enzyms und
andererseits nicht mehr auf transiente Transfektionen oder Primérzellen angewiesen. Dariiber
hinaus konnte ausgehend von dieser Zelllinie ein Screening-System zur Suche nach weiteren,

bisher unbekannten sGC-Aktivatoren etabliert werden (siche 2.3.1).

CHO-Zellen wurden mit beiden Untereinheiten der sGC der Ratte stabil transfiziert, da in
mehreren Studien gezeigt wurde, dass die gleichzeitige Expression beider Untereinheiten fiir
ein katalytisch aktives Enzym notwendig ist (Buechler et al., 1991; Harteneck et al., 1991).
Der Proteingehalt des exprimierten Enzyms lag bei der stabilen Transfektion
erwartungsgemil deutlich niedriger als bei transient transfizierten Zellen. Trotzdem konnten,
nach Anreicherung iiber einen Ionenaustauscherschritt, beide sGC Untereinheiten im
Western-Blot mit eigens dafiir generierten polyklonalen Antikdrpern nachgewiesen werden.
Bestitigt wurde die gelungene Kotransfektion in den CHO-Zellen auch durch die sGC-
Aktivitétstests.

Bei der Untersuchung von NO-Donoren und YC-1 an dieser neuen Zelllinie wurden
vergleichbare Ergebnisse gefunden wie an der hochreinen sGC. DEA/NO (0,01-3 uM), SNP
(1-10 uM) und YC-1 (1-10 uM) zeigten eine konzentrationsabhingige Aktivierung der sGC
mit einem maximal 16-fachen (3 uM DEA/NO), 8-fachen (10 uM SNP) und 6-fachen (10 uM
YC-1) Anstieg der intrazelluldren cGMP-Spiegel. DEA/NO und SNP zeigten in Kombination
mit YC-1 iiber den getesteten Konzentrationsbereich eine synergistische Wirkung. Dabei
wurde der cGMP-Gehalt durch die Stimulatorkombinationen 51-fach (1 uM DEA/NO und 3
uM YC-1) bzw. 64-fach (10 uM SNP und 10 uM YC-1) erhoht. Im Vergleich zum

gereinigten Enzym ist die beobachtete synergistische Wirkung schon bei niedrigeren



Konzentrationen zu beobachten. So zeigte die sGC-CHO-Zelllinie eine deutliche Antwort
schon bei einer DEA/NO Konzentration von 10 nM und einer YC-1 Konzentration von 1 uM
mit stark ausgepragt synergistischer Wirkung. Damit reagiert diese Zelllinie hinsichtlich der

Testung von sGC-Stimulatoren mindestens so empfindlich wie das gereinigte Enzym.

Die cGMP-erhohenden Wirkungen in den sGC-CHO-Zellen durch einzelne Stimulatoren oder
deren Kombination konnte durch ODQ nahezu komplett gehemmt werden. Ahnliche
Untersuchungen zur Hemmung des stimulierten cGMP-Anstiegs durch ODQ in vaskuldren
Glattmuskelzellen und Endothelzellen kamen zum gleichen Ergebnis (Miilsch et al.,1997,
Anlage 9.1; Schmidt et al., 2001). Die an der sGC-CHO-Zelllinie gezeigte Stimulation durch
NO und YC-1 wurde auch an einem Primérzellsystem bestétigt. YC-1 und NO erhohten in
primidren Endothelzellen konzentrationsabhingig die intrazelluliren c¢GMP-Spiegel
(Wohlfahrt et al., 1999; Becker, 2000; Abate et al., 2001; Schmidt et al., 2001). Allerdings
sind Primérzellsysteme nur bedingt zur Charakterisierung der sGC-Stimulatoren auf zelluldrer
Ebene geeignet. So wurde fiir Endothelzellen eine basale NO-Freisetzung beschrieben, die
nicht nur durch eNOS-Aktivatoren sondern auch {iber physikalische Stimulatoren, wie z.B.
Scherkrifte induziert werden kann (Fleming et al., 1998). Eine eNOS-unabhéingige NO-
Freisetzung durch YC-1 (Wohlfahrt et al., 1999) konnte nicht bestétigt werden (Schmidt et al.,
2001). Im Gegensatz zu Endothelzellen ist die gesteigerte endogene NO-Produktion in
Glattmuskelzellen hauptsichlich eine Folge der Aktivierung der Transkription des iNOS Gens
(Schini-Kerth und Vanhoutte, 1995). Somit sind die fir YC-1 gemessenen Wirkungen
letztendlich die Summe aus direkter Wirkung von YC-1 am Enzym und Synergismus mit
endogenem NO. RFL-6 Zellen, die oft als zelluldres sGC-Testsystem fiir NO-Donoren genutzt
wurden, zeigten eine deutliche fortschreitende Abschwichung der cGMP-Antwort nach
Stimulation mit NO-Donoren von Passage zu Passage (Schroder et al., 1988). Diese
Beobachtung unterstreicht die Vorteile eines stabilen sGC iiberexprimierenden Zellsystems,
um verschiedene NO-Donoren und direkte sGC-Stimulatoren auf zelluldrer Ebene

charakterisieren zu konnen.



2.1.3 VASP als Marker einer YC-1 Wirkung in Thrombozyten
Vgl . Anlage 9.4

Mit Thrombozyten stand uns ein weiteres gut charakterisiertes natives Zellsystem zur
Verfiigung, um die Wirkung beider sGC Stimulatortypen, YC-1 und NO, auf die
thrombozytire sGC iiber die Messung des intrazelluliren cGMP-Spiegels und den
Phosphorylierungsgrad des  Vasodilator-stimulierten =~ Phosphoproteins (VASP) zu
untersuchen. VASP wurde als wichtiges Substrat der Proteinkinase A (PKA) und
Proteinkinase G (PKG) in menschlichen Thrombozyten beschrieben (Halbriigge et al., 1990;
Smolenski et al., 1998a; Schwarz et al., 2001). Neben seiner hohen Konzentration in
Thrombozyten kommt es auch in vaskuldren glatten Muskelzellen, Endothelzellen und
Fibroblasten vor (Eigenthaler et al., 1999; Oelze et al., 2000; Miilsch et al., 2001; Iberra-
Alvarado et al., 2002; Schulz et al., 2002). Die Phosphorylierung an Ser-157 fiihrt zu einer
Verschiebung der Molekulargewichtsbande in der SDS-Gelelektrophorese von 46 nach 50
kDa (Smolenski et al., 1998b) und kann im Gel nach Proteinfarbung oder im Western-Blot
nach Detektion des VASP mit entsprechenden Antikérpern quantitativ bestimmt werden (Butt
et al., 1994; Eigenthaler et al., 1999). Eine ebenfalls geeignete Methode zur Untersuchung der
NO/sGC/cGMP/PKG-Signalkaskade, ist die Bestimmung des Phosphorylierungsgrades von
VASP am Ser-239 mit einem monoklonalen Antikorper, der VASP nur erkennt, wenn dieses
von der PKG bevorzugte Serin phosphoryliert vorliegt (Smolenski et al., 1998b). Die VASP-
Phosphorylierung in Thrombozyten korreliert mit der Inhibition der Fibrinogenbindung an das
Integrin allbB3 und der Hemmung der Thrombozytenaggregation (Halbriigge et al., 1990;
Horstrup et al., 1994; Schwarz et al., 2001). So wurde auch in VASP-knockout-Méusen wie
erwartet eine abgeschwéchte Plittchenfunktion beobachtet (Aszodi et al., 1999; Hauser et al.,

1999).

An gewaschenen Thrombozyten von Mensch und Ratte konnte mit beiden sGC-
Stimulatortypen (NO und YC-1) eine konzentrationsabhingige Zunahme der VASP-
Phosphorylierung in vitro gezeigt werden. Die Kombination von YC-1 und NO-Donoren
zeigte deutliche synergistische Wirkungen auf die Phosphorylierung des VASP an Ser-239
und an Ser-157 iiber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich. So bewirkte YC-1 an
Thrombozyten von Mensch und Ratte eine Verschiebung der Konzentrations-
Phosphorylierungskurve zu niedrigeren Konzentrationen der verwendeten NO-Donoren um

mindestens den Faktor 10. Das Ausmal} der Phosphorylierung korrelierte mit der Stimulation



der sGC, deren Aktivitit iiber den Anstieg der intrazelluldren cGMP-Spiegel bestimmt wurde.
So wurde mit YC-1 (0,3-100 uM) ein maximal 4-facher, mit SNP (0,3-30 pM) ein maximal
10-facher und mit DEA/NO (1-300 nM) ein maximal 20-facher c¢GMP-Anstieg in
menschlichen Thrombozyten gemessen. Die Kombination von SNP (30 uM) bzw. DEA/NO
(300 nM) mit YC-1 (1 uM) in einer Konzentration, die nur geringe Wirkungen auf die cGMP-
Spiegel hatte (2-fach), fiihrte zu einer 46- bzw. 117-fachen Stimulation der sGC-Aktivitét.

Die Bedeutung der In-vitro-Ergebnisse wurde unter /n-vivo-Bedingungen {iberpriift. So zeigte
sich eine Stunde nach oraler Gabe von YC-1 mit hohen Dosierungen (100 und 300 mg/kg
p.o.) in gewaschenen Thrombozyten der behandelten Ratten eine Zunahme der VASP-
Phosphorylierung an Ser-239. Im gleichen Dosisbereich verldngerte YC-1 nach oraler Gabe
die Blutungszeit bei Ratten. Diese Wirkungen von YC-1 auf die Thrombozyten sind
wahrscheinlich einerseits auf eine direkte Stimulation der sGC und andererseits einer
Steigerung der Empfindlichkeit der sGC gegeniiber endogenem NO zuriickzufiihren. Diese
Ergebnisse gehen mit der in vitro beschriebenen anti-aggregatorischen Wirkung von YC-1

einher (Ko et al., 1994; Wu et al., 1995, 1999; Teng et al., 1997; Friebe et al., 1998).

Die beobachtete In-vitro- und In-vivo-Phosphorylierung von VASP, die beschriebenen anti-
aggregatorischen Wirkungen und die beobachtete Verldngerung der Blutungszeit bestétigen
nicht nur die mdgliche Rolle von VASP als Bindeglied zwischen der sGC/cGMP-
Signalkaskade und der Thrombozytenaggregation, sondern unterstreichen auch die Bedeutung

von YC-1 als Leitstruktur fiir eine neue Klasse anti-aggregatorischer Substanzen.

2.2 Neue NO-unabhingige, aber Him-abhéangige Stimulatoren der sGC
2.2.1 Identifizierung der sGC-Stimulatoren BAY 41-2272 und BAY 41-8543
Vgl. Anlagen 9.5, 9.6 und 9.8

Auf der Suche nach NO-unabhingigen Stimulatoren der sGC identifizierten wir aus ca. 2000
neu synthetisierten Verbindungen (Robyr et al., 1998; Straub et al., 1998, 2000a, 2000b,
2000c, 2000d, 2001b; Feurer et al., 2000) die Pyrazolopyridinderivate BAY 41-2272 und
BAY 41-8543 als vielversprechendste Kandidaten (Stasch et al., 2001, Anlage 9.5; 2002a;
Anlage 9.8). Ausgehend von dem Indazolderivat YC-1 als chemischer Leitstruktur (Ko et al.,
1994, Wu et al., 1995) wurde fiir die chemische Strukturoptimierung die Wirkung der neu

synthetisierten Substanzen auf die sGC-Aktivitit und deren vasorelaxierende Wirkung in vitro



an isolierten Gefdflen herangezogen. Die Struktur-Wirkungs-Beziehungen um diesen neuen
Typ von sGC-Stimulatoren wurden im Detail von uns beschrieben (Straub et al., 2001,
Anlage 9.6). BAY 41-2272 und BAY 41-8543 sind in verschiedenen In-vitro-Systemen um
den Faktor 100 bis 1000 potenter als YC-1 und dariiber hinaus sehr wirkstark nach oraler
Gabe.

Die Leitstruktur YC-1 besitzt neben der direkten Wirkung auf die sGC eine zusétzliche PDES
inhibitorische Wirkung (Friebe et al., 1998; Galle et al., 1999). Im Gegensatz hierzu zeigten
BAY 41-2272 und BAY 41-8543 bis zu einer Konzentration von 10 mM keine signifikante
Inhibition der cGMP spezifischen Phosphodiesterasen PDES und PDE9 wie auch der cGMP
metabolisierenden Phosphodiesterasen PDE1 und PDE2. Damit konnte erstmals das
therapeutische Potenzial einer spezifischen sGC-Stimulation unter Verwendung von BAY
41-2272 und BAY 41-8543 aufgezeigt werden (Stasch et al., 2001, Anlage 9.5; 2002a, Anlage
9.8; 2002b, Anlage 9.9). In einem kiirzlich erschienenen Editorial iiber unsere Arbeiten zu den
NO-unabhéngigen sGC-Stimulatoren wurde das therapeutische Potenzial dieser Substanzen
beschrieben und kommentiert (Hobbs, 2002). Da das pharmakologische Profil von BAY
41-8543, mit Ausnahme einer stirkeren Wirksamkeit nach oraler Gabe, dem von BAY
41-2272 gleicht, werden im folgenden Text vorwiegend die Ergebnisse mit BAY 41-8543

beschrieben.

Von der Leitstruktur zur Wirksubstanz

N
N™ N\
NH, —_ /NH,
H,N N\>
-
BAY 41-2272 YC-1 BAY 41-8543
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2.2.2 Charakterisierung der sGC-Stimulatoren BAY 41-2272 und BAY 41-8543 in vitro
Vgl. Anlagen 9.5, 9.6 und 9.8

BAY 41-2272 und BAY 41-8543 aktivierten die hochgereinigte sGC konzentrationsabhidngig
von 0,1 nM bis 100 pM mit einer maximalen Stimulation um den Faktor 43 bzw. 92. In
Kombination mit NO (generiert durch die NO-Donoren DEA/NO, SNP bzw. SIN-1) zeigten
BAY 41-2272 und BAY 41-8543 iiber einen weiten Konzentrationsbereich eine
synergistische Wirkung auf die Aktivitit der sGC (Stasch et al., 2001, Anlage 9.5; Straub et
al., 2001, Anlage 9.6; Stasch et al., 2002a, Anlage 9.8). Obwohl BAY 41-2272 und BAY
41-8543 die sGC nicht so stark stimulierten wie NO selbst (um einen Faktor iiber 200;
Koesling, 1999), sind Konzentrationen von 10-100 nM ausreichend, um {iber die sGC-
Stimulation einen biologisch relevanten ¢cGMP-Anstieg zu induzieren. Der sGC-Inhibitor
ODQ hemmte nahezu komplett die Wirkungen von BAY 41-2272 und BAY 41-8543 auf die
Aktivitit der sGC. Im Gegensatz dazu war diese Stimulation durch Zugabe der NO-Scavenger
PTIO und Oxyhdmoglobin erwartungsgemal nicht hemmbar.

NO stimuliert die sGC iiber die Bildung eines Nitrosyl-Him-Komplexes. Entfernung der
Ham-Gruppe durch das Detergenz Tween-20 fiihrt zu einer NO-insensitiven Form der sGC,
ohne dass dadurch die Basalaktivitit des Enzyms zerstort wird (Friebe et al., 1996). Ebenso
wie NO stimulierten auch BAY 41-2272 und BAY 41-8543 das Hiam-freie Enzym nicht. Um
zu untersuchen, ob BAY 41-2272 und BAY 41-8543 direkt mit der prosthetischen Ham-
Gruppe interagieren, wurde das UV/VIS Spektrum der gereinigten rekombinanten sGC unter
nicht-stimulierten und NO-stimulierten Bedingungen aufgenommen. NO verursachte eine
charakteristische Verschiebung der Soret-Bande zu einer niedrigeren Wellenldnge, wéahrend
die Zugabe von BAY 41-2272 oder BAY 41-8543 zu keinerlei Verédnderung sowohl beim
nicht-stimulierten als auch beim NO-stimulierten Enzym fiihrte. Damit ist im Gegensatz zu
NO eine direkte Interaktion von BAY 41-2272 und BAY 41-8543 mit dem Ham-Eisen der
sGC nahezu ausgeschlossen. Da andererseits BAY 41-2272 und BAY 41-8543 am Ham-
freien Enzym inaktiv sind, handelt es sich bei der sGC-Stimulation durch diese
Pyrazolopyrimidin-Derivate wie bei YC-1 um einen NO-unabhingigen, aber Hém-
abhingigen Mechanismus der Aktivierung (Stasch et al., 2001, Anlage 9.5; Stasch et al.,
2002a, Anlage 9.8).
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Nicht nur am isolierten Enzym, sondern auch an priméren Endothelzellen induzierte BAY
41-8543 einen konzentrationsabhidngigen cGMP-Anstieg und zeigte sowohl in Kombination
mit exogenem NO (SIN-1) als auch mit endogen freigesetztem NO (induziert durch

Bradykinin) eine synergistische Wirkung (Stasch et al., 2002a, Anlage 9.8).

An humanen Thrombozyten wurde die Wirkung von BAY 41-8543 auf die cGMP-Spiegel
und den VASP-Status untersucht. BAY 41-8543 (0,1-30 uM) induzierte, wie auch SNP ( 0,1-
30 uM) und DEA/NO (1-300 nM), eine konzentrationsabhéngige cGMP-Erh6hung und eine
VASP-Phosphorylierung. In Kombination fiihrten BAY 41-8543 und NO-Donoren zu einem
deutlich tiberadditiven Anstieg des cGMP-Spiegels und der VASP-Phosphorylierung in den
humanen Thrombozyten. Mit YC-1 wurden &hnliche Ergebnisse auf den intrazelluldren
cGMP-Spiegel und die VASP-Phosphorylierung in Thrombozyten erzielt, wobei die Wirkung
von BAY 41-8543 allerdings starker ausgeprigt war (Becker et al., 1999, Anlage 9.4). Somit
ist BAY 41-8543 einerseits ein direkter Stimulator der cGMP/PKG/V ASP-Signalkaskade und
verstarkt andererseits die Wirkung von NO an der sGC in Thrombozyten. Parallel zur
Aktivierung der c¢cGMP/PKG/VASP-Signalkaskade zeigte BAY 41-8543 eine anti-
aggregatorische Wirkung. An gewaschenen humanen Thrombozyten hemmte BAY 41-8543
die durch Kollagen und das Thromboxanmimetikum U-46619 induzierte Aggregation mit
ICso-Werten im nanomolaren Bereich (Stasch et al., 2002a, Anlage 9.8).

BAY 41-8543 wirkte stark vasorelaxierend an der Arteria saphena (Kaninchen), der Aorta
(Kaninchen), der Koronararterie (Schwein) und der Femoralvene (Hund) mit ICs)-Werten im
nanomolaren Bereich. BAY 41-8543 war an diesen Gefdflen im allgemeinen deutlich potenter
als Natriumnitroprussid und Nitroglycerin. An der Kaninchenaorta ist BAY 41-8543 um den
Faktor 100 potenter als die Leitstruktur YC-1 (Miilsch et al., 1997, Anlage 9.1; Stasch et al.,
2002a, Anlage 9.8). Am Langendorff-Herz senkte BAY 41-8543 den koronaren
Perfusiondruck, ohne den links-ventrikuldren Druck und die Herzfrequenz zu beeinflussen

(Stasch et al., 2002a, Anlage 9.8).

Eine deutliche Einschrankung bei der therapeutischen Anwendung von organischen Nitraten,
ist die rasche Entwicklung einer Nitrattoleranz bei wiederholter Gabe (Parker, 1989; Elkayam,
1991; Miinzel et al., 1996). Aus diesem Grunde wurde die relaxierende Wirkung von BAY
41-8543 an isolierten Aortenringen von normalen und Nitrat-toleranten Ratten untersucht.

Bemerkenswerterweise war die relaxierende Wirkung von BAY 41-8543 an normalen und
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toleranten Aortenringen gleich. Offensichtlich ist die sGC an der Entstehung einer
Nitrattoleranz nicht entscheidend beteiligt. Dariiber hinaus zeigen diese /n-vitro-Ergebnisse,
dass BAY 41-8543 eine neuartige Klasse von Therapeutika repriasentiert, die in der Lage sind,

eine bestehende Nitrattoleranz zu durchbrechen.

2.2.3 Charakterisierung der kardiovaskuliren Wirkungen der sGC-Stimulatoren
BAY 41-2272 und BAY 41-8543 in vivo
Vgl. Anlagen 9.5, 9.6, 9.9 und 9.10

Die starke vasodilatorische Wirkung von BAY 41-8543 in vitro konnte auch in vivo gezeigt
werden. Am narkotisierten Hund fiihrte eine intravendse Bolusinjektion von BAY 41-8543 zu
einer dosisabhidngigen Senkung des mittleren arteriellen Blutdrucks und einem Anstieg des
koronaren Blutflusses. Der gleichzeitige Anstieg der Sauerstoffséttigung im Koronarvenen-
sinusblut unter BAY 41-8543 ist ein weiterer Indikator dieser Koronardilatation und zeigt,
dass die Sauerstoffzufuhr zum Herzen dessen Nachfrage iibertrifft. Im Unterschied zu
Nitroglycerin zeigte BAY 41-8543 keine signifikante Wirkung auf das vendse System und
damit auf die Vorlast (Stasch et al., 2002b, Anlage 9.9).

Wir untersuchten auch eine mogliche Interaktion von BAY 41-8543 und Nitroglycerin in
narkotisierten Hunden, insbesondere im Hinblick auf die blutdrucksenkende Wirkung beider
Substanzen. Die intravendse Gabe von Nitroglycerin wiahrend einer Dauerinfusion von BAY
41-8543 loste eine Senkung des mittleren Blutdrucks aus, die geringer ausfiel als in
Abwesenheit von BAY 41-8543. Dieser Effekt konnte durch hormonelle oder neurale
Mechanismen erklirt werden, die in vivo einer zu starken Blutdrucksenkung entgegenwirken.
Deshalb ist es unwahrscheinlich, dass es in der klinischen Entwicklung von BAY 41-8543 bei
gleichzeitiger Applikation von Nitroglycerin zu einem auBlerordentlich starken
Blutdruckabfall kommen konnte. Wurde jedoch der durch BAY 41-8543 induzierte
Blutdruckabfall am narkotisierten Hund durch eine gleichzeitige Infusion von Noradrenalin
antagonisiert, dann verursachte Nitroglycerin eine stiarkere Blutdrucksenkung im Vergleich zu
dessen Gabe in Abwesenheit von BAY 41-8543. Dies konnte auf eine gewisse synergistische
Wirkung von NO und BAY 41-8543 hindeuten, wie sie bereits in den In-vitro-
Untersuchungen beobachtet wurde (Stasch et al., 2002b; Anlage 9.9).

An narkotisierten, normotensiven Ratten fiihrte die intravendse Injektion von BAY 41-8543
zu einer starken und langanhaltenden Blutdrucksenkung mit einer minimal wirksamen Dosis
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von 10 pg/kg i.v.. Um eine dhnlich blutdrucksenkende Wirkung durch YC-1 zu erzielen, ist
aufgrund seiner deutlich schwécheren vasodilatatorischen Wirkung in vitro eine 500-fach
hohere Dosierung erforderlich (Miilsch et al., 1997; Rothermund et al., 2000; Straub et al.,
2001a, Anlage 9.6). Dariiber hinaus betrug die Dauer der blutdrucksenkenden Wirkung von 5
mg/kg i.v. YC-1 an narkotisierten Ratten nur ca. 6 Minuten, wihrend die blutdrucksenkende
Wirkung von 10 pg/kg i.v. BAY 41-8543 iiber mehr als zwei Stunden anhielt (Stasch et al.,
2002b, Anlage 9.9).

YC-1 zeigte nach oraler Gabe (300 mg/kg p.o.) keine signifikante blutdrucksenkende
Wirkung an Ratten. Deshalb war eines unserer Ziele beim strukturellen Optimierungsprozess
die Identifizierung von Verbindungen mit einer starken und lang anhaltenden
blutdrucksenkenden Wirkung nach oraler Gabe (Straub et al., 2001a, Anlage 9.6). An
narkotisierten, normotensiven Ratten senkte BAY 41-8543 den Blutdruck mit einer minimal
effektiven Dosis von 0,3 mg/kg p.o.. Darliber hinaus zeigte BAY 41-8543 eine
dosisabhingige und langanhaltende antihypertensive Wirkung an wachen, spontan
hypertensiven Ratten (SHR) mit einer minimal effektiven Dosis von ebenfalls 0,3 mg/kg p.o..
Der beobachtete dosisabhéngige Anstieg der Herzfrequenz war reflektorisch bedingt, da keine
direkte Wirkung von BAY 41-8543 am Langendorff-Herz beobachtet wurde. Nach oraler
Gabe von 3 mg/kg wurde eine 24-stiindige Senkung des Blutdrucks beobachtet. BAY 41-8543
war sowohl an der narkotisierten, normotensiven Ratte als auch an der wachen, spontan
hypertensiven Ratte ca. dreifach potenter als BAY 41-2272 (Stasch et al., 2001, Anlage 9.5;
Stasch et al., 2002b, Anlage 9.9).

Erst kiirzlich konnten wir zeigen, dass BAY 41-2272 und BAY 41-8543 in vivo
unterschiedliche Metabolite durch Oxidation an dem 5-Pyrimidinyl-cyclopropyl- bzw.
Morpholino-Rest bilden (Straub et al., 2002; Anlage 9.10). Diese Metabolite aktivierten die
sGC direkt, zeigten einen Synergismus mit NO, waren stark vasorelaxierend und induzierten
nach intravendser Gabe an narkotisierten Ratten vergleichbare blutdrucksenkende Wirkungen
wie deren Muttersubstanzen. Aufgrund ihres Vorhandenseins im Plasma von Ratten nach
systemischer Gabe von BAY 41-2272 bzw. BAY 41-8543 konnten sie an deren
Gesamtwirkung in vivo beteiligt sein (Straub et al., 2002; Anlage 9.10).

Trotz der weitverbreiteten Anwendung organischer Nitrate bei der Behandlung der koronaren

Herzerkrankung limitiert die Toleranzentwicklung bei chronischer Gabe den therapeutischen
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Wert dieser Substanzklasse (Parker, 1989; Miinzel et al., 1996; Feelisch, 1998). Eine
dreitdgige Behandlung mit organischen Nitraten fiihrt zu einer starken Induktion einer
Nitrattoleranz bei Ratten (Miilsch et al., 2001). Deshalb untersuchten wir die
blutdrucksenkende Wirkung von BAY 41-8543 an wachen, spontan hypertensiven Ratten
tiber vier Tage. Die Dosis war so gewdhlt, dass nach 24 Stunden, d.h. zum Zeitpunkt der
ndchsten Substanzgabe, der Blutdruck noch nicht wieder Basalwerte erreicht hatte. Die
maximale Blutdrucksenkung nach jeder Substanzgabe war nahezu gleich. Diese
Untersuchung zeigt, dass BAY 41-8543 im Gegensatz zu organischen Nitraten keine

Toleranzwirkung an wachen Ratten induziert (Stasch et al., 2002b, Anlage 9.9).

Die Relevanz der anti-aggregatorischen Wirkung von BAY 41-8543 an Thrombozyten in
vitro konnte auch auf die /n-vivo-Situation iibertragen werden (Stasch et al., 2002b, Anlage
9.9). Wir konnten nach oraler Gabe von BAY 41-8543 eine signifikante Verldngerung der
Blutungszeit an Ratten beobachten, bei einer 300-fach niedrigeren Dosierung als mit YC-1.
(Becker et al., 1999, Anlage 9.4). BAY 41-8543 reduzierte nach oraler Gabe auch die
Thrombusbildung im FeCl;-Thrombose Modell an der Ratte. Der cGMP-Anstieg in den
Thrombozyten, die Inhibition der Plittchenaggregation, die VASP-Phosphorylierung, die
antithrombotische Wirkung und die Verlingerung der Blutungszeit zeigen das Potenzial von

BAY 41-8543 fiir die Entwicklung einer neuen Klasse von anti-aggregatorischen Substanzen.

NO wird in Endothelzellen bei der Umsetzung von L-Arginin zu Citrullin durch die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) freigesetzt, eine Reaktion, die durch L-Argininderivate,
wie z.B. L-NAME, gehemmt werden kann. Sowohl eine akute als auch eine chronische
Hemmung der NO-Synthese fiihrt zu einem Blutdruckanstieg in verschiedenen Tierspezies
und experimentellen Tiermodellen (Morton et al., 1993; Navarro et al., 1994; Zatz und Baylis,
1998). In einem therapeutisch relevanten ,,high renin, low NO*“ Hypertoniemodell haben wir
die Langzeitwirkungen einer sGC-Stimulation auf hédmodynamische und hormonale
Parameter untersucht. Transgene Ratten mit einem zusétzlichen Renin-Gen (TGR(mRen2)27)
sind ein sehr empfindliches Modell zur Untersuchung der kardiovaskuldren Wirkung von
Substanzen, die mit dem NO/sGC-System interagieren (Hirth-Dietrich et al., 1994; Gardiner
et al., 1998). Der systolische Blutdruck stieg in diesen Renin-transgenen Ratten unter L-
NAME Behandlung wéhrend des Beobachtungszeitraums von fiinf Wochen um 40 mmHg an.
Dieser Blutdruckanstieg konnte komplett durch die zusitzliche Behandlung mit dem sGC-

Stimulator BAY 41-8543 verhindert werden. Am Ende der Studie nach fiunf Wochen waren
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als Ausdruck einer nierenprotektiven Wirkung in der mit BAY 41-8543 behandelten Gruppe
die Reninaktivitdt, und die Spiegel von Aldosteron, Harnstoff und Creatinin im Plasma
signifikant niedriger als in der unbehandelten Gruppe. Diese protektive Wirkung von BAY
41-8543 wurde auch durch eine signifikante Reduktion der Mortalitit begleitet (Stasch et al.,
2002b; Anlage 9.9).

In einem experimentellen Herzinsuffizienzmodell wurden die kardiorenalen und humoralen
Wirkungen einer intravendsen Infusion von BAY 41-2272 untersucht (Boerrigter et al., 2002).
Die Herzinsuffizienz wurde an Hunden durch schnelles ventrikulires Pacing mit einem
Schrittmacher tiber 10 Tage induziert. Im Vergleich zu den Ausgangswerten reduzierte BAY
41-2272 signifikant den mittleren arteriellen Blutdruck, den pulmonalen arteriellen Druck
sowie den pulmonalen kapillaren VerschluBdruck. Dariiber hinaus zeigte die Substanz eine
diuretische Wirkung. Der sGC-Stimulator fiihrte zu einer deutlichen Entlastung des Herzens
unter Beibehaltung der Herzleistung, ohne dass es zu einer Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems kam. Das in dieser Studie gefundene Wirkprofil von BAY
41-2272 konnte die sGC-Stimulatoren nicht nur fiir die Behandlung der koronaren
Herzerkrankung und der Hypertonie, sondern auch fiir die Behandlung der akuten und

chronischen Herzinsuffizienz attraktiv machen.

2.2.4 Identifizierung der NO-unabhiingigen regulatorischen Einheit an der sGC
Vgl. Anlagen 9.5, 9.7 und 9.11

Durch eine Photoaffinitdtslabeling-Studie wurde eine neue regulatorische Einheit an der sGC
fiir NO-unabhéngige Stimulatoren identifiziert (Stasch et al., 2001, Anlage 9.5). Fiir diese
Untersuchung wurde ein BAY 41-2272-Derivat mit einer Tritiummarkierung und einer
photolabilen Azidogruppe synthetisiert CH-PAL). Dieses Photoafinititslabel zeigte eine mit
BAY 41-2272 vergleichbare Charakteristik an der isolierten sGC, wie NO-Unabhingigkeit
und Him-Abhéngigkeit der Stimulation (Becker et al., 2001, Anlge 9.7). UV-Bestrahlung der
mit *H-PAL inkubierten hochgereinigten sGC fiihrte nach gelchromatographischer Trennung
zu einer Lokalisation der Markierung nahezu ausschlieBlich an der o;-Untereinheit des
Enzyms. Diese Bindung konnte durch Vorinkubation mit unmarkiertem PAL, YC-1 und BAY
41-2272 nahezu komplett unterbunden werden, was auf eine spezifische Bindung des *H-PAL
schlieBen ldsst. Der sGC-Inhibitor ODQ verhinderte ebenfalls eine Markierung der sGC,

vermutlich liber eine durch Oxidation des Eisens (Garthwaite et al., 1995; Brunner et al.,
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1996; Schrammel et al., 1996) induzierte Verdnderung der 3D-Konformation, die die

Bindungstasche verzerrt oder zerstort.

Fiir die weitere Charakterisierung der NO-unabhingigen regulatorischen Stelle wurde die mit
*H-PAL markierte sGC mittels einer Bromcyanspaltung fragmentiert. Das *H-PAL band an
ein Bromcyanfragment der d;-Untereinheit, bestehend aus den Aminosduren 236-290. Nach
Sequenzierung dieses Fragments konnte das *H-PAL an den Cysteinen 238 und 243
lokalisiert weden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die zum Teil konservierten
Aminosduren in der Ndhe der Cysteine 238 und 243 der a;-Untereinheit eine wichtige
Bedeutung bei der Regulation der Enzymaktivitit durch diesen neuen Typ von sGC-
Stimulatoren spielt. Sicherlich ist der Mechanismus der sGC-Aktivierung deutlich
komplizierter als die einfache Interaktion mit einer oder zwei Aminosduren, zumal die am
His-105 der B;-Untereinheit gebundene Him-Gruppe, wie gezeigt, an der Aktivierung des
Enzyms durch BAY 41-2272 essenziell beteiligt ist. Die definitive Beteiligung der
identifizierten Sequenz bzw. ihrer ndheren Umgebung an einer regulatorischen Einheit und
auch ihre Interaktion mit der Him-Region wird letztendlich erst durch Mutationsanalysen und

Kokristallisationsstudien gezeigt werden kdnnen.

Die Untersuchungen von BAY 41-2272 an der NO-sensitiven 0/;-Isoform und ihren N-
terminalen 0-Deletionsmutanten beleuchten die PAL-Ergebnisse von einer anderen Seite her.
Obwohl die PAL-bindende Region in der 0,-Untereinheit nur schwach konserviert ist (Yuen
et al.,, 1990; Hartneck et al., 1991; Russwurm et al., 1998; Mayer und Koesling, 2001),
konnten wir zeigen, dass das 0/ heterodimere Isoenzym ebenfalls durch BAY 41-2272
aktiviert wird (Koglin et al., 2002; Anlage 9.11). Deletionsanalysen mit der 0,-Untereinheit
und Koexpression mit der [3;-Untereinheit im Baculovirus/Sf9-System deuten darauf hin, dass
im Bereich der N-terminalen Aminosduren 104-247 der a,-Untereinheit die BAY 41-2272
und YC-1 bindende Region liegt und unterstiitzen somit unsere Photoaffinitétslabel-

Ergebnisse.
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2.3  NO- und Him-unabhingige Aktivatoren der sGC
2.3.1 Identifizierung NO- und Him-unabhéngiger Aktivatoren der sGC
Vgl. Anlage 9.3 und 9.12

Mit einem High-throughput Screening von ca. 250.000 Substanzen wurden neue chemische
Leitstrukturen gesucht, die die 10sliche Guanylatzyklase aktivieren. Dafiir wurde ein zellulérer
Assay entwickelt, bestehend aus einer sGC iiberexprimierenden CHO-Zelle (Becker et al.,
1999, Anlage 9.3), einem cGMP-sensitiven Kationenkanal (CNG2, Weyand et al., 1994) und
Aequorin (Stables et al., 2000). Als Folge einer sGC-Aktivierung und einer daraus
resultierenden intrazelluliren cGMP-Erhdhung wird in dieser Zelle der cGMP-sensitive
Kationen-Kanal geodftnet, Calciumionen stromen in die Zelle und fithren zur Aequorin-
vermittelten Bioluminesenz, die mit einer CCD-Kamera gemessen wird. Wir entdeckten mit
diesem High-throughput Screening-System mit BAY W 6044 eine chemische Klasse von
bisher unbekannten sGC-Aktivatoren, die Aminodicarboxylsduren (Alonso-Alija et al., 2001a,
2001b, 2001¢). Nach Optimierung der Leitstruktur BAY W 6044 durch die Synthese von ca.
800 Verbindungen konnten wir BAY 58-2667 als den wirkstdrksten Vertreter dieser Klasse
identifizieren (Alonso-Alija, 2001d). Uberraschenderweise fanden wir, dass diese
Aminodicarboxylsiurederivate die sGC sowohl NO-unabhingig als auch unabhingig von der
am Enzym befindlichen Him-Gruppe aktivieren. Die biologische Aktivitéit dieser Substanzen
beruht auf einem vollig neuen Mechanismus der Aktivierung der 16slichen Guanylatzyklase.
Mit BAY 58-2667 wurde auch eine Substanz identifiziert, die ein einzigartiges
pharmakologisches In-vitro- und In-vivo-Profil besitzt. Dariiber hinaus konnte eine neue NO-
und Ham-unabhéngige regulatorische Region an der sGC identifiziert und charakterisiert

werden (sieche hierzu auch Hobbs, 2002).

Von der Leitstruktur zur Wirksubstanz

Q\/\N/\/\)OLOH
) & Oy

BAY W 6044 BAY 58-2667




2.3.2 Charakterisierung des sGC-Aktivators BAY 58-2667 in vitro
Vgl. Anlage 9.12

Wir untersuchten die Wirkungen von BAY 58-2667 auf die sGC-Aktivitit sowohl allein als
auch in Anwesenheit von NO und dem sGC-Inhibitor ODQ. BAY 58-2667 (1 nM - 10 uM)
zeigte eine konzentrationsabhingige Aktivierung der sGC mit einer maximal 37-fachen
Stimulation. Obwohl BAY 58-2667 die sGC nicht so stark aktivierte wie NO (um einen
Faktor iiber 200, Koesling, 1999), ist eine Konzentration von 1 nM BAY 58-2667
ausreichend, um einen biologisch relevanten cGMP-Anstieg zu induzieren (Stasch et al.,
2001, Anlage 9.5). In Kombination mit DEA/NO zeigte BAY 58-2667 im Gegensatz zu
YC-1, BAY 41-2272 und BAY 41-8543 nur eine additive und keine synergistische Wirkung
auf die sGC-Aktivitét.

BAY 58-2667 aktivierte das Him-freie Enzym konzentrationsabhéngig (1 nM bis 10 uM) mit
einer Aktivitdtssteigerung um den Faktor 190 (Stasch et al.,, 2002c, Anlage 9.12). Im
Gegensatz dazu stimulierten YC-1, BAY 41-2272 und BAY 41-8543 die Him-freie sGC nicht
(Hoenicka et al., 1999, Anlage 9.2; Stasch et al., 2001, Anlage 9.5; Stasch et al., 2002a,
Anlage 9.8).

NO zeigte die charakteristische Verschiebung der Soret-Bande zu niedrigeren Wellenldngen,
wihrend die Zugabe von BAY 58-2667 zu keiner Verdnderung der Soret-Bande sowohl des
nicht-stimulierten (431 nm) als auch des NO-stimulierten Enzyms (398 nm) fiihrte. Somit
zeigt BAY 58-2667 im Gegensatz zu NO keine Interaktion mit dem Ham-Eisen der sGC. Da
BAY 58-2667, auch im Gegensatz zu YC-1, BAY 41-2272 und BAY 41-8543, das Him-freie
Enzym aktiviert (Hoenicka et al., 1999, Anlage 9.2; Stasch et al., 2001, Anlage 9.5; Stasch et
al., 2002a, Anlage 9.8), schlieBen wir, dass BAY 58-2667 die sGC iiber einen bisher
unbekannten NO- und H&m-unabhingigen Mechanismus aktiviert (Stasch et al., 2002c,

Anlage 9.12).

Untersuchungen an der gereinigten sGC zeigten, dass der sGC-Inhibitor ODQ in einer NO-
kompetitiven Weise an das Enzym bindet, das Him-Eisen oxidiert, welches anscheinend zu
einer irreversiblen Inhibition des Enzyms fiihrt (Garthwaite et al., 1995; Schrammel et al.,
1996). Erwartungsgemdll zeigte ODQ, auf Grund der Hdm-Unabhédngigkeit von BAY
58-2667, keine Inhibition des durch BAY 58-2667 aktivierten Enzyms. Interessanterweise
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wurde sogar eine Aktivitdtssteigerung in Anwesenheit von ODQ beobachtet. Da BAY 58-
2667 die sGC in einer NO- und Hadm-unabhingigen Weise aktiviert, konnte diese Substanz
auch ein wichtiges Hilfsmittel fiir das Verstdndnis des Mechanismus der sGC-Aktivierung
sein und dariiber hinaus fiir die Messung der sGC-Aktivitdt in biologischen Materialien

unabhingig vom Oxidationsstatus des Hdms geeignet sein.

BAY 58-2667 ist einer der stirksten Vasodilatatoren. An der mit Phenylephrin
vorkontrahierten Arteria saphena (Kaninchen) zeigte BAY 58-2667 eine Relaxation mit
einem ICso-Wert von 0,4 nM, wihrend fir BAY 41-2272 und die NO-Donoren, SNP und
SIN-1, ICsp-Werte von 62 nM, 620 nM und 1100 nM erhalten wurden. Auch am Langendorff-
Herz steigerte BAY 58-2667 konzentrationsabhingig den koronaren Perfusionsflul3, ohne den
linksventrikuldren Druck und die Herzfrequenz zu beeinflussen (Stasch et al., 2002c, Anlage

9.12).

Substanzen, die die sGC iiber einen NO-unabhédngigen Weg aktivieren, konnen deutliche
Vorteile gegeniiber der bestehenden Nitrattherapie zeigen. Um abzukldren, ob die
vasorelaxierende Wirkung unter Nitrat-toleranten Bedingungen erhalten bleibt, wurde die
relaxierende Wirkung von BAY 58-2667 an isolierten Arterien von normalen und Nitrat-
toleranten Kaninchen untersucht. Das Vorhandensein einer Nitrattoleranz wurde durch die
deutlich abgeschwichte vasorelaxierende Wirkung von Nitroglycerin an den toleranten
Gefdflen im Vergleich zu dessen Wirkung an normalen Gefdflen gezeigt. Bemerkens-
werterweise war die durch BAY 58-2667 induzierte Vasorelaxation an den toleranten und
nicht toleranten Arterien nahezu gleich. Diese Ergebnisse zeigen, dass BAY 58-2667 eine
neue Klasse von Therapeutika représentiert, die unter Nitrat-toleranten Bedingungen wirken
und das Problem der Toleranzentwicklung bei chronischer Nitrattherapie {iberwinden

konnten.

Eine Aktivierung der sGC in Thrombozyten fiihrt zu einem cGMP-Anstieg und einer
Thrombozytenaggregationshemmung (Becker et al., 1999, Anlage 9.4; Teng et al., 1997;
Hobbs, 2000). So hemmte BAY 58-2667 konzentrationsabhéngig die durch das
Thromboxanmimetikum U-46619 oder Kollagen induzierte Plattchenaggregation in humanem

Plattchen-reichen Plasma (Stasch et al., 2002¢, Anlage 9.12).
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2.3.3 Charakterisierung der kardiovaskuliren Wirkungen von BAY 58-2667 in vivo
Vgl. Anlage 9.12

Die in vitro beobachteten Wirkungen auf die Blutgefd3e und Thrombozyten zeigten sich auch
in den In-vivo-Untersuchungen. BAY 58-2667 fiihrte an wachen, spontan hypertensiven
Ratten, die mit einem radiotelemetrischen System fiir die kontinuierliche Aufzeichnung von
himodynamischen Parametern ausgeriistet waren, zu einer deutlichen antihypertensiven
Wirkung. Nach oraler Gabe von 3 und 10 mg/kg wurde eine maximale Blutdrucksenkung von
20 mmHg bzw. 31 mmHg beobachtet. Die Wirkung hielt iiber 8§ Stunden an. Parallel wurde

ein reflektorischer Anstieg der Herzfrequenz beobachtet.

Nach oraler Gabe von BAY 58-2667 beobachteten wir eine signifikante Verlangerung der
Blutungszeit an Ratten, die allerdings geringer ausfiel als die von Acetylsalicylsdure. Dariiber
hinaus wurde gezeigt, dass BAY 58-2667 im FeCl;-Thrombose Modell an der Ratte
dosisabhingig die Thrombosebildung reduzierte. Parallel wurde ex vivo eine signifikante

dosisabhingige cGMP-Erh6hung in den Thrombozyten gemessen.

Das hidmodynamische Wirkprofil von BAY 58-2667 war dem von Nitroglycerin am
narkotisierten Hund sehr dhnlich. Beide Substanzen induzierten eine deutliche Senkung des
mittleren arteriellen Blutdrucks. Zusétzlich senkten beide Substanzen den diastolischen Druck
in der Arteria pulmonalis und den mittleren Druck im rechten Vorhof. Damit ist BAY
58-2667 die erste Substanz, die das gleiche himodynamische Profil wie organische Nitrate
besitzt, indem es in vivo sowohl die arteriellen wie auch die venosen Gefél3e dilatiert. Dariiber
hinaus war die Wirkdauer von BAY 58-2667 deutlich lidnger als die von Nitroglycerin. Diese
Ergebnisse zeigen das Potenzial von BAY 58-2667 als einem Reprédsentanten einer neuen

Klasse von anti-aggregatorisch und vasodilatierend wirksamen Substanzen.

2.3.4 Identifizierung der NO- und Him-unabhingigen regulatorischen Einheit an der
sGC
Vgl. Anlage 9.12

Um die Bindungsregion von BAY 58-2267 an der sGC zu lokalisieren, wurde eine
Photoaffinitdtslabel-Studie durchgefiihrt. In den chemischen Grundkorper von BAY 58-2667
wurde eine photolabile Azidogruppe und eine Trittummarkierung eingefiihrt CH-PAL). Die
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unmarkierte Verbindung zeigte an der isolierten sGC die gleiche Charakteristik wie BAY
58-2667. Die sGC wurde mit *H-PAL inkubiert, UV-bestrahlt und aufgearbeitet. Nach
gelelektrophoretischer Trennung zeigte das Autoradiogramm eine Radiomarkierung an der
o1- und an der B;-Untereinheit, die durch einen Uberschuss an unmarkiertem PAL nahezu
komplett inhibiert werden konnte. Die Anwesenheit eines deutlichen Uberschusses von BAY
41-2272 oder DEA/NO bei der Bestrahlung von “H-PAL und sGC fiihrte zu keiner
Verdnderung im Markierungsmuster. Wurde jedoch die Bestrahlung an der Him-freien oder
an der durch ODQ oxidierten Form der sGC durchgefiihrt, so ergab sich eine Verschiebung
der Radioaktivitdt von der a;- zur [;-Untereinheit. Fiir die weitere Lokalisation der
Bindungsregion von *H-PAL wurde die markierte sGC durch Bromcyan gespalten. Die
Peptidfragmente wurden {iber eine hochauflésende 2D-Polyacrylamidgelelektrophorese
aufgetrennt und auf Membranen fiir die spatere Sequenzierung geblottet. Nach Sequenzierung
und Bestimmung der Radioaktivitit konnten wir die Markierung an der Aminosaure 371 der
0,- Untereinheit und in der Region der Aminosaduren 231-310 der [3;-Untereinheit detektieren.
Diese Photoaffinitétslabel-Studien legen nahe, dass die an der ;- und B;-Untereinheit der
sGC identifizierten Regionen an der Bindung und Aktivierung der sGC durch BAY 58-2667

beteiligt sein konnten.

Alignment-Analysen zeigen, dass die identifizierten Aminosduren innerhalb einer
hochkonservierten Region der sGC zwischen den verschiedenen Spezies liegen. Allerdings
muss man bedenken, dass der Mechanismus der sGC-Aktivierung sicherlich komplexer ist als
eine einfache Interaktion mit einzelnen wenigen Aminosduren. So wire aufgrund der
rdumlichen Distanz zwischen der photolabilen Azidogruppe und dem Pharmakophor der
Verbindung eine kovalente Bindung von *H-PAL an reaktive Aminosiuren etwas auBerhalb
der Bindungstasche nicht ausgeschlossen. Dennoch nehmen wir an, dass die markierten
Aminosduren im direkten Zugangsbereich des *H-PAL sind, da einerseits keine anderen
Aminosduren markiert wurden und andererseits eine Diffusion des Radiolabels iiber einen
weiten Bereich ausgeschlossen werden kann. Man konnte annehmen, dass BAY 58-2667 die
dreidimensionale Struktur beider sGC-Untereinheiten iiber seine Carboxylfunktionen so
beeinflusst, dass es einen Ubergangskomplex stabilisiert und dadurch die katalytische
Aktivitdt steigert. Diese Hypothese wird auch dadurch unterstiitzt, dass beide
Carboxylfunktionen im Molekiil fiir die Wirkung von BAY 58-2667 und deren Analoga
essenziell sind (Alonso-Alija et al., 2001a, 2001b, 2001¢c, 2001d). Ob die identifizierten

Aminosduren in der Bindungstasche oder lediglich in unmittelbarer Nidhe davon liegen, wird
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sich erst zeigen, wenn Kokristallisationsstudien, wie z.B. fiir die Adenylatzyklase mit

Forskolin, vorliegen (Tesmer et al., 1997).

Mittels Radiosynthese wurde *H-BAY 58-2667 fiir Bindungsstudien an der sGC hergestellt.
Aus diesen Bindungsstudien wurde eine hochaffine Bindungsstelle (K4 = 3,2 nM, Byax = 470
pmol/mg Protein) identifiziert. Interessanterweise filihrte eine Prdinkubation des Enzyms mit
ODQ zu einer Verdopplung des Bpn.-Wertes. Verdrangungs-Untersuchungen, die in
Abwesenheit und Anwesenheit von ODQ durchgefiihrt wurden, ergaben K;-Werte von 6,3 nM
bzw. 6,5 nM. "H-BAY 58-2667 lieB sich durch die Zugabe von BAY 41-2272 nicht von der
sGC verdrdangen. Auch diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass BAY 41-2272 und BAY
58-2667 verschiedene und voneinander unabhédngige Bindungsstellen an der sGC besetzen
(Stasch et al.,, 2002c, Anlage 9.12). Damit konnte erstmals auch mittels klassischer
Bindungsstudien eine neue regulatorische Einheit an der sGC charakterisiert und deren

Beeinflussung durch ODQ gezeigt werden (Stasch et al., 2002c, Anlage 9.12).
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3 Ausblick

Unser Wissen iiber die sGC als dem wichtigsten NO-Rezeptor ist in den letzten Jahren
langsam, aber kontinuierlich angewachsen; dies gilt insbesondere fiir den Him-vermittelten
Aktivierungsmechanismus (Zhao et al., 1998; Ignarro, 1999; Ignarro et al., 1999; Murad,
1999; Koesling und Friebe, 2000; Ballou et al., 2002; Bellamy et al., 2002; Zabel et al., 2002).
Noch vor fiinf Jahren lautete der Titel eines Reviews ,,Soluble guanylate cyclase: the
forgotten sibling® (Hobbs, 1997). Als Griinde, warum die Guanylatzyklase lange im Schatten
der besser untersuchten Adenylatzyklase lag, wurden u.a. die komplexe Struktur des Enzyms
und die damit verbundenen Schwierigkeiten bei der Produktion und Reinigung angefiihrt
sowie das Fehlen von Substanzen die ausser NO und CO mit diesem Enzym spezifisch

interagieren konnen.

Ausgehend von Untersuchungen mit dem Thrombozytenaggregationshemmer YC-1 am
Rinderlungenenzym, an dem wir und andere die sGC stimulierende Wirkung von YC-1
erstmals zeigen konnten, charakterisierten wir an der hochreinen rekombinanten sGC der
Ratte YC-1 als NO-unabhingigen und Him-abhéngigen sGC-Stimulator néher (Friebe et al.,
1996; Miilsch et al., 1998; Hoenicka et al., 1999). Fiir diese mechanistischen Untersuchungen
zum Aktivierungsmechanismus und die Photoaffinitédtslabel-Studien am rekombinanten
Enzym musste die sGC in einem System exprimiert und gereinigt werden, das flir die
Gewinnung von hochreinem Hém-haltigen Enzym im Milligramm Bereich geeignet ist.
Neben der direkten sGC-Stimulation zeigt YC-1 in Kombination mit NO synergistische
Wirkungen am gereinigten Enzym. Die mechanistischen und spektroskopischen
Untersuchungen mit YC-1 als Prototyp NO-unabhéngiger sGC-Stimulatoren lassen auf eine
allosterische Regulation des Hidm-haltigen Enzyms ohne direkte Interaktion mit der Him-
Region schliessen. Allerdings ist die intakte Him-Gruppe fiir die sGC-Stimulation durch
YC-1 essenziell. Auch an einer neu generierten stabilen sGC {iberexpremierenden CHO-
Zelllinie konnten wir zeigen, dass YC-1 das Enzym zum einen direkt aktiviert und es zum

anderen empfindlicher gegentiber seinem physiologischen Aktivator NO macht.

Auf der Suche nach im Vergleich zum Indazolderivat YC-1 deutlich wirkstirkeren NO-
unabhdngigen Stimulatoren der sGC identifizierten wir aus ca. 2000 neu synthetisierten
Verbindungen die deutlich potenteren Pyrazolopyridinderivate BAY 41-2272 und BAY
41-8543. Im Gegensatz zu YC-1 =zeigen beide Verbindungen keine Inhibition
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metabolisierender Phosphodiesterasen. Damit konnte erstmals das therapeutische Potenzial
einer spezifischen sGC-Stimulation in vitro und in vivo evaluiert werden. Diese
Pyrazolopyridinderivate stimulieren die sGC wie YC-1 iiber einen NO-unabhéngigen, aber

Hém-abhédngigen Mechanismus.

BAY 41-8543 stimuliert die hochgereinigte sGC im nanomolaren Bereich, induziert einen
cGMP-Anstieg in sGC-CHO-Zelllinien, in Endothelzellen und Thrombozyten und zeigt
dariiber hinaus einen Synergismus mit NO in diesen /n-vitro-Systemen. BAY 41-8543 ist an
Arterien, Koronararterien und Venen eine stark vasorelaxierende Substanz und am
Langendorff-Herz koronardilatierend wirksam. BAY 41-8543 ist ein Inhibitor der
Thrombozytenaggregation, wobei die Wirkung im Pléttchen-reichen Plasma gegeniiber dem
an gewaschenen Thrombozyten aufgrund der Plasma-Protein-Bindung der Substanz geringer
ist. Parallel wird eine cGMP-Erh6hung und eine Phosphorylierung von VASP beobachtet. Die
in vitro beobachtete vasorelaxierende und anti-aggregatorische Wirkung konnte auch in vivo

in entsprechenden Modellen bestétigt werden.

Die Substanz hat ausgeprédgte blutdrucksenkende Eigenschaften. So senkt Bay 41-8543 an
narkotisierten Ratten sowohl nach intravendser als auch oraler Gabe dosisabhingig den
Blutdruck. Auch an wachen, spontan hypertensiven Ratten wird eine deutliche
Blutdrucksenkung induziert, die bei hohen Dosierungen iiber 24 Stunden lang anhélt. Am
narkotisierten Hund fiihren intravendse Bolusinjektionen von BAY 41-8543 zu einer
dosisabhdngigen Senkung des mittleren arteriellen Blutdrucks und einem Anstieg des
koronaren Blutflusses. Dieses hdmodynamische Profil konnte fiir die Behandlung von
Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung durchaus niitzlich sein. Solch ein
hdmodynamisches Profil (Blutdrucksenkung und Anstieg des koronaren Blutflusses) ist
charakteristisch fiir andere Substanzen, die sich seit Jahren im klinischen Einsatz zur
Behandlung der Hypertonie und Angina pectoris befinden, wie z. B. die Calciumantagonisten
und Dipyridamol (Akinoboye et al., 2001). Im Unterschied zu Nitroglycerin zeigt BAY
41-8543 keine signifikante Wirkung auf das vendse System und damit auf die kardiale

Vorlast.

Trotz der weitverbreiteten Anwendung von organischen Nitraten bei der Behandlung der
koronaren Herzerkrankung limitiert die Toleranzentwicklung bei chronischer Gabe den

therapeutischen Wert dieser Substanzklasse (Feelisch, 1998; Miinzel et al., 1996; Parker,
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1989). Aus diesen Griinden sollten Substanzen, die die sGC in einer NO-unabhédngigen Weise
stimulieren konnen, deutlich Vorteile gegeniiber der konventionellen Nitrattherapie aufweisen
(Hobbs, 2000, 2002). Andererseits sollten NO-unabhidngige sGC-Stimulatoren auch in der
Lage sein, bei bestehender Nitrattoleranz ihre Wirkung zu entfalten. Genau diese
therapeutisch relevanten Eigenschaften wurden fiir BAY 41-8543 tierexperimentell gezeigt.
Einerseits kann BAY 41-8543 seine Wirkung an Nitrat-toleranten Gefd3en noch voll entfalten
und andererseits zeigt sich im Langzeitversuch bei mehrfacher Gabe von BAY 41-8543 keine
Toleranzentwicklung. Diese Untersuchungen zeigen auch, dass die sGC an einer
Nitrattoleranz anscheinend nicht beteiligt ist. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass fiir die
Bioaktivierung von Nitroglycerin und auch fiir die Entstehung einer Nitrattoleranz die
mitochondriale Aldehyddehydrogenase verantwortlich ist (Chen et al., 2002; Ignarro, 2002).
Diese Befunde sind in guter Ubereinstimmung mit der fehlenden Toleranzentwicklung der

sGC-Stimulatoren und Aktivatoren und deren Wirkung bei bereits bestehender Nitrattoleranz.

Die Relevanz der anti-aggregatorischen Wirkung von BAY 41-8543 an Thrombozyten in
vitro zeigte sich in vivo in einer Verldngerung der Blutungszeit sowie in einer Reduktion der
Thrombusbildung im FeCls;-Thrombosemodell. Die therapeutische Gesamtwirkung von BAY
41-8543, gemessen als anti-aggregatorische und vasodilatatorische Wirkung, zeigt sich auch
in einem Langzeitversuch in einem ,,Jlow NO, high renin“ Hypertoniemodell an der Ratte in
einer Prdavention des Blutdruckanstieges, einer nierenprotektiven Wirkung und einer

Reduktion der Mortalitit.

Die Identifizierung einer neuen regulatorischen Einheit an der sGC fiir NO-unabhédngige
Stimulatoren war durch eine Photoaffinititsmarkierung, unter Verwendung eines Tritium-
markierten BAY 41-2272-Derivats, moglich. Die Sequenzanalyse des entsprechenden
radioaktiven Peptides ergab, dass die Radiomarkierung an den Cysteinen 238 und 243 der Q-
Untereinheit gebunden war. Diese Region konnte eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Enzymaktivitit spielen und der Angriffspunkt fiir diesen neuen Typ von sGC-Stimulatoren
sein. Der Mechanismus der sGC-Aktivierung ist sicherlich komplexer als die einfache
Interaktion mit ein oder zwei Aminosduren, zumal die am His-105 der [3;-Untereinheit
befindliche Him-Gruppe fiir die Aktivierung des Enzyms durch BAY 41-2272 und BAY
41-8543 beteiligt ist. Das ist auch durch die Untersuchungen mit den sGC-Stimulatoren an der
0,/Bi-Isoform der sGC gezeigt worden. Die definitive Bestimmung der identifizierten

Sequenz als regulatorische Einheit und auch ihre Interaktion mit der Him-Gruppe wird
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letztendlich erst durch Mutationsanalysen und Kokristallisationsstudien moglich sein. Bisher

ist die Kristallisation der sGC jedoch noch nicht gegliickt.

In einem High-throughput Screening von ca. 250.000 Verbindungen und anschlieender
chemischer Optimierung wurde BAY 58-2667 als neuer Typ von NO-unabhingigen
Aktivatoren der sGC identifiziert. Im Gegensatz zu YC-1, BAY 41-2272 und BAY 41-8543
aktiviert BAY 58-2667 die sGC unabhédngig von der prosthetischen Him-Gruppe. Am
isolierten Gefall gehdort BAY 58-2667 mit einem ICsp-Wert im subnanomolaren Bereich zu
den stdrksten bisher bekannten Vasodilatatoren. Auch am Langendorff-Herz wird eine starke
koronardilatierende Wirkung beobachtet. Wie bereits fiir BAY 41-8543 tierexperimentell
gezeigt, reprasentiert auch BAY 58-2267 eine neue Klasse von Therapeutika, die unter Nitrat-
toleranten Bedingungen wirken und das Problem der Toleranzentwicklung bei chronischer

Nitrattherapie iiberwinden konnten.

Erstmals wurde mit BAY 58-2667 eine Substanz identifiziert, die am narkotisierten Hund das
gleiche himodynamische Wirkprofil wie organische Nitrate zeigt, indem es sowohl arterielle
wie vendse GefdBle dilatiert. Dariliber hinaus ist die Wirkdauer von BAY 58-2667 deutlich
langer als die von Nitroglycerin. An wachen, spontan, hypertensiven Ratten zeigt sich eine

deutliche und langanhaltende antihypertensive Wirkung der Substanz nach oraler Gabe.

Eine in vitro beobachtete starke Inhibition der Aggregation sowohl an gewaschenen
Thrombozyten als auch im pléittchenreichen Plasma zeigt sich auch in vivo in einer
Verlingerung der Blutungszeit sowie einer Reduktion der Thrombusbildung in einem
Thrombosemodell. Dies konnte ein weiterer Vorteil der NO-unabhédngigen Aktivatoren der
sGC gegeniiber den organischen Nitraten, wie z. B. Nitroglycerin, Isosorbiddinitrat und
Isosobidmononitrat sein; denn diese zeigen aufgrund der fehlenden Biokonversion zu NO in
den Thrombozyten keine nennenswerten anti-aggregatorischen Eigenschaften in vitro und
haben auch klinisch keine relevanten anti-aggregatorischen Eigenschaften. Diese Ergebnisse
zeigen das Potenzial von BAY 58-2667 als Repriasentant einer neuen Klasse von

vasodilatierend und antiaggregatorisch wirksamen Substanzen.

Die Charakteristik der sGC-Aktivierung durch BAY 58-2667, die Bindungsuntersuchungen
und die Photoaffinititslabel-Studien belegen die Existenz einer weiteren NO- und Him-

unabhingigen regulatorischen Einheit an der sGC und zwar in der Region der Aminoséuren
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371 (a;-Untereinheit) und 231-310 ([3;-Untereinheit), die die katalytische Aktivitdt des
Enzyms moduliert. Diese Ergebnisse kdnnen einen neuen Zugang zum Verstdandnis der sGC-

Regulation und zur Beeinflussung dieses Signaltransduktionsweges er6ffnen.

Charakteristika der sGC-Stimulatoren und sGC-Aktivatoren auf molekularer Ebene

T Bindungsregion Wirkung an der sGC
yp

an der sGC + Him-Gruppe + O0DQ +NO
sGC-Stimulator
BAY 41-2272 o;: 238-243 Hém-abhéngig Inhibition Potenzierung
BAY 41-8543
sGC-Aktivator a;: 371

Hém-unabhéngig | Verstirkung Addition

BAY 58-2667 Bi:231-310

Die Identifizierung der NO-unabhingigen Stimulatoren vom Typ des BAY 41-2272 und vom
Typ des BAY 58-2667 einerseits und die Entdeckung der entsprechenden regulatorischen
Einheiten an der Guanylatzyklase andererseits fithren zu der Frage nach méglichen endogenen
Liganden an diesen Bindungsstellen und deren moglicher physiologischer Bedeutung bei der
Regulation der 16slichen Guanylatzyklase. Solche endogenen Liganden sind bisher nicht
bekannt; jedoch konnte die Suche danach ein zukiinftiges attraktives Forschungsgebiet sein
(Mayer und Koesling, 2001; Hobbs, 2002). Erstmals ist es uns im Rahmen dieser
Untersuchungen gelungen, einen klassischen Radioliganden-Bindungsassay an der
Guanylatzyklase zu etablieren, der zumindest fiir die Suche nach endogenen Substanzen vom
Typ des BAY 58-2667 verwendet werden konnte. Das Auffinden eines oder mehrerer solcher
endogener Faktoren konnte sicherlich zum weiteren grundlegenden physiologischen

Verstindnis der Wirkungsweise dieses Enzyms beitragen.

Eine Vielzahl von Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems ist mit einer unzureichenden
Aktivierung des NO/sGC-Systems verkniipft (zur Ubersicht siche Mayer, 2000; Ignarro,
2000; Gewaltig und Kojda, 2002; Maxwell, 2002). Man nimmt an, dass eine gesteigerte
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, insbesondere Superoxid, mit den verschiedenen

Stufen des NO/sGC-Signalweges interagiert. Dieses Phidnomen wurde z. B. bei der
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Arteriosklerose, der Hypertonie und der Herzinsuffizienz gefunden. Dariiber hinaus konnte
man spekulieren, dass dieser ,,oxidative Stress* auch zu einer Oxidation des Him-Eisens an
der sGC fiihrt. Somit konnte die Oxidationsstufe des Hadm-Eisens bei den verschiedenen
kardiovaskuldren Erkrankungen eine bedeutende Rolle spielen, da endogenes NO an einem
oxidierten Haim-Eisen seine Wirkung nicht mehr entfalten kann. BAY 58-2667 stimuliert im
Gegensatz zu bisher bekannten Stimulatoren, wie z.B. YC-1, BAY 41-2272, BAY 41-8543
und NO-Donoren auch dann die 16sliche Guanylatzyklase, wenn das Eisen des Hams in der
dreiwertigen Oxidationsstufe vorliegt. Es bleibt abzuwarten, welchen Wert diese zusitzliche
Ham-unabhéngige Komponente der sGC-Aktivatoren bei der Pharmakotherapie entwickeln
wird. Neben dem potentiellen therapeutischen Einsatz lieBe sich mit dieser Substanz auch
erstmals ein Diagnostikum zur Identifizierung einer 16slichen Guanylatzyklase mit oxidiertem
Hédm-Eisen bei verschiedenen pathophysiologischen Zustinden und Erkrankungen

entwickeln.

Fiir die hier beschriebenen neuen pharmakologischen Prinzipien gibt es viele mogliche
therapeutische Anwendungen. Sie konnten neue Therapieansdtze insbesondere zur
Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wie der koronaren Herzerkrankung, der
Hypertonie und der Herzinsuffizienz, darstellen. Eine unzureichende Aktivierung des
NO/sGC-Systems liegt auch bei Erkrankungen wie Apoplex, Arteriosklerose und erektiler
Dysfunktion vor. Dariiber hinaus geht eine reduzierte sGC-Aktivierung auch mit der
Pathogenese von Asthma, primirer pulmonaler Hypertonie, kognitiven Stérungen und
Leberfibrose einher. Aufgrund einer cGMP-vermittelten antiproliferativen und antimigrativen
Wirkung kénnten diese Therapieprinzipien auch zur Restenoseprophylaxe oder fiir die lokale
Applikation gebunden an koronare Stents nach Ballonkatheterisierung geeignet sein
(Garthwaite und Boulton, 1995; Moncada und Higgs, 1995; Yamada et al., 1996; Hoenicka
und Gerzer, 1997; Petermann et al., 1999; Failli et al., 2000; Hobbs, 2000; Bischoff et al.,
2002; Brioni et al., 2002; Kalsi et al., 2002; Maxwell, 2002; Mizusawa et al., 2002; Tulis et
al., 2002). Das therapeutische Potenzial der hier vorgestellten NO-unabhidngigen sGC-
Stimulatoren und sGC-Aktivatoren sowie deren Vorteile gegeniiber den organischen Nitraten
ist in einem kiirzlich erschienenen Editorial zu unseren Arbeiten unter dem Titel ,,Soluble
guanylate cyclase: an old therapeutic target re-visited deutlich herausgestellt worden (Hobbs,
2002). Mit den NO-unabhédngigen, aber Him-abhingigen sGC-Stimulatoren sowie den NO-
und Ham-unabhéngigen sGC-Aktivatoren haben wir wertvolle Instrumente in den Hénden,

um den fiir die Physiologie und Pathophysiologie so bedeutenden NO/sGC-Signalweg niher
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zu untersuchen. Dariiber hinaus bleibt abzuwarten, ob es gelingt, hieraus neue Therapeutika

fiir eine Vielzahl von Erkrankungen am Menschen zu entwickeln.

Die hier vorgestellten Ergebnisse sind ein weiteres Beispiel dafiir, wie pharmakologisch
wirksame Substanzen unser physiologisches und pathophysiologisches Verstindnis erweitern
konnen. Pharmakologisch aktive Prinzipien sind wichtige Hilfsmittel fiir Physiologie und
Pathophysiologie; friilher war die umgekehrte Sichtweise vorherrschend. Es stand die
physiologische Abkldrung im Vordergrund, auf deren Basis dann rational neue Arzneimittel
entwickelt wurden. Dieses Umdenken wird ermdglicht durch den rational begriindeten Einsatz
von molekularbiologischen und zellbiologischen Verfahren und der Identifizierung von
Substanzen in High-throughput Screening-Systemen. Auch wenn diese Vorgehensweise nicht
zur Regel wird, beleuchtet sie dennoch schlaglichtartig die Bedeutung pharmakologischer

Methoden und Denkansétze fiir das Versténdnis physiologischer Prozesse.
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