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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Der NO-sGC-cGMP-Signalweg
Die Entdeckung von Stickstoffmonoxid (NO) und die Aufklarung der Bedeutung

dieses gasformigen Radikals fur das Herzkreislaufsystem sind entscheidende
Ergebnisse mehrjahriger Forschung von Robert Furchgott, Ferid Murad und Louis
Ignarro (Furchgott, 1999) (Murad, 1999) (Ignarro, 1999). Die drei Forscher wurden
fur ihre Arbeit mit dem Nobelpreis fur Medizin und Physiologie im Jahr 1998
ausgezeichnet.

NO stellt ein wichtiges Schlisselmolektl fur zahlreiche physiologische Prozesse
dar. Es wird vielerorts im Korper durch NO-Synthasen (NOS) gebildet, die die
Aminosaure Arginin zu Citrullin und NO umsetzen. Drei Isoformen der NO-Syn-
thasen (neuronale, induzierbare und endotheliale NOS) sind in unterschiedlichen
Konzentrationen in einzelnen Kompartimenten des Korpers verteilt und nehmen
dort unterschiedliche Funktionen wahr. Dazu gehodren die Erregungsubertragung
und Langzeitpotenzierung im ZNS (Garthwaite, 1991) (Bohme et al, 1993), die
Regulation des Tonus der glatten Muskulatur im Gastrointestinaltrakt und Uro-
genitaltrakt (Persson et al, 1992) (Toque et al, 2008) und damit verbunden der
Sexualfunktion (Pickard et al, 1995), die Beeinflussung der Leukozytenadhasion
(Ahluwalia et al, 2004) sowie die Regulation der Thrombozytenaggregation und
des Vasotonus (Furchgott, Vanhoutte, 1989) (Lucas et al, 2000).

1.1.1. NO-verm ittelte Vasodilatation

Scher- und Dehnungskrafte im Gefaly aktivieren die fur die Regulation des Vaso-
tonus entscheidende endotheliale NO-Synthase zur NO-Bildung (Abb. 1). Darauf-
hin aktiviert NO die im Cytosol vorhandene I6sliche Guanylatcyclase (sGC), die
aus Guanosintriphosphat (GTP) zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) bildet
(Koesling & Friebe, 1999). Das cGMP fungiert als sekundarer Botenstoff und akti-
viert cGMP-abhangige Proteinkinasen (PKG I, PKG II), cGMP-abhangige lonen-
kanale (Pfeifer et al, 1999) sowie cGMP-regulierte Phosphodiesterasen (Hofmann
et al, 2000).
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Die resultierenden Effekte in der Endothelzelle werden durch die Hydrolyse zu
Guanosinmonophosphat (GMP) durch Phosphodiesterasen (PDE), in der glatten
Gefallmuskulatur durch die PDE V, beendet (Maurice et al, 2003).

Blutgefa

- Hemmung
— < =7 Aggregation
cGMP 7

Matte
Murskelzallo

BAY 41-2272

Abb.1: NO-sGC-cGMP- Signalkaskade im Blutgefal3. Scherkréfte induzieren eine Ca®*
Erhéhung im Blutgefal3, die zur Aktivierung der NO-Synthase und infolgedessen zur
vermehrten NO-Bildung fiihrt. Nach Diffusion in die glatte Muskulatur aktiviert NO die sGC,
die (iber die Bildung von cGMP die Relaxation vermittelt. BAY 41-2272 stimuliert NO-
unabhéngig die sGC und fiihrt (iber den gleichen Signalweg zur Relaxation. Das endothelial
freigesetzte NO kann ebenfalls (iber eine verstédrkte cGMP-Synthese die Aggregation von
Thrombozyten hemmen.

Abb.1: modifiziert nach Muellershausen, 2003

Bei der Vermittlung der NO-abhangigen Vasodilatation und Hemmung der Throm-
bozytenaggregation spielt vor allem die PKG 1 eine entscheidende Rolle. Die
durch cGMP aktivierte PKG I phosphoryliert Phospholamban, ein Membranprotein
des sarkoplasmatischen Retikulums. Dieses hemmt im dephosphorylierten Zu-
stand die SERCA, eine Ca*-ATPase, die fiir die Ca®*-Sequestrierung im sarko-
plasmatischen Retikulum zustandig ist. Nach der Phosphorylierung von Phospho-
lamban entfallt die Inhibition der SERCA, und es kommt zu einer erhéhten Ca?*-
Sequestrierung in das sarkoplasmatische Retikulum. Gleichzeitig wird der Ein-
strom von extrazelluldrem Ca?* nach intrazellular gehemmt (Cohen et al, 1999).
Ein weiterer Mechanismus fiihrt ebenfalls zu einer niedrigen intrazelluldren Ca?*-
Konzentration: Die PKG I phosphoryliert den IRAG, ein IP3;-Rezeptor assoziiertes

cGMP-Kinase-Substrat, das phosphoryliert zu einer Hemmung des IP3; vermittelten

2



Einleitung

Ca**-Ausstroms aus dem sarkoplasmatischen Retikulum fiihrt. Die Aktivierung der
PKG I fiihrt zu einer erniedrigten intrazelluldren Ca?*-Konzentration, die die fiir die
Vasokonstriktion benétigte Bildung von Ca?*-Calmodulin-Myosinleichtketten in der
glatten Muskulatur verhindert (Abb. 2) und in einer Vasodilatation resultiert. Neben
diesen Mechanismen kommt es durch NO zu einer Aktivierung Ca®*-abhéngiger
K*-Kénale, die auch zur Relaxation glatter Muskulatur fiihrt (Gewaltig & Kojda,
2002).

1.1.2. NO-verm ittelte Thrombozyten-Aggregationshemmung

Die durch NO vermittelte Hemmung der Thrombozytenaggregation erfolgt nach
Aktivierung der PKG 1 sowohl uber die Bildung von cGMP als auch Uber die
cGMP-vermittelte Bildung von cAMP durch die PKA (Schmidt et al, 1993).

BAY 41-2272 o )
o e n Natriuretic peptides
Organic nitrates ——— Nitric oxide
«—— BNP analogues
BAY compounds %
/ % {
// \ f GTP \) [
" s | C
opigattio S5 *N o & . PDEs
fOxidizedy <« . i e rmm— hibiteyg
|

" cation ™ -
Myosim IRLG VASP- G,JMP
phosphatase i P o
l / \ l W s l
- T —
Phototransduction S B Piatelet inhibition Cell growth and
relaxation differentiation

Erecitie 'J L sehl { \—b Atherosclerosis <—‘ J

dysfunction Jv pectoris

hf,;;:g:}g';:g:g" Thrombosis Angiogenesis

Abb.2: NO-sGC-cGMP- Signalweg: BAY 41-2272 stimuliert direkt die sGC mit Erh6hung der
cGMP Levels. cGMP aktiviert unterschiedliche Proteinkinasen. Die PKG vermittelt die
glattmuskulédre Relaxation und die Pldttchenhemmung mit einer Phosphorylierung von VASP.
cGMP wird liber PDEs zu GMP abgebaut.

Blau: Pathologien, die bei einer eingeschrankten/ funktionsuntiichtigen glattmuskuléaren
Relaxation auftreten

Abb.2: modifiziert nach Feil, Harper, 2006

Ahnlich wie bei der Vasorelaxation kommt es zu einer erhdhten Ca**-Sequestra-
tion durch die durch Phospholamban aktivierte sarkoplasmatische Ca**-ATPase

(SERCA), d.h. die intrazellularen Ca2+-SpiegeI fallen ab und fuhren zur Inhibition
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der Aggregation (Schmidt et al, 1993). Die Uber den cGMP/cAMP Signalweg
vermittelte Hemmung der Aggregation ist mit der Phosphorylierung des Vaso-
dilator-stimulierten Phosphoprotein VASP assoziiert, einem fokalen Adhasions-
und Mikrofilament-assoziiertem Protein (Abb. 2), das eine Verbindung zwischen
dem Signaltransduktionssystem und der Zellmotilitdt darstellt (Abel et al, 1995)
(Markert et al, 1996).

1.1.3. Endotheliale Dysfunktion

Eine Reihe von Herzkreislauferkrankungen sind mit einer Beeintrachtigung des
NO-sGC-cGMP-Signalweges assoziiert. Diese Beeintrachtigung wird als ‘endo-
theliale Dysfunktion’ zusammengefasst. Die endotheliale Dysfunktion geht mit der
Verminderung der Endothel-abhangigen vasodilatierenden Antwort auf NO einher.
Durch das Fehlen von NO kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen vaso-
dilatierenden und vasokontrahierenden Faktoren (Ruetten et al, 1999), die durch
die erniedrigte NO-Bioverfugbarkeit oder durch die erniedrigte NO-Produktion in
der GefalBRwand zustande kommt (Kinlay & Ganz, 1997) (Kojda & Harrison, 1999)
(Guzik et al, 2000) (Gewaltig & Kojda, 2002). Die Grunde fur die erniedrigte NO-
Produktion und / oder erniedrigte NO-Bioverfugbarkeit sind multifaktoriell. Freie
Radikale koénnen Uber unterschiedliche Mechanismen die NO-Bioverfugbarkeit
senken (Wilcox et al, 1997) (Cai & Harrison, 2000). Zudem kénnen wichtige
Schlusselenzyme des NO-sGC-cGMP-Signalweges, z.B. die Hamgruppe der sGC,
durch freie Radikale oxidiert und dadurch unempfindlich fir NO gemacht werden
(Stasch et al, 2006). Klinisch zeigt sich, dass die endotheliale Dysfunktion mit
zahlreichen Erkrankungen assoziiert ist oder ihre Entstehung begunstigt.
Eindrucksvoll konnten Huang und Mitarbeiter im Jahre 1995 die Effekte eines NO-
Mangels nachweisen. So hatten NO-Synthase 'knock-out” Mause einen deutlich
erhdhten systolischen Blutdruck (Huang et al, 1995). Damit wurde gezeigt, dass
der endogenen NO-Produktion eine entscheidene Bedeutung bei der Regulation

des Blutdruckes zukommit.

Die Hypertonie ist ein wichtiger Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen, wie
Myokardinfarkt oder Apoplex. Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems, wie die

koronare Herzkrankheit, sind mit einer erhdéhten Radikalbildung (O,) assoziiert
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(Kojda & Harrison, 1999) (Guzik et al, 2000) und stellen in den westlichen
Industrielandern im Erwachsenenalter nach wie vor die haufigste Todesursache

dar.

Laut Todesursachen-Statistik des Statistischen Bundesamts des Jahres 2006 ist
in Deutschland nahezu jeder Zweite an den Folgen einer Herzkreislauferkrankung
verstorben, z.B. an einer instabilen Angina pectoris, Herzrhythmusstérungen mit
daraus resultierendem plétzlichem Herztod, einem akuten Myokardinfarkt oder an
einer Herzinsuffizienz. Der akute Myokardinfarkt als Folge einer Herzkreislauf-
erkrankung spielt mit 8 % aller Todesursachen eine herausragende Rolle. Dabei
litt ein Grofteil der Verstorbenen an einer arteriellen Hypertonie und 75 % aller
hospitalisierten Patienten an einer Fettstoffwechselstérung. Viele Patienten hatten

zusétzliche Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, Rauchen und Ubergewicht.

Die Therapie der Herzkreislauferkrankungen ist also von grof3er Bedeutung fur
den Grol3teil der westlichen Bevolkerung. Dabei stltzt sich die Therapie der Herz-
kreislauferkrankungen auf medikamentdse und nicht-medikamentése Therapie-
ansatze, wie z.B. auf Anderungen der Lebensgewohnheiten: Gewichtsreduktion,

Nikotinkarenz, ausgewogene, fett- und salzarme Ernahrung.

1.1.4. Therapie mit organischen Nitraten

Ein lange etablierter medikamentoser Therapieansatz besteht in der Anwendung
von Nitroglycerin. Es wird seit Uber 140 Jahren zur Therapie der Angina pectoris
angewandt und ist somit eines der altesten Herz-Kreislauf-Praparate
(Brunton, 1867).

Die Wirkung organischer Nitrate beruht auf der Relaxation der glatten Gefal3-
muskulatur. Diese Substanzen setzen nach enzymatischer Konversion NO frei,
das uber die Aktivierung der sGC-cGMP-PKG I Signalkaskade die Vasodilatation
vermittelt (Abb. 2). Sie bewirken vor allem eine vendse Dilatation. Das ‘venous
pooling’ bewirkt durch einen geringeren vendsen Ruckstrom zum Herzen eine
Vorlastsenkung. Dadurch kommt es zu einer Reduktion des linksventrikularen
Flllungsdruckes, der Wandspannung und des Sauerstoffbedarfes. Die arterielle
Wirkung der Nitrate besteht in einer Dilatation der Koronararterien und damit

einem verbesserten Sauerstoff-Angebot. In hohen Dosen haben Nitrate auch eine
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Nachlast-senkende Wirkung, die ebenfalls zu einer Verminderung des
myokardialen Sauerstoffverbrauches flhrt. Diese Wirkung ist allerdings
unerwinscht, denn eine Dilatation im arteriellen Schenkel des Kreislaufsystems
kann durch Senkung des Blutdruckes zu einer Orthostasereaktion mit kompen-
satorischem Herzfrequenzanstieg und konsekutiv erhdhtem Sauerstoffverbrauch

fuhren.

Bis heute sind organische Nitrate, wie z.B. Nitroglycerin, Isosorbiddinitrat und
Isosorbidmononitrat, neben [R-Rezeptorenblockern und Calciumkanal-Antago-
nisten, Standardtherapeutika zur Behandlung der Angina pectoris.

Trotz der positiven Effekte ist der Einsatz der meisten Vertreter der organischen
Nitrate durch das Auftreten des sogenannten Nitratkopfschmerzes und der
raschen Entwicklung einer Nitrattoleranz bei wiederholter Gabe limitiert. Dabei
kommt es zu einer Desensibilisierung der GefalRe auf den vasorelaxierenden NO-
Reiz und somit zu einem Wirkungsverlust.

Der Mechanismus der Toleranzentstehung ist noch nicht vollstandig geklart. Einen
Erklarungsansatz stellt die Beobachtung von Chen und Mitarbeitern (2002) dar,
nach dem der Nitrattoleranz eine verminderte metabolische Aktivierung von
Glyceroltrinitrat durch die mitochondriale Aldehyddehydrogenase in glatten
Muskelzellen zugrunde liegt. Nach weiteren Erklarungsansatzen kommt es bei
Anwendung ausgewahlter Nitrate zur Verminderung der Bioverfugbarkeit von
cGMP, z.B. durch eine herabregulierte Aktivitdt der sGC (Soff et al, 1997), oder
aber durch die erhdhte Aktivitat cGMP-abbauender PDEs. Die Herabregulierung
der PKG fiuhrt dann zu einer Verringerung der cGMP-vermittelten Effekte. Die bei
der Therapie mit organischen Nitraten erhOhte Bioverfugbarkeit von freien
Radikalen, wie Oy, stellt einen weiteren Erklarungsansatz fur die verminderte
sGC-Aktivitat, des Schllsselenzyms des NO-sGC-cGMP-Signalweges, in Bezug
auf die Ansprechbarkeit auf Glyceroltrinitrat dar (Artz et al, 2002). Weiterhin steht
die vor allem durch Glyceroltrinitrat vermehrte Radikalbildung in Verdacht, die NO-
Synthasen in ihrer Funktion zu entkoppeln und somit die NO-Bioverfugbarkeit zu
vermindern. Zusatzlich kdonnten freie Radikale zur Bildung schadlicher Produkte
fuhren, wie z.B. Peroxinitrit, die verheerende Folgen fir die Zellen haben
(Gori & Parker, 2002).
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Die Anwendung von Nitraten ist limitiert und zunehmend problematisch, welil
Nitrate neben der Toleranzentwicklung zu oxidativem Stress in der Zelle beitragen
(Stasch et al, 2006) und andere Proteine in ihrer Funktion durch Nitrosilierung

oder Interaktion mit Metallen beeintrachtigen konnen (Hess et al, 2005).

Die Assoziation der Herzkreislauferkrankungen mit endothelialer Dysfunktion for-
dert medikamentose Strategien, die trotz des beeintrachtigten NO-sGC-cGMP-
Signalweges, durch z.B. eine gezielte Aktivierung der einzelnen Komponenten,
eine potente Wirkung innerhalb der NO-sGC-cGMP-PKG I Signalkaskade besitzen

oder zu einer deutlichen Verbesserung fuhren.

Es ist deshalb nicht verwunderlich, dass die Identifikation eines NO-unabhangigen
Stimulators der sGC im Jahr 1994 durch Ko und Mitarbeiter fur grof3es Interesse
sorgte und den Anstol} fur intensive Forschung bezuglich neuer Aktivatoren und
Stimulatoren der sGC gab, die die Probleme der meisten organischen Nitrate
umgehen und ihre positiven therapeutischen Effekte erhalten, erweitern oder

sogar verbessern konnten (Ko et al, 1994).

1.2. BAY 41-2272: NO-unabhéngiger und Hidm -abhéngiger Stimulator der

I6slichen Guanylatcyclase

Ko und Mitarbeiter identifizierten 1994 mit YC-1 einen Thrombozyten-Aggre-
gationshemmer, der seine Wirkung uber eine cGMP-Erh6hung in den Thrombo-
zyten entfaltet. Sie beschrieben YC-1 als direkten Aktivator der sGC. In nach-
folgenden Arbeiten wurde gezeigt, dass YC-1-unabhangig aber synergistisch mit
NO die sGC stimuliert und zu einer Relaxation von mit Phenylephrin vorkon-
trahierten aortalen Ringe fuhrt (Friebe, 1996) (Mulsch et al, 1997). Anhand dieser
Leitstruktur gelang es 2001, mit BAY 41-2272 einen neuen, potenten, in-vitro und
in-vivo NO-unabhangigen und Ham-abhangigen sGC Stimulator herzustellen
(Stasch et al, 2001).

Die sGC, das Schlusselenzym der NO-Signaltransduktion, kommt in einzelnen
Geweben in unterschiedlichen Untereinheiten vor. Die in der Gefalmuskulatur
vorkommende sGC ist ein Heterodimer und besteht aus der a4-, 31-Untereinheit

und enthalt eine N-terminale Ham-Bindungsdomane (Koesling & Friebe, 1999). In
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dieser Ham-Bindungsdomane ist die prosthetische Hamgruppe enthalten, ein
Porphyrinring mit einem zentralen Eisenatom, der von essentieller Bedeutung fur
die Bindung ihrer gasformigen Liganden wie NO oder CO ist. Im Gegensatz zu
NO, bindet BAY 41-2272 nicht an die Hamgruppe, sondern an die Cystein 238 und
Cystein 243 Region der a4-Untereinheit der sGC (Stasch et al, 2001) (Becker, et al
2001). Obwohl BAY 41-2272 auch an die sGCay-,[31-Isoform zu binden scheint
(Koglin et al, 2002) (Nimmegeers et al, 2007), ist die fur die Relaxation der
Gefallmuskulatur  hauptsachlich  verantwortliche Isoform die sGCayq R1.
BAY 41-2272 bendtigt, genau wie sein Vorlaufer YC-1, die Hamgruppe und das
darin enthaltene zweiwertige Eisen (Stasch et al, 2001). Das zeigten Versuche, in
denen die Hamgruppe durch das Detergenz Tween-20 entfernt, oder bei denen
das zweiwertige Eisen der Hamgruppe durch ODQ oxidiert wurde. Ohne Ham-
gruppe oder nach Oxidation von Fe?* zu Fe** war die Wirkung von BAY 41-2272
aufgehoben (Stasch et al, 2001) (Straub et al, 2001). BAY 41-2272 wurde somit
als ein NO-unabhangiger und Ham-abhangiger Stimulator der sGC identifiziert.
Die Stimulation der sGC kann synergistisch mit NO erfolgen und erstreckt sich

uber einen Konzentrationsbereich von 10 bis 100 nM (Stasch et al, 2001).

1.3. BAY 41-2272 Wirkungsprofil
Schon in der ersten publizierten Arbeit wurde dem sGC-Stimulator BAY 41-2272

ein breites Wirkungsprofil zugeschrieben. Sein Vorlaufer YC-1 zeigte sich als
direkter Aktivator der thrombozytaren sGC und flhrte zu einer Thrombozyten-
aggregationshemmung und einer Verlangerung der Blutungszeit in-vivo (Ko et al,
1994). Die fur YC-1 beschriebene Eigenschaft wurde auch fur BAY 41-2272 far
gewaschene Thrombozytenkonzentrate beobachtet (Stasch et al, 2001). Aller-
dings scheint die Potenz von BAY 41-2272 zur Thrombozyten-Aggregationshem-
mung im proteinreichen Plasma stark reduziert zu sein, was es zu einer weniger
gut geeigneten Substanz zur Thrombozytenaggregationshemmung machen wurde
(Hobbs, 2003). Oral verabreichtes BAY 41-2272 senkte in spontan hypertensiven
Ratten dosisabhangig und langanhaltend den mittleren arteriellen Druck (Stasch et
al, 2001) (Straub et al, 2002). Dieser antihypertensive Effekt wurde auch fir

transgene Mause, die ein zusatzliches Renin-Gen besallen und bei denen nach
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Gabe des NO-Synthase-Inhibitors L-NAME der systolische Blutdruck anstieg,
durch BAY 41-2272 ohne Toleranzentwicklung erzielt (Stasch et al, 2001). Auch in
einer anderen Arbeit, in der die Hypertension bei Ratten durch L-NAME Gabe
induziert wurde, wurde die antihypertensive Wirkung von BAY 41-2272 bestatigt
(Zanfolin et al, 2006). Weiter wurde der durch L-NAME verursachte Anstieg des
mittleren arteriellen Druckes, die konsekutive Myokardhypertrophie und der fibro-
tische Umbau des Myokardgewebes durch chronische BAY 41-2272 Gabe
ebenfalls ohne Toleranzentwicklung vollstandig aufgehoben. Die Myokardhyper-
trophie und die Verhinderung des fibrotischen Umbaus wurden in einem Angio-

tensin ll-induzierten Hypertoniemodell der Ratte bestatigt (Masuyama et al, 2006).

Die Beobachtung, dass BAY 41-2272 bis zu einer Konzentration von 10° M kei-
nerlei PDE V inhibierende Aktivitat besitzt und die ansteigenden cGMP-Spiegel auf
eine reine sGC Aktivierung zurickzufuhren seien (Stasch et al, 2001) wird
kontrovers diskutiert. So inhibierte BAY 41-2272 in einer Studie bei einer Konzen-
tration von 3 pM 50 % der PDE V (Mullershausen et al, 2004). Diese Beobachtung

konnten erklaren, warum es zu keiner Toleranzentwicklung kommt.

Die Anhebung und die mogliche Akkumulation von cGMP - durch die BAY 41-2272
vermittelte PDE V Hemmung - kénnten zu schweren Nebenwirkungen wie
Hypotension flihren und damit BAY 41-2272 zu einer therapeutisch schlecht
einsetzbaren Substanz machen. Diese Ergebnisse sind durch Bischoff und Stasch
kritisch hinterfragt worden (Bischoff et al, 2004). Anders als Mullershausen
konnten sie keinerlei PDE V-hemmende Aktivitat bei einer Konzentration von 1
MM, die die maximale sGC Stimulation in-vitro bedingt, fir BAY 41-2272
feststellen. So wird die Frage, ob BAY 41-2272 die PDE V inhibiert und somit

Einschrankungen zur Anwendung besitzt, weiterhin kontrovers diskutiert.

Neben der antihypertensiven in-vivo Wirkung wurde eine positive BAY 41-2272-
Wirkung auch bei der chronischen Herzinsuffizienz und der akuten pulmonalen
Hypertonie beobachtet. So senkte die Substanz bei einer durch Tachykardie
erzeugten chronischen Herzinsuffizienz beim Hund (10 pg/kg/min iv.) den
mittleren arteriellen Druck sowie den pulmonalarteriellen Druck aber nicht die Vor-
last oder den rechtsatrialen Druck, wie es bei der Gabe von Nitroglycerin der Fall

ist. Gleichzeitig stiegen das Herzminutenvolumen und der renale Blutfluss
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(Boerrigter, 2003). Bei akuter pulmonaler Hypertension senkte inhaliertes
BAY 41-2272 den pulmonalarteriellen Druck und den pulmonalvaskularen
Widerstand. Es kam jedoch nicht zu einer Verbesserung der Oxigenierung
(Evgenov et al, 2007).

Zusammenfassend zeigen in-vitro Untersuchungen mit der Vorgangersubstanz
YC-1 an isolierten, mit Phenylephrin vorkontrahierten aortalen Gefal3ringen eine
Relaxation (ICsp-Wert von 10 yM). Im Vergleich inhibiert BAY 41-2272 mit einem
ICs0-Wert von 0,3 uM deutlich potenter die Kontraktion aortaler Ringe (Straub et
al, 2002). In nachfolgenden Arbeiten bestatigte BAY 41-2272 seine potenten vaso-
relaxierenden Eigenschaften (Stasch et al, 2001) (Boerrigter, 2003) (Bawankule et
al, 2005).

. . Intakt Denudiert
Arbeit Gew ebe Dosisspektrum [logM] [logM]
Priviero et al, 2005 | A\orta 0,01-10 pM 6,59+0,05 6,19+0,04
(Kaninchen)

Teixeira et al, 2006 | 2 Pasilans 14 454011 ym 8,13+0,03 7.63%0,05
(Ratte)

Teixeira et al, 2006 fF'{:t‘t‘Zje”te”Cé‘ 0,0001-1 pM 8,21£0,05 6,75+0,06

Tab. 1: Ubersicht zur aktuellen Datenlage im Hinblick auf die Wirkung von BAY 41-2272
in arteriellen Gefél3en in Organbadversuchen.

Aulerdem wirkt BAY 41-2272 sowohl in endothelhaltigen als auch denudierten
GefalRen. Die Wirkung in denudierten GefalRen ist allerdings deutlich reduziert
(Tab.1) (Priviero et al, 2005) (Teixeira et al, 2006) (Teixeira et al, 2006). Nach in-
vivo Versuchen entwickelt BAY 41-2272 madgliche therapeutische Optionen bei der
arteriellen und pulmonalen Hypertonie und gleichzeitig als Thrombozyten-Aggre-

gationshemmer.

Der Wirkmechanismus und die Signalkaskade, die die NO-abhangige Vasodila-
tation vermittelt, sind weitgehend aufgeklart (Abb. 2). Die durch BAY 41-2272
vermittelte Vasodilatation ist ab dem Punkt der direkten, NO-unabhangigen Stimu-
lation der sGC, mit der NO-vermittelten Signalkaskade identisch. Dennoch bleibt
die Frage offen, inwieweit in der Vene nach BAY 41-2272-Stimulation cGMP-

10
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unabhangige Mechanismen ebenfalls zu einer Relaxation fuhren. In der ersten
Arbeit zu BAY 41-2272 (Stasch et al, 2001) wurde gezeigt, dass die Vorinkubation
mit ODQ, einem irreversiblen Inhibitor der sGC, einen vollstandigen
Wirkungsverlust von BAY 41-2272 zur Folge hatte. Hingegen konnten einige
andere Arbeiten zeigen, dass ODQ zu keiner vollstandigen Inhibition der BAY 41-
2272 Wirkung flhrte (Bawankule et al, 2005) (Priviero et al, 2005) (Teixeira et al,
2006) (Teixeira et al, 2006), so dass diese Beobachtungen die Vermutung
zulieBen, dass es neben der cGMP-vermittelten Vasodilatation auch andere,

davon unabhangige, Mechanismen geben muss.

1.4.  Vasodilator- stimuliertes Phosphoprotein

Das Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein (VASP) wurde erstmalig als wichtiges
Substrat der PKA und der PKG entdeckt und charakterisiert (Waldmann et al,
1987) (Halbrugge, Walter, 1989). VASP gehdrt zur Familie der prolinreichen Pro-
teine. Es wird in vielen Geweben exprimiert (Reinhard et al, 1992), kommt vor
allem in hoher Konzentration in Thrombozyten und in glatten Muskelzellen vor
(Markert et al, 1996) und wird sowohl durch die NO-abhangige PKG I als auch
durch die PKA phosphoryliert (Abb. 2). Es ist ein fokales Adhasionsprotein, das an
Aktin bindet und mit Zell-zu-Zell-Kontakten assoziiert ist. Als Bestandteil des Zyto-
skelettes (Reinhard et al, 1992) wird es u.a. fur die Zellmotilitat in Thrombozyten

mitverantwortlich gemacht.

Die VASP-Phosphorylierung kann als Antwort auf cGMP-erhohende Substanzen,
wie z.B. NO, und auf cAMP-erhdhende Substanzen beobachtet werden, wie z.B.
bei der Anwendung von Inhibitoren der Thrombozytenaggregation (Waldmann et
al, 1987). Zudem findet sich eine sehr hohe Protein-Konzentration in Endothel-
zellen und der Gefallwand von Arterien und Venen, wobei seine Funktion im
Gefald unklar bleibt. Versuche mit VASP-defizienten Mausen ergaben keine Beein-
trachtigung der glattmuskularen GefalRkontraktion (lbarra-Alvarado et al, 2002)
(Aszodi et al, 1999).

VASP besitzt drei Phosphorylationsstellen, Serin 157, Serin 239 und Threonin
278. Die Serinstellen werden mit unterschiedlicher Praferenz in in-vitro und in

Thrombozyten von der PKA und PKG I phosphoryliert und von der Protein-Phos-

11
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phatase I und II dephosphoryliert (Butt et al, 1994) (Abel et al, 1995) (Smolenski et
al, 1998). Die Phosphorylierung am Serin 157 erfolgt durch beide Proteinkinasen,
vornehmlich aber durch die PKA. Die Phosphorylierung wird durch eine
Verschiebung von 46 kDA zu 50 kDA im SDS-Polyacrylamid Gel sichtbar (Butt et
al, 1994). Die Serinstelle 239 wird zum grof3ten Teil von der PKG 1 phosphoryliert
(Butt et al, 1994). Die PKG I vermittelt die NO-induzierte Relaxation (Pfeifer et al,
1999). Da die PKG I in den meisten Zellen nur in geringer Konzentration vorliegt
und somit kaum nachzuweisen ist, wurde nach einem anderen Marker fur die Akti-
vitat der PKG I gesucht. Mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers 16C2 konnte die
Serinstelle 239 von VASP in intakten Zellen nachgewiesen werden. Damit war ein
geeigneter Marker entwickelt, um die PKG 1 Aktivitat in intakten Zellen dar-
zustellen (Smolenski et al, 1998). Die vermehrte Phosphorylierung von VASP an
Serin 239 kann als Indikator fur eine Aktivierung des NO-sGC-cGMP PKG 1 Sig-
nalweges verwendet werden. Tatsachlich kam es nach Zugabe von BAY 41-2272

bei Thrombozyten zu einer vermehrten Phosphorylierung (Hobbs, 2003).

1.5. Ziel der Studie

Die meisten Arbeiten beschreiben BAY 41-2272 als reinen arteriellen Dilatator.
Einige Arbeiten sprechen dieser Substanz eine Wirkung an vendsen Gefallen
vollkommen ab oder bestatigen sie nur unter unphysiologisch hohen Dosen
(Boerrigter, 2003) (Boerrigter, Burnett, 2007). Eine Wirkung im vendsen System
wirde BAY 41-2272 im hamodynamischen Wirkungsprofil dem der organischen
Nitrate annahern und es somit fur den Einsatz bei Herzkreislauferkrankungen

attraktiver machen.

Im Anschluss an die vorliegenden Ergebnisse zu der Wirkung von BAY 41-2272
an endothelhaltigen als auch denudierten Arterien von Versuchstieren (Tab. 1),
sollte in der vorliegenden Arbeit auch die Wirkung an endothelhaltigen humanen
Venen in-vitro untersucht werden. Zusatzlich sollte mit den in-vitro Versuchen
ermittelt werden, inwieweit BAY 41-2272 bei endothelialer Dysfunktion wirkt. Dazu
wurde die endotheliale Dysfunktion durch Denudation der Venen simuliert. Mit der
Entfernung der Endothelzellen entfallt der Produktionsort von NO (Abb. 1). Die
NO-Konzentration wird gesenkt und ein Zustand verminderter NO-Bioverfugbarkeit

simuliert, wie er bei der endothelialen Dysfunktion auftritt. Desweiteren soll in

12
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dieser Arbeit ermittelt werden, ob es in humanen Venen zu einer cGMP-unabhan-
gigen Vasodilatation durch BAY 41-2272 kommt, oder ob die Vasodilatation durch
BAY 41-2272 in humanen Venen ausschliel3lich tber den NO-sGC-cGMP-PKG I
Signalweg vermittelt wird. Um dieser Fragestellung nachzugehen, erfolgen Dosis-
Wirkungsversuche mit BAY 41-2272, mit und ohne Zugabe von ODQ, einem
irreversiblen Inhibitor der sGC, eines Schlisselenzyms des NO-cGMP-PKG I-
Signalweges. Eine Methode, um die Integritat und Aktivitdt des NO-sGC-cGMP-
PKG I-Signalweges beurteilen zu konnen, stellt die Western Blot Analyse von
VASP und seinen einzelnen Phosphorylationsstellen dar (Mulsch et al, 2001)
(Schulz et al, 2002 ). Zudem soll ermittelt werden, ob die Inkubation von humanen
Venen mit BAY 41-2272 zu einer Phosphorylierung von VASP am Serin 239 flhrt
und damit einen indirekter Beweis erbracht werden, dass BAY 41-2272 uber die

Aktivierung der PKG vasodilatierend wirkt.
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2. Material und Methoden
2.1. Untersuchungsobjekte

Die Untersuchungen erfolgten an humaner Vena saphena magna. Diese Venen
stammten von Patienten der Thorax- und Kardiovaskularen Chirurgie des Universi-
tatsklinikums Dusseldorf, bei denen eine elektive Bypass-Operation im Rahmen
einer koronaren Herzkrankheit durchgefuhrt wurde. Das Einverstandnis der Ethik-
kommission lag vor, ebenso wie das praoperativ eingeholte schriftliche Einver-
standnis der Patienten nach einem Aufklarungsgesprach. Eine Differenzierung der

Venen nach Erkrankung und Medikation des Spenders wurde nicht vorgenommen.

2.2. Chemikalien, Pharmaka, Reagenzien

2.2.1. Stimulator der I6slichen Guanylatcyclase: BAY 41-2272

BAY 41-2272 (BAY [3-(4-Amino-5-cyclopropylpyrimidine-2-yl)-1-(2-fluorobenzyl)-
1H-pyrazolo [3, 4-b] pyridine]

Molekulargewicht: 360,397

Ldslichkeit in DMSO: 1 mg/ml

Firma: Bayer, Wuppertal

Bay 41-2272
f’r ™,
R /iy N __/N \
B ! W b
F NQ‘Y”/'////
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2.2.2. Vasodilatoren
Acetylcholin (ACh)

Firma: Sigma, Deishofen
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2.2.3. Vasokonstriktoren
Kaliumchlorid (KCI)
Firma: Sigma, Deishofen
Phenylephrin (PE)

Firma: Sigma, Deishofen

2.2.4. Andere
DMSO

Firma: Sigma, Deishofen

2.2.5. Inhibitor der sGC: ODQ

oDQ
[1H-[1,2.4]Oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-one]

n]
\:‘:‘i\.— Ll
{ N

b

o, .N.\J_.-/""
P

u__;

2.2.6. Puffer und Lésungen

Blockierungspuffer 6 % Magermilchpulver (w/v) in TBST-Puffer;
pH: 7,4
Fixierlosung K2S0Os5 10 g/l, NaxS,03* SH,0 200 g/l

Hepes-Puffer (in mM) 4,69 KCI; 1,03 KH2POy4; 99,01 NaCl; 25 NaHCOg;
1,87 CaCly e 2H,0; 1,2 MgSOy4 ¢ 7H0;
20 Na-Hepes; 11,1; D-Glukosemonohydrat;
pH 7,35-7,45
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Krebs-Henseleit-Puffer
(KH-Puffer; in mM)

PBS-Puffer (in mM)

Probenpuffer

RIPA-Puffer (in mM)

4,5 % Sammelgelpuffer

Stripping-Puffer

Tank-Blotting-Puffer (1 1)

TBST-Puffer (11)

10 % Trenngelpuffer

Western-Blot-Puffer

K* 5,87; Na* 143,07; CI' 125,96; Ca** 1,6; Mg?* 1,18;
HCO525; H,PO,41,18; SO421,18; Glukose 5,05;

pH 7,09; Der pH-Wert der mit Carbogen (O2/CO,, 95/5,
V/V) begasten Nahrlésung lag zwischen 7,35 und 7,40;
die Organbadtemperatur wurde bei 37 °C konstant

gehalten

2,7 KCI; 1,8 KH2POy4; 140 NaCl; 10 NaoHPO4 x 2H20;
pH 7,4

440 pl Probenpuffer (50 mM Tris, 2 % SDS),
60 ul B-Mercaptoethanol, Bromphenolblau

50 Tris/HCI; 150 NaCl; 1 % NP 40;

0,25 % Natriumdeoxicholat; 1 EDTA;

1 Natriumvanadat;1 NaF; 1 PMSF; 1 Na-Orthovanadat;
2 ug/ml Leupeptin, Pepstatin, 5 ug/ml Aprotinin oder
Proteaseninhibitorcocktail (Roche, Basel), pH 7,4

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

5 mM TRIS (2 % SDS), 150 pl B-Mercaptoethanol

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS

20 mM Tris, 8 g/l NaCl, 1 ml Tween 20; pH: 7,6

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % MeOH; pH 8,5

(MeOH wurde erst am Versuchstag hinzugegeben),

Der Puffer wurde bis zum Gebrauch kalt gelagert.

16



Material und Methoden

2.2.7. Antikbrper
VASP P-Ser239 Antikérper:
Primarer Antikorper: Anti-VASP P-Ser239
(16 C2, Alexis Biochemicals, ALX 804-240), 1:1000
Sekundarer Antikérper:  Goat anti-mouse IgG, POD-konjugiert
(BioRad 170-6516), 1:5000

Gesamt VASP Antikérper:
Primarer Antikorper: Anti-total VASP
(Alexis Biochemicals, ALX-210-880), 1:2000
Sekundarer Antikérper:  Goat anti-rabbit IgG, POD-konjugiert
(Calbiochem. 401315)

2.2.8. Gele
10 % Trenngel: 30 % Acrylamid, Trenngelpuffer (4 x), A. bidest,
10 % APS, TEMED
4,5 % Sammelgel: 30 % Acrylamid, Sammelgelpuffer (10 x), A. bidest,

10 % APS, TEMED

2.3. Versuchsaufbau

Die isolierte Organbadapparatur (I0A-5301; Fa. Fohr Medical Instruments, See-

heim) bestand aus folgenden Teilen (Abb. 3):

= Vier doppelwandige Organbader aus Glas (10 ml Fillvolumen)

» Ein Umlaufthermostat (Typ DC 3, Fa. Haake) mit Wasserbad (Typ W 13,
Fa. Haake), das die Temperatur der Nahrlosung bei konstant 37 °C hielt

= Vier Fritten zur Begasung der Organbader

» Eine Fritte in der 37 °C warmen, doppelwandigen, glasernen Vorratssaule zur
Begasung der Nahrlésung

= Eine individuell regelbare Oxigenierung fur jedes Organbad uUber Ventile

» Ein Mikroprozessor Handschaltpult fur die Regulierung der Badspulung im
Leersaug- oder Durchlaufverfahren

= Ein Vorratskanister (10 I) mit Nahrldsung

= Eine Forderpumpe
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= Ein Abwasserbehalter (10 I), in dem verbrauchte oder mit Versuchssubstanzen
vermischte Nahrldsung mit Hilfe einer Vakuumpumpe aus den Organbadern
abgelassen wurde

» Vier héhenverstellbare Positionierelemente flir Organarm mit Haken (Messung
isotonisch und isometrisch) und Transducer

= Vier Kraftaufnehmer mit Haken, die mit dem Transducer verbunden waren,
zum Einspannen der Gefale

= Ein PC mit dem Programm Chart 5.2.1 (Chart, Power Lab, ADInstruments) zur
graphischen Darstellung, Aufzeichnung und Auswertung der Messungen

Vorratss aul
R Transducer

Umlaufthermostat

Organbad
Wasserbad

Handschaltpult

Vorratskanister

s 1L ¢ "y PC

Abwasserbe alter

2N

Foérderpumpe

Abb. 3: Foto der isolierten Organbadapparatur IOA 5301 der Firma FMI

2.4. Versuchsablauf

Vor dem Gang in den Operationssaal wurde die Organbadanlage fir den Ver-
suchstag vorbereitet. Damit wurde u.a. eine physiologische Temperatur von 37 °C
fur das Wasserbad und die Nahrlosung (Krebs-Henseleit-Puffer; KHP) sicher

gestellt. Der KHP wurde fur jeden Versuchstag neu angesetzt, in das Organbad
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gefullt und mit Carbogen begast. So erreichte der Puffer die ideale Temperatur

(37 °C), den idealen pH (7,4) und einen idealen Begasungszustand.

Danach erfolgten flr jede Versuchsreihe die gleichen Ablaufe. Sie werden im

Folgenden beschrieben.

2.4.1. Préparation

Die linke Vena saphena magna wurde von kaudal, am Malleolus medialis begin-
nend, nach kranial bis maximal zum Hiatus saphenus von einem Herzchirurgen
herausprapariert. Die Vene wurde mit heparinisierter Kochsalzlésung gespult und
bis zu ihrem Einsatz am Herzen in dieser gekuhlten Losung aufbewahrt. Nachdem
vom jeweiligen Herzchirurgen die fir den aorto-koronar-vendsen Bypass bendtigte
Lange festgelegt war, wurden die nicht benétigten Reststicke (1-5cm)
unmittelbar im gekuhlten PBS-Puffer in das Versuchslabor transportiert. Hier wur-
den sie in Hepes-Puffer gelegt, anhangende Gewebereste wurden abprapariert,

vermessen und in 3 bis 5 mm breite Ringe geschnitten.

2.4.2. Kalibrierung

An jedem neuen Versuchstag wurden die Transducer kalibriert. Das Auswertungs-
programm (Chart 5.2.1; Power Lab; California) zeigte von jedem Kraftaufnehmer
die aktuelle Ausgangskraft an. Diese wurde zunachst mit Hilfe des Programms auf
den Ausgangswert '0' korrigiert. Danach wurde an jeden Kraftaufnehmer ein
Gewicht von 1 g gehangt. Diese Gewichtskraft wurde 10 mN gleichgesetzt und im

PC abgespeichert.

2.4.3. Einhdngen und Aquilibrierung

Die Gefalringe wurden zwischen Kraftaufnehmer und dem Haken des Organarms
eingespannt und sofort in die mit KH-Puffer befullten, begasten und erwarmten
Organbader eingelassen (Abb. 4). Das Einspannen und das vorherige Praparieren
geschahen mit grofdter Vorsicht, um das Endothel der Venen nicht zu
beschadigen. Danach erfolgte eine 30- bis 45-min Aquilibrierungsphase an eine
Ausgangskraft von 12,5 mN. Dieses Vorgehen galt einheitlich fur alle folgenden
Versuchsreihen. Die Aquilibrierungsphase wurde beendet und mit den Versuchen

begonnen, wenn die Kraft von 12,5 mN konstant tGber 3 min eingehalten wurde.
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Zudem wurde die Ausgangskraft nach jedem Versuch und jeder Spulung des

Organbads mit frischem KH-Puffer nachjustiert.

2.5. Funktionstests

2.5.1. Kontraktionstest mit Kaliumchlorid

Die Venenringe wurden im Anschluss an die Aquilibrierungsphase zunachst auf
ihre glattmuskularen kontraktilen Eigenschaften Uberpruft. Dafir wurde die KCI-
Konzentration im Organbad auf 80 mM erhoht. Durch die Depolarisation erfolgte
eine Kontraktion. GefalRe, die keine Kontraktion zeigten, wurden verworfen
(n = 20). Die Venen mit einer positiven Reaktion wurden nach zweimaliger Durch-
fuhrung des Kontraktionstestes mehrmals mit KH-Puffer gespult und erneut an die

Ausgangskraft von 12,5 mN aquilibriert.

Haken mit
Transducer
verbunden

Abb. 4: Einzelnes Organbad mit eingespannter Vene

2.5.2. Kontraktionstest mit Phenylephrin

Die mit KCI getesteten Venen wurden nun mit 1 yM Phenylephrin (PE) stimuliert,
das uber glattmuskulare ai-Rezeptoren eine Kontraktion auslost. Die Venen, die
keine Kontraktion zeigten, wurden ebenfalls von weiteren Versuchen ausgeschlos-

sen. Dies traf auf 5 von 32 Venen zu.
2.5.3. Dilatationstest mit Acetylcholin

Im Anschluss an die Vorkontraktion mit 1 yM PE wurden an insgesamt 15 Venen

kumulative Dosiswirkungskurven mit ACh (1 nM — 1 mM) durchgefuhrt, um fur den

20



Material und Methoden

Endotheltest eine halbmaximale Dilatation nach Vorkontraktion (ECsp) mit PE

bestimmen zu kdnnen.

2.5.4. Endotheltest mit Acetylcholin

Die endothelabhangige Dilatation wurde mit 1 yM ACh getestet. ACh vermittelt
uber die Bindung an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor die Freisetzung von
NO aus intaktem Endothel und damit eine Dilatation. Die Gefalte wurden zuerst
mit 1 uM PE vorkontrahiert, um die anschliel3ende Dilatation durch ACh sichtbar
zu machen. Gefalde, die keine Dilatation oder sogar eine Kontraktion zeigten, wur-
den von weiteren Versuchsreihen ausgeschlossen. Dies traf auf 7 von 32 Venen

ZU.

2.5.5. Dilatationstest mit BAY 41-2272

Die dilatative Wirkung von BAY 41-2272 wurde kumulativ von 0,01 nM bis 10 uM
gestestet, wobei insgesamt 4-6 Ringe einer Vene drei Protokollen zugeteilt
wurden. In der ersten Gruppe erfolgte an zwei Ringen die Entfernung des Endo-
thels (Denudation), indem sie ca. 30 s in A. destillata geschwenkt wurden. Die
Effektivitat der Denudation wurde durch Mitarbeiter der Tierversuchsanstalt
Dusseldorf bestatigt, die die Ringe lichtmikroskopisch untersuchten. In der zweiten
Gruppe wurden zwei Ringe in ihrer Ausgangssituation belassen, und in der dritten
Gruppe wurden zwei weitere Ringe 30 min vor BAY 41-2272 mit ODQ (10uM),
einem irreversiblem Blocker der sGC inkubiert. In weiteren Versuchen diente der
Dilatationstest mit 1 yM ACh der Uberprifung des Endothelstatus, d.h. Venen ver-
fugten Uber kein funktionsfahiges Endothel, wenn sie nach ACh keine Dilatation
zeigten.

Nach Durchfihrung der Funktionstests (KCI-Test > PE-Test > ACh-Test) erfolg-
ten die weiteren Versuche mit BAY 41-2272 an intakten (n=12), denudierten (n=7)
oder mit ODQ inkubierten intakten (n=7) GefalRen (Abb. 5). Dabei wurden die
Ringe wieder mit 1 uyM PE vorkontrahiert, um die durch BAY 41-2272 hervor-

gerufene Dilatation als Kraftabnahme sichtbar zu machen.
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2.6. Western Blot

Zusatzlich zu den Funktionstests im Organbad wurde eine quantitative Protein-
analyse an den humanen Venen durchgefiihrt. Damit sollte die Frage beantwortet
werden, ob die BAY 41-2272-Effekte Uber den NO-sGC-cGMP-PKG I-Signaltrans-
duktionsweg vermittelt werden. Dazu wurde mittels Western Blot das Vasodilator-
stimulierte Phosphoprotein (VASP) nachgewiesen, das u.a in der glatten Gefal3-
muskulatur vorkommt (Schulz et al, 2002).

Dieses Protein stellt ein Produkt des NO-sGC-cGMP-Signaltransduktionsweges
dar. Es wird sowohl durch die Proteinkinase A als auch durch die Proteinkinase G
I phosphoryliert (Schafer et al, 2003). Dabei wird die vermehrte Aktivitat der
Proteinkinase A durch die VASP-Phosphorylierung an Serin 157 im SDS-Poly-
acrylamid Gel sichtbar, wahrend die Aktivierung der Proteinkinase G I durch die
Phosphorylierung von VASP an Serin 239 gemessen und durch einen mono-
klonalen Antikorper (16C2) sichtbar gemacht werden kann (Smolenski et al, 1998).
Der 16C2 Antikdrper wurde in dieser Arbeit benutzt, um die Aktivierung des NO-
sGC-cGMP Signaltransduktionsweges durch BAY 41-2272 in humaner Vena

saphena magna nachzuweisen.

2.6.1. Durchfiihrung

Die quantitative Proteinanalyse erfolgte an 9 Venen. Auch diese Venen wurden in
gekuhltem PBS-Puffer aus dem Operationssaal direkt in das Labor transportiert.
Anhangende Gewebeteile wurden ebenfalls abprapariert und die Vene in zwei bis
vier Ringe unterteilt. Ein bis zwei der Ringe wurden 30 min lang in den mit KH-
Puffer geflllten, 37 °C warmen und mit Carbogen begasten Organbadern mit 3 uM
BAY 41-2272 inkubiert. Parallel dazu wurden ein bis zwei Ringe als Kontrolle ein-
gespannt, d.h. ohne Inkubation mit BAY 41-2272 (Vehikel). Anschlielfend wurden
sie in mit 'BAY 41-2272"' oder 'Vehikel' gekennzeichneten Eppendorfgefallen in
Fllssigstickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.
Insgesamt wurde so mit 18 Proben (n=9 inkubiert vs. n=9 nicht inkubiert) aus 9

Gefalien vorgegangen.
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2.6.2. Lyse und Homogenisierung der Venen

In einem ersten Arbeitsschritt erfolgte die Lyse und Homogenisierung aller bis
dahin tiefgefrorenen Venen-Proben (n=18). Dazu wurde das Gewebe in
Aluminiumpapier eingewickelt und dann mit einer in Stickstoff vereisten Zange in
einen Behalter mit flissigem Stickstoff fir 1 min inkubiert, mechanisch
homogenisiert und in 500 pyl RIPA-Puffer inkubiert. Unter Verwendung eines
Ultraturrax (IKA-Werke, Neu-lsenburg) wurden die Proben 6 « 10 s homogenisiert,
wobei zwischen jeder Behandlung mit dem Ultraturrax 20-s Pausen eingelegt
wurden, um das Gewebe nicht zu erwarmen. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis.
Das Homogenat wurde fur 30 min in ein Ultraschallbad gehangt und anschlie3end
fur 30 min bei 100 « g und 4 °C (Tischzentrifuge 5417 R, Eppendorf) zentrifugiert,
um das Proteinlysat (Uberstand) von der Rohmembranfraktion (Pellet) zu trennen.

Der Uberstand wurde anschlieRend in Eppendorf-Gefalie abpipettiert.

2.6.3. Proteinbestim mung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach dem BioRad-Proteintest-Verfahren (BioRad,
Muanchen) nach Bradford (Bradford, 1976). Zunachst wurde die Standard-Konzen-
trations-Reihe mit Rinderserumalbumin (1 mg/ ml, reinst, Behring, Mannheim)
erstellt. Die Proben, wie auch die Standardkurven-Reihe, wurden mit 200 pl
BioRad-Reagenz versetzt. Nach einer 10-min Inkubationszeit wurde die Extinktion
gemessen (A =595 nm) und die daraus resultierende Proteinkonzentration unter

Berucksichtigung von Verdinnungsfaktoren berechnet.

2.6.4. Gelelektrophoreti sche Auftrennung von Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in diskontinuierlichen
Polyacrylamid-Gelen in einer Gelapparatur (Mini Protean Ill Cell; Bio-Rad, Min-
chen) nach Laemmli (Laemmli, 1970). Zur Proteintrennung wurde ein 4,5 % Sam-
melgel und ein 10 % Trenngel verwendet. Die Proteinkonzentration auf die ein-
zelnen Slots ergab sich aus ermittelten Grdlken der Versuchsreihen, die ein
effizientes Signal zur Auswertung zuliel3en. Dabei ergaben sich Auftragungen von
50 ug. Die Auftrennung der Proteine erfolgte Uber 3 h bei 120 V. Zum Grolien-
abgleich diente der Precision Plus Protein Prestained Standard (BioRad, Mun-

chen).
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2.6.5. Transfer der Proteine (Western Blot)

Die Blotkammer mit den wassergefullten Kiuhltanks wurde bei -4 °C kaltgestellt.
Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF-Membran transferiert.
Der Transfer erfolgte in einer gekuhlten Tank-Blotting-Apparatur (BioRad, Min-
chen) auf Hybond PVDF-Membranen (Immobilon P, Porengréf3e 0,45 ym, Amer-
sham Pharmacia). Die Membranen wurden erst 15 s in MeOH getaucht, dann
2 min in A. destillata rehydriert und anschlie3end fur 5 min in Western Blot Puffer
voraquilibriert. Zwei Filterpapiere (Mukoll) wurden auf GelgroRe zurechtgeschnit-
ten und mit zwei Transfer-Schwammen kurz in Western Blot Puffer voraquilibriert.
Das Gel wurde auf ein Filterpapier, und auf das Gel wurde eine PVDF-Membran
gelegt, die wiederum mit einem Filterpapier bedeckt wurde. Dieses Paket wurde
zwischen die puffergetrankten Schwamme luftblasenfrei gelegt und in die Kassette
eingesetzt. Die Kassette und ein Kuhlelement wurden in die Kammer eingesetzt
und der Blot 1,5 h bei 90 V und 300 mA bei 4 °C transferiert.

2.6.6. Im mundetektion

Nach Ablauf des Transfers wurden die Membranen luftgetrocknet, anschlielend
mit Methanol reaktiviert und einmal mit TBST-Puffer ausgewaschen. Anschlie3end
wurde die Blotmembran fur 3 h blockiert. Als Blockierlosung diente 6 % Mager-
milchpulver in TBST-Puffer-Lésung. Dadurch wurden die unspezifischen Bin-
dungsstellen der Blotmembran inhibiert. Danach wurde die Blotmembran kurz mit
TBST-Puffer gewaschen. Es folgte die Inkubation der Blotmembran mit dem
ersten spezifischen Antikorper: fur VASP-gesamt mit Anti-total VASP und flr
VASP P-Ser239 mit Anti-VASP P-Ser239 in 3 % Magermilchpulver in TBST-
Puffer-Lésung fur 16 h bei 4 °C auf einer Wippe. Am Folgetag wurden die inkubier-
ten Blotmembranen viermal fur 5 min mit TBST-Puffer bei Raumtemperatur
gewaschen und anschlieBend mit den Sekundarantikbrpern fur VASP P-
Ser239 mit goat anti-mouse 1gG und fur VASP-gesamt mit goat anti-rabbit IgG in
3 % Magermilchpulver TBST-Puffer-Losung fur 1 h inkubiert. SchlieRlich wurden
die Blotmembranen viermal fur 5 min mit TBST-Puffer gewaschen, um nicht-

gebundene Sekundarantikdrper zu entfernen.
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2.6.7. Detektion mit Chemilumineszenz

Die Membran wurde fur die Quantifizierung der gebundenen Proteine mit spezi-
fischen Lumineszenzlésungen (Roche, Basel) versetzt. Die Entwickler Lumi-Light-
Verstarker und Lumi-Light-Peroxidlésung wurden, nachdem sie auf Raum-
temperatur aufgewarmt waren, in einem Volumenverhaltnis von 1:1 auf die sich in
der Fotokassette befindlichen Membranen pipettiert und fur ca. 1 min inkubiert.
Danach erfolgte im abgedunkelten Fotolabor die Auflage eines Rontgenfilms
(Kodak, Stuttgart) fur 1 bis zu 60 min (Abb. 5). Die Rontgenfiime wurden nach
Ablauf der Entwicklerzeit zuerst in Entwicklerlésung, danach in Wasser und
anschliefend in Fixierldsung getaucht. Nach dem Entwickeln wurden die Stellen
der Antikorperbindung als schwarze Banden sichtbar. Nach diesen Arbeitsschrit-
ten wurden die entwickelten Rontgenfiime zum Trocknen aufgehangt. Die ent-
wickelten Filme wurden mit einer Kamera (BioRad, Munchen) fotografiert und mit
dem Programm GelDoc (BioRad, Munchen) die optische Dichte der einzelnen

Banden gemessen.

2.6.8. Strippen der Membranen

Analysierte Membranen wurden zur Wiederverwendung mit einem Strippingpuffer
zur Abtrennung des primaren Antikorpers behandelt. Die Membranen wurden
15 min in dieser Antikdrper-Stripp-Losung bei Raumtemperatur inkubiert,
anschliellend in TBST-Puffer ausgewaschen, 15 min in Methanol bei Raum-
temperatur inkubiert und danach wieder mit TBST-Puffer ausgewaschen. Zur
erneuten Blockierung wurden die Membranen in TBST mit 3 % Milch Uber Nacht
inkubiert. Die Membranen wurden zur Uberprifung noch vorhandener Konjugate
mit dem ECL-Reagenz inkubiert. Die fertig gestrippten Membranen wurden mit
dem Anti VASP-P Ser239 Primarantikérper inkubiert. Anschlieend erfolgte die

erneute Detektion mit Chemilumineszenz.
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1
Antigen

Secondary Antibody . -
POD conjugate Lut'rll—l_lght

POD Substrate

LIGHT 5

Primary Antibody

Protein/ Antigen befindet sich auf der geblotteten Membran
Protein/ Antigen wird durch den Primé&rantikérper gebunden

POD- konjugierter Sekundéarantikérper bindet den Primé&rantikbrper

AW Db R~

Die Horseradish- Peroxidase katalysiert das Lumi- Light Substrat und Licht
wird emittiert

5. Das emittierte Licht wird auf einem Réntgenfilm sichtbar gemacht

Abb.5: Ablauf der Lumineszenzreaktion. Durch die an den Sekundérantikérper gebundene
Horseradish- Peroxidase wird das Lumi-Light Substrat katalysiert und Licht wird emittiert. Das
emittierte Lichtsignal wird auf dem aufliegenden Réntgenfilm als dunkle Bande sichtbar.

2.6.9. Funktionstests (Organbad)

Die Auswertung der durch Vasokonstriktion und Vasodilatation bewirkten Tonus-
anderungen der Gefalie erfolgte fir jeden Venen-Ring individuell Gber die Kraft-
anderung von der Ausgangskraft ausgehend. Daflir wurde das Programm Chart
5.1 (Power Lab, California) eingesetzt. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte
+ SEM fir eine Vene angegeben. Die Berechnung der Dosiswirkungskurven
erfolgte auf der Basis prozentualer Anderungen, wobei die stabile Kraft der
jeweiligen Vorkontraktion oder der erzielten Maximalkontraktion, dem Wert 100 %

entsprach.

2.6.10. Proteinanalyse (Western Blot)

Die Quantifizierung der gebundenen Proteine erfolgte anhand einer densitometri-
schen Messung der einzelnen auf dem Roéntgenfilm sichtbaren Banden. Die
optische Dichte der VASP-Total Banden wurde mit 100 % gleichgesetzt, die
optische Dichte der aquivalenten VASP P-Ser239 Banden wurde dazu ins Ver-

héaltnis gesetzt und als prozentuale Anderung angegeben.
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2.7. Daten und Statistik

2.7.1. Funktionstests

Die Vasorelaxation durch ACh und BAY 41-2272 wird als prozentuale Anderung
von der am Anfang des Experiments durch Phenylephrin bewirkten Vorkontraktion

angegeben, die mit 100 % gleichgesetzt wurde.

2.7.2. Proteinanalyse
Die Phosphorylierung an VASP Ser239 wurde als prozentuales Verhaltnis zu
VASP-Total angegeben.

2.7.3. Statistik

Die statistische Analyse wurde mit der Statistikanwendung des Computer-
programms ‘Graph Pad Prism’ (Graph Pad Software; La Jolla, Ca) durchgefthrt.
Falls nicht anders angegeben, wurden die Messdaten als Mittelwerte + SEM flr
ACh (n=7), fur BAY 41-2272 intakt (n=12), fur BAY 41-2272 denudiert (n=7) und
fur BAY 41-2272 mit ODQ (n=7) prasentiert. Die statistische Signifikanz wurde mit
Student’s t-Test Uberpruft. Das Signifikanzniveau p fur o wurde mit 0,05 fest-

gesetzt.
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3. Ergebnisse
Die untersuchten Venen stammten von Patienten, bei denen eine elektive Bypass-
Operation im Rahmen einer koronaren Herzkrankheit durchgefihrt wurde. Es

wurden insgesamt 60 Venae saphenae magnae untersucht (Tab. 2).

auswertbar
Versuchsreihen erhalten
ja nein
Endothel-unabhangiger
Kontraktionstest mit KCI 51 31 20
Rezeptor-abhangiger
Kontraktionstest mit 32 27 5
Phenylephrin
Endothel-abhangiger
Dilatationstest mit Acetylcholin 32 25 4
Dilatationstest mit BAY 41-2272
. 12 12 0
an intakten Venen
Dilatationstest mit BAY 41-2272
. 7 7 0
an denudierten Venen
Dilatationstest mit BAY 41-2272 7 7 0
nach ODQ
Proteinanalyse mittels 9 8 1
Western Blot

Tab. 2: Ubersicht iiber die Anzahl der einzelnen Versuche

3.1. Endothelabhangige dilatative Eigenschaften der Venen

Zur Uberprifung der Endothelfunktion der GefaRringe wurde nach submaximaler
Vorkontraktion (1 uM PE) eine kumulative ACh-Applikation (1 nM bis 1 mM)
angeschlossen. Es wurden insgesamt 15 Venen untersucht. Davon waren 8
auswertbar. Die restlichen 7 Venen dilatierten auf ACh nicht oder kontrahierten
sogar. Diese Venen wurden von weiteren Versuchen ausgeschlossen. Die
endothelabhangige dilatative Antwort fiel schwach aus. Die durchschnittliche Kraft-
abnahme betrug 20 % der zuvor durch 1 uM PE erreichten Maximalkraft (Abb. 6).
Zudem kam es ab einer ACh-Dosis von 10 uM zu einer dosisabhangigen

Vasokonstriktion. Die ACh-Konzentration, die zu einer halbmaximalen Inhibition
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der Vorkontraktion durch 1 uM PE fuhrte (ECsp) betrug 1 uM. Diese Dosis wurde in

allen folgenden Versuchen benutzt, um die Funktionsfahigkeit des Endothels zu

uberprifen.
Acetylcholin- DWK
100
——Vene n=8

= 80+
)

£ 60
©
S

X 404

20

0 T T T T T T T

10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
Acetylcholin [log M]

Abb. 6: Kumulative D osiswirkungskurve mit AChvon 1 nMbis 1 m M.
Dargestellt ist der Verlauf der Kraft mit steigender ACh-Konzentration. Die
Kraft nahm von der durch 1 uM PE bewirkten Maximalkraft, die mit 100 %
gleichgesetzt w urde, auf 80 * 12 % ( Mittelwert + SEM) ab. Die A Ch-
Konzentration, die zu einer hal bmaximalen Inhibition der V orkontraktion
durch P E fihrte (ECg,-Wert), w urde anha nd dies er Dos iswirkungskurve
berechnet und betrug 6,0 = 1,3 [-logM].
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3.2. Dilatative Wirkung von Acetylcholin an intakten und

denudierten Venen

Mit dem Endotheltest (1 yM ACh) wurde die Funktionsfahigkeit und die Intaktheit
des Endothels Uberpruft. Es wurden insgesamt 25 Venen untersucht, 8 Venen
wurden verworfen, weil sie im Kontraktionstest mit KCI oder mit PE keine Reaktion
zeigten. 7 Venen wurden denudiert. Dabei wurde jede einzelne Vene in 4 Ringe
unterteilt. Zwei Ringe wurden in ihrem Ausgangszustand belassen, zwei wurden
denudiert, indem sie 30 s lang in A. destillata geschwenkt wurden. Danach erfolgte
der Endotheltest mit 1 yM ACh. Dabei dilatierten die durch A. destillata denu-
dierten Ringe nicht auf 1 yM ACh. Die durchschnittliche 2 %ige Kraftabnahme
wurde als normale Kraftabnahme Uber die Versuchsdauer interpretiert. Bei den
intakten Venen (n = 19) nahm die Kraft nach Zugabe von 1 yM ACh durchschnitt-
liche um 20 % der zuvor durch 1 uM PE erreichten Maximalkraft ab (Abb. 7).

Vergleich ACh- Antwortintakte
vs. denudierte Vene

100

I intakt n= 12

80 ——ddenudiertn=7

60 - p=0,0109

Kraft [%]

40

20

intakt denudiert

1 pM ACh

Abb. 7: Vergleich der Dilatation an intakter und denudierter Vene durch

1 uM ACh. Die Kraft der intakten Venen nahm auf 77,1 £ 15,9 %

(Mittelwert £ SEM) von der durch 1 uM PE erreichten Maximalkraft, die 100 %
entsprach, ab. Bei den denudierten Geféal3en bewirkte der

ACh-Stimulus keine Kraftabnahme (die Kraftabnahme auf 97,3 + 4,3 % entsprach
einer normalen Kraftabnahme wéhrend des Versuches).
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Versuchsanzahl intakt (n =12) denudiert (n =7)
Spannweite 44,0 - 94,0 [mN] 89,0 - 100,6 [mN]
Mittelwert 77,1 [mN] 97,3* [mN]
SEM 15,9 [mN] 4,3 [mN]

Tab. 3: Die durch 1 uM ACh erfolgte Dilatation war in den denudierten Venen, im
Vergleich zu den intakten Venen, signifikant geringer *p < 0,05 vs. intakt

3.3. Dilatative Wirkung von BAY 41-2272 an intakten und

denudierten Venen

Die dilatativen Eigenschaften von BAY 41-2272 wurden in kumulativen Dosis-
wirkungsversuchen an insgesamt 12 Venen getestet. Die Dosiswirkungsversuche
erfolgten an denudierten und intakten GefalRen.

Durch den Endotheltest mit 1 uM ACh wurde Uberprift, ob die denudierten Venen
ein dysfunktionelles und die als intakt eingruppierten Venen ein funktionelles
Endothel besallen (Abb. 7). Anschliefend wurden kumulative Dosiswirkungs-
kurven mit BAY 41-2272 von 10 « 10 nM bis 1 mM durchgefuhrt. BAY 41-2272
dilatierte die intakten Venen maximal um 60 %. In den denudierten Venen fiel die
dilatative Antwort mit maximal 33 % um die Halfte geringer aus. Folglich war die
dilatative Potenz von BAY 41-2272 in denudierten Venen signifikant herabgesetzt
(Abb. 8, Tab. 4). Die Dosiswirkungsversuche mit BAY 41-2272 wurden in einer
maximalen Zeitspanne von 30 min durchgeflhrt. Wahrend dieser Zeit konnte keine
Wirkungsabschwachung von BAY 41-2272 im Sinne einer Toleranzentwicklung

bzw. einer Tachyphylaxie beobachtet werden.
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Wirkung von BAY 41-2272 an intakten
und denudierten humanen Venen

110
90 —
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50 1 —e— intakt n= 12
—O—denudiertn= 7

p=0.0055

30

-12 10 -8 -6 -4
BAY 41-2272 [log M]

Abb. 8: Vergleich der dilatativen Wirkung von BAY 41-2272 an intakten und
denudierten Venen in kumulativen Dosiswirkungsversuchen. Die vasodilatatorische
Aktivitat wird als Prozentwert der maximalen Kontraktion angegeben (SEM jeweils

als Balken). Der signifikante Unterschied zwischen denudiert und intakt ist mit *
gekennzeichnet (p < 0,05).

BAY 41-2272 Intakt Denudiert
ECso- Wert [-logM] 9,17 £ 0,11 7,99 £ 0,35
Mittelwerte + SEM 67,51+ 18,2 84,67 £ 10,92
Differenz der Mittelwerte | 17,16 £ 5,67

Tab.4: ECso-Werte und Mittelwerte + SEM von BAY 41-2272 an isolierten intakten

und denudierten hum anen Venen. Die EC so-Werte stellen die m ittlere

Konzentration dar, die in 7 bzw. 12 individuellen Experim enten an Venenringen zu
einer halbmaximalen Inhibition der Vorkontraktion durch 1 y M PE fiihrte [-logM].
Die Wirksam keit von BAY 41-2272 war bei intakten vs.
signifikant héher (p< 0,005).

denudierten Venen

32



Ergebnisse

3.4. Dilatative Eigenschaften von BAY 41-2272 nach Zugabe des
I6sliche Guanylatcyclase-Inhibitors ODQ

Die dilatative Potenz von BAY 41-2272 wurde zusatzlich nach Zugabe des irrever-
siblen Inhibitors der I6slichen Guanylatcyclase ODQ untersucht. Dabei wurden ins-
gesamt 7 intakte Venen ungefahr 30 min vor BAY 41-2272 Zugabe mit 10 yM
ODAQ inkubiert. AnschlieRend erfolgten die kumulativen Dosiswirkungsversuche
mit BAY 41-2272 von 10 nM bis 1 mM. Dabei zeigte sich, dass ODQ die dilatative
Wirkung von BAY 41-2272 vollstandig aufhob (Abb. 9).

BAY intakt vs. BAY-ODQ
110
. 90
= e intakt n= 12
® 70 —o—ODQ+ BAY n=7
< o< 0.0001
50
30 T |

2 40 8 b -4 -2
BAY 41-2272

Abb.9: Die dilatative Antwort auf BAY 41-2272 ist durch Zugabe des sGC- Inhibitors ODQ
vollstédndig aufgehoben. Die durchschnittliche Dilatation liegt um 3 % und kann auf einen
konstanten, kontinuierlichen Kraftabbau wéhrend den Messungen bezogen werden. Die
vasodilatatorische Aktivitat wird als Prozentwert der maximalen Kontraktion angegeben
(SEM jeweils als Balken). Der signifikante Unterschied zwischen mit ODQ- inkubiert und
intakt ist mit *** gekennzeichnet (P< 0,05).
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3.5. Proteinanalyse mittels Western Blot

Bei 8 von insgesamt 9 Venen wurde eine Proteinanalyse durchgefuhrt. Jede Vene
wurde zwei Gruppen zugeteilt. Eine Gruppe enthielt die nicht inkubierten Venen
(Vehikel), die andere die mit 3 uM BAY 41-2272 inkubierten Venen. Die Inkubation
mit BAY 41-2272 flhrte zu einer deutlichen Zunahme der VASP-Phosphorylierung
an Serin 239. Sie war durchschnittlich 40 % hoher als bei den nicht inkubierten
Venen (Abb. 10, 11). Dieses Ergebnis spricht daflr, dass es durch BAY 41-2272
zu einer deutlichen Mehr-Aktivierung des sGC-cGMP-Signalwegs kommt und
somit auch zur Aktivierung der Proteinkinase G I, denn die Phosphorylierung der
Serinstelle 239 des VASP erfolgt zum grof3ten Teil durch die PKG 1 (Butt et al,
1994).

VASP P- Ser 239 ohne und nach

BAY- Inkubation
138,1+6,7 Hl + BAY41-2272
150 il 1 Vehikel
n=38
p= 0,0007

100

VASP P- Ser 239 [%]

BAY 41-2272 Vehikel

Abb.10: Die VASP- Phosphorylierung an Serin 239, die bei den nicht inkubierten
Venen gemessen worden ist, dient als Basiswert und wird mit 100 % gleichgesetzt.
Die vermehrte VASP- Phosphorylierung bei den mit BAY inkubierten Venen wird als
prozentuale Verdnderung vom Basiswert angegeben und betrégt 38,1 + 18.87 %
(Mittelwert £ SEM).
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VASP- Western Blot Analyse

A ‘ Kontrolle _ B . :‘_1' :(.— i
Wa%. 0y 0-0a9 < = l ' -
Lo G i dme g 8o 16C2

VASP- P157 50 kDa m_ - — ., =
VASP 46kDa . . . e o = « \
s | o B

Marker ’ e,

Total VASP 'VASP- P239 S

Abb.11: Analyse der VASP- Phosphorylierung nach Inkubation mit 3 uM BAY
41-2272 in humaner Vena saphena magna. (A) zeigt den Gesamtteil des
VASP, dabei wird die Phosphorylierung an Serin 157 durch den 46 kDa/ 50
kDa Shift dargestellt. Die Phosphorylierung an VASP Serin 239, die fiir die
Aktivierung der PKG I spezifisch ist, wird durch den 16C2- Antikbrper gegen
Serin 239 angezeigt (B). Die (+) Proben stellen, die mit 3 uM Bay inkubierten
Venen dar, die (-) Proben die Vehikel. Dabei zeigt sich eine deutlich
vermehrte Phosphorylierung an VASP- P 239 bei den mit BAY inkubierten

Proben.
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4. Diskussion

Pharmaka, mit welchen sich die 16sliche Guanylycyclase NO-unabhangig aktivie-
ren und damit eine Gefaldilatation erreichen lafdt, sind relativ neu. Ein friher Ver-
treter dieser Gruppe ist YC-1 (Mulsch et al, 1997). In einer Reihe von Studien wur-
den die Effekte einer Nachfolgesubstanz - BAY 41-2272 - an arteriellen Gefalien
untersucht (Straub et al, 2002) (Bawankule et al, 2005) (Stasch et al, 2006)
(Boerrigter & Burnett, 2007) (Teixeira et al, 2006) (Teixeira et al, 2006). Schon in
der allerersten Arbeit zu BAY 41-2272 wird die vasodilatorische Wirkung auf das
arterielle System beschrieben (Stasch et al, 2001). In der vorliegenden Arbeit wird
erstmalig die Wirkung von BAY 41-2272 an humanen Venen untersucht. Diese
Untersuchungen an intakten und denudierten Venen erganzen somit die bisheri-
gen Arbeiten zur Wirkung von BAY 41-2272 auf arterielle Gefalde.

4.1. Methodenkritik

4.1.1. Technische Begrenzung der Organbadversuche

Organbadversuche stellen weltweit eine gut etablierte und haufig benutzte Me-
thode dar, um die Wirkung pharmakologischer Substanzen z.B. an Gefalen, Tra-
bekeln des Herzens oder Muskulatur zu untersuchen. Trotz relativ einfacher und
unkomplizierter Versuchsdurchfilhrung kénnen technische Stérungen auftreten,

die die Gefaldpraparate in ihren Reaktionen beeintrachtigen. Dazu zahlen:

—

inkonstanter pH der Nahrldsung

inkonstante Temperatur der Nahrldsung

schadigende Vorspannung in der Aquilibrierungsphase auf das GefaR-
endothel

instabile mechanische Aufhangung der Gefaldringe

mechanische Erschitterungen in der Umgebung der Organbadanlage

Fir die vorliegende Untersuchung wurden die fuinf genannten Stérungen weit-

gehend ausgeschlossen.

4.1.2. Materialqualitat
Die GefalRe waren Reststlicke der Vena saphena magna, die nicht fur koronar-

vendse Bypasse bendtigt wurden. Im Rahmen des operativen Geschehens (z.B.
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beim Schneiden, Praparieren oder der Prufung der Intaktheit des GefalRes durch
Dilatation mit NaCl-Losung) konnte es zu einer mechanischen Beeintrachtigung

der Venen gekommen sein.

Wegen der Vorerkrankungen der Patienten - arterielle Hypertonie, Hypercholes-
terinamie und Koronare Herzkrankheit - konnte bei den untersuchten Venen das
Endothel beeintrachtigt oder der NO-sGC-cGMP-Signalweg gestort gewesen sein.
Eine Einordnung in 'gesund’ oder ’krank’ war nicht mdglich. Damit es nicht zu einer
Verwertung von Venen mit dysfunktionellem Endothel kam, wurde der gut
etablierte Endotheltest mit Acetylcholin (1 uM) durchgefuhrt (Furchgott, 1980).
Dabei fiel die Antwort der durch PE vorkontrahierten Venen auf ACh im Mittel
relativ schwach aus (Abb. 6). Das kdnnte darauf hindeuten, dass das Gefal-
Endothel nicht vollkommen intakt war. Eine Differenzierung und Graduierung eines
moglichen Schadens konnte durch den ACh-Test nicht vorgenommen werden. Die
lichtmikroskopische Untersuchung ergab allerdings keine deutlichen Zeichen eines

GefalRwand- bzw. Endothelschadens.

4.1.3. Denudation

Die Denudation erfolgte durch 30 s Schwenken in A. destillata. Die Mdglichkeit der
Schadigung der glattmuskularen Funktion durch die Denudationsmethode laldt sich
hinterfragen. In friheren Versuchen ist jedoch gezeigt worden, dass diese
Methode der Denudation weder Auswirkungen auf die glatte Gefalmuskulatur

besitzt noch einen Funktionsverlust auslost (Schipke et al, 1985).

4.1.4. Materialwahl

Die hier vorliegenden Untersuchungen waren auch an arteriellen humanen
Gefallen von grofRer Bedeutung, v.a im Hinblick auf die bedeutendere klinische
Relevanz der arteriellen Strombahn bei zahlreichen Erkrankungen wie arterieller
Hypertonie, Angina pectoris und akutem Myokardinfarkt. Die Wahl des zu
untersuchenden Materials war in dieser Arbeit u.a durch ihre Verfugbarkeit
bestimmt. Die Verfugbarkeit humaner Venen stellt sich deutlich groRer dar, als die
Verflgbarkeit humaner arterieller Gefalde, so dass die Wahl auf humane Vene fiel
um eine ausreichend hohe Zahl an untersuchten Gefallen zu erreichen und
dadurch eine reprasentative Untersuchung von BAY 41-2272 an humanen

Gefallen aufzeigen zu kdnnen.
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4.2. Wirkung von BAY 41-2272 an isolierten humanen Venen

BAY 41-2272 ist bei einer Dosierung zwischen 107" M bis 10° M ein potenter
Dilatator intakter humaner Venen. Der ECs,-Wert liegt bei 9,2 [-logM]. An
denudierten Venen ist die vasodilatorische Potenz von BAY 41-2272 stark ver-
mindert. Es kommt zu einer Rechtsverschiebung der Dosiswirkungskurve, und der
ECso-Wert andert sich auf 7,9 [-logM] (Abb. 8; Tab. 4).

Andere in-vitro Untersuchungen beschrieben das Wirkungsprofil von BAY 41-2272
an intakten und denudierten arteriellen Gefalde (Priviero et al, 2005) (Straub et al,
2002) (Teixeira et al, 2006) (Teixeira et al, 2006). Hier I16ste BAY 41-2272 eine
starke dilatorische Wirkung an intakten Arterien und eine abgeminderte, aber den-
noch potente Wirkung, an denudierten Arterien aus. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit erganzen und bestatigen diese Daten, die bis jetzt fur
arterielle GefalRe erhoben wurden. Dabei erstrecken sich die hier vorliegenden
Untersuchungen Uber ein groeres Dosisspektrum und zeigen einen geringeren
ECso-Wert fur die Wirkung an intakten als auch an denudierten Gefallen (Tab. 5).
Es zeigt sich, dass BAY 41-2272 auch intakte und denudierte Venen relaxiert .

intakt denudiert
Arbeit Gew ebe Dosisspektrum
[-logM] [-logM]
. V. saphena magna 1o
eigene Daten 107 °-10° M 9,16+0,11 7,99+0,35
Mensch
o Aorta 8 s
Priviero et al, 107-10° M 6,59+0,05 6,19+0,04
Kaninchen
2005
A. basilaris 10 A
Teixeira et al, 10 °-10° M 8,13+0,03 7,63+0,05
Ratte
2006
o A. mesenterica 10 A
Teixeira et al, 10 °-10° M 8,21+0,05 6,75+0,06
Ratte
2006

Tab. 5: Die Wirkung von BAY 41-2272 in humanen Venen (Ergebnisse dieser Arbeit)

im Vergleich zur Wirkung in Arterien
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Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen wird BAY 41-2272 in einer Studie
an Hunden mit chronischer Herzinsuffizienz als rein arterieller Dilatator beschrie-
ben (Boerrigter, 2003). Der sGC-Stimulator fihrte zu einer Reduktion des mittleren
arteriellen Blutdruckes, des pulmonalarteriellen Druckes und des systemischen
Gesamtwiderstandes. Der pulmonalkapillare Verschlussdruck wurde in diesem
Modell ebenfalls gesenkt, aber ohne, wie nach Glyceroltrinitrat, den pulmonalen
Widerstand oder den rechtsatrialen Druck zu reduzieren. Folglich wurde
BAY 41-2272 eine rein arterielle Wirkung zugeschrieben und eine potentielle Wir-
kung an vendsen Gefallen nur bei unphysiologisch hohen Dosen eingeraumt.

BAY 41-2272 wird in den meisten Arbeiten als arterieller Dilatator beschrieben
(Stasch et al, 2001) (Priviero et al, 2005) (Straub et al, 2002) (Teixeira et al, 2006)
(Bawankule et al, 2005) (Stasch et al, 2006) (Boerrigter, 2003). Eine einzige Arbeit
beschreibt BAY 41-2272 auch als potenten vendsen Dilatator bei Rattenvenen.
Die ECsp von 0,06 uM war insbesondere im Vergleich zu der Wirkung von
Glyceroltrinitrat mit einer ECso von 23 uM viel niedriger (Hobbs, 2002).

Im Folgenden soll der Unterschied zwischen der aktuellen Literatur und den
eigenen Ergebnissen diskutiert werden. Bei der vorliegenden Arbeit geht es um
in-vitro Versuche an isolierten Venen. Die Arbeit von Boerrigter erfolgte an in-vivo
Hunden (Boerrigter, 2003). Damit handelt es sich um zwei unterschiedliche
Modelle, wobei im vorliegenden Modell Gber den pH (= 7,4), die Temperatur

(= 37°C) und einen physiologischen Puffer physiologische Bedingungen
angenahert wurden. Dennoch handelt es sich um denervierte, einzelne Venen, bei
denen allerdings multifaktorielle Einflisse, wie sie in einem in-vivo Modell zum
Tragen kommen, ausgeschlossen werden konnen.

Vergleichbare in-vitro Organbadversuche erfolgten an isolierten Arterien
(Priviero et al, 2005) (Teixeira et al, 2006). Der Vergleich mit diesen Arbeiten zeigt
eindeutig, dass BAY 41-2272 auch ein potenter Dilatator intakter und denudierter
arterieller wie auch venoser Gefalle von verschiedenen Spezies ist (Tab. 5).

BAY 41-2272 ist ein Stimulator der NO-sensitiven 16slichen Guanylatcyclase. Die
Stimulation erfolgt nach Bindung an die as-Untereinheit unabhangig von NO, aber
abhangig von der prosthetischen Hamgruppe des Enzyms (Stasch et al, 2001).
Daraufhin kommt es zur Katalysierung von cGMP und zur Aktivierung cGMP-
abhangiger Proteinkinasen und damit zu zahlreichen Effekten in der Zelle, wie zur

Relaxation glatter GefalBRmuskulatur (Pfeifer et al, 1998). Die losliche Guanylat-
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cyclase ist das Schlusselenzym fur die BAY 41-2272-Effekte, welches ubiquitar in
seiner a¢, B4-Untereinheit vorkommt (Hobbs, 1997), vor allem aber in hoher Kon-
zentration im Cytosol glatter Muskelzellen und in Thrombozyten (Mullershausen et
al, 2003). Diese Tatsache konnte teilweise erklaren, warum BAY 41-2272 ein
uberwiegend arterieller Dilatator ist. Venen enthalten weniger glatte Muskelzellen
als Arterien, und somit ist auch die Konzentration der I6slichen Guanylatcylase
geringer. Die Tatsache, dass BAY 41-2272 die l6sliche Guanylatcyclase nur
aktiviert, wenn das zentrale Eisen der Hamgruppe im zweiwertigen Zustand vor-
liegt, konnte ebenfalls die bevorzugte arterielle Wirkung erklaren. Kommt es zu
einer Oxidierung des zentralen Eisenatoms, wie z.B. durch ODQ (Garthwaite et al,
1995) (Schrammel et al, 1996), so wird die Dosiswirkungskurve nach rechts
verschoben (Stasch et al, 2001) oder die BAY 41-2272-vermittelte Dilatation voll-
standig aufgehoben (Abb. 9).

In kleinen Mesenterialarterien liegt die sGC vor allem in Zustédnden oxidativen
Stresses in unterschiedlichen Redoxformen vor und ist somit unempfindlich
gegentber NO oder auch BAY 41-2272 (Kemp-Harper et al, 2007). Die sGC
konnte auch in anderen GefaRarten, also z.B Venen, in einem BAY 41-2272
unempfindlichen Zustand vorliegen und somit das geringere Ansprechen der
Venen auf BAY 41-2272 erklaren. Das Problem der veranderten Redoxformen
der sGC greifen auch Stasch und Mitarbeiter auf. Diese Autoren beschreiben,
dass dieser Aspekt auch eine Starke von BAY 41-2272 sein kdnnte, indem es den
sensitiven Anteil der nicht oxidierten sGC fur NO anheben und somit trotz teilweise
geanderter Redoxformen einen NO- oder sGC-Effekt in der Zelle ausldésen konnte
(Stasch et al, 2006).

BAY 41-2272 und NO wirken synergistisch (Stasch et al, 2001). Die NO-
Produktion in vendsen Endothelzellen (De Mey, Vanhoutte, 1982) und in vendsen
Gefallen, wie z.B der Vena cava (Mulsch et al, 1995) (Kojda et al, 1998), ist um
ein Vielfaches geringer als in arteriellen Endothelzellen oder in arteriellen
Gefallen. Das konnte erklaren, warum BAY 41-2272 bevorzugt Arterien dilatiert.
Dieses Argument schlie3t nicht aus, dass BAY 41-2272 auch Venen dilatiert, denn
obwohl die endogene NO-Produktion in Venen im Vergleich zu Arterien geringer
ist, kommt es auch in Venen zur NO-Produktion. Da BAY 41-2272 die NO-
abhangige sGC-Stimulierung verstarkt, konnte dieser Umstand erklaren, warum
BAY 41-2272 in der vorliegenden Arbeit Venen dilatiert.
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Die Denudation der Venen fuhrte zu einer deutlichen Rechtsverschiebung der BAY
41-2272 Dosiswirkungskurve. Dieses Ergebnis macht die Abhangigkeit der
Wirkung von BAY 41-2272 von der NO-Bioverfugbarkeit im Gefal} deutlich. Die
Abhangigkeit der Wirkung vom Endothelstatus war bereits fur arterielle Gefalle
beschrieben (Priviero et al, 2005) (Teixeira et al, 2006). Die deutlich reduzierte
Wirkung in denudierten vendsen Gefallen im Vergleich zu arteriellen Gefallen
(Tab. 5) kdnnte damit erklart werden, dass die generell geringere endogene NO-
Konzentration in Venen durch die Denudation auf ein Minimum oder vollkommen
reduziert wird. Dieser Effekt ist in Arterien mit ihrer deutlich hoheren endogenen
NO-Bioverfugbarkeit vermutlich geringer ausgepragt.

Im Folgenden soll die differierende Wirkung von BAY 41-2272 in Venen und
Arterien relativ zu organischen Nitraten angesprochen werden. Unterschiede der
Wirksamkeit von Pharmaka zwischen Arterien und Venen, die den NO-sGC-
cGMP-Weg betreffen, wurden vor allem fur organische Nitrate umfangreich
beschrieben und mit zahlreichen Modellen wurde versucht, die im therapeutischen
Bereich bevorzugte Venodilation durch organische Nitrate zu erklaren (Kojda et al,
1998), (Barba et al, 1999).

Organische Nitrate geben NO direkt in die Gefallwand ab. Sie werden enzyma-
tisch v.a. durch die CYP3A4, ein P 450 Enzym, denitriert, und NO sowie denitrierte
Abbauprodukte werden freigesetzt (Minamiyama et al, 1999). Das durch organi-
sche Nitrate freigesetzte NO findet sich in vaskularen Endothelzellen und vas-
kularen glatten Muskelzellen und fuhrt Uber die sGC-Aktivierung mit konsekutiver
cGMP-Produktion Uber die Aktivierung mehrerer cGMP-abhangiger Proteinkinasen
zu vielfachen Effekten in der Zelle, wie auch zur Gefaldrelaxation (Lincoln et al,
2001). Organische Nitrate fuhren zu einer Drucksenkung im vendsen Teil des
Kreislaufsystems. Eine Erklarung fur die Venoselektivitat organischer Nitrate
besteht darin, dass ihre Bioaktivierung in Venen weniger als in Arterien gehemmt
wird, denn endogenes NO kann sowohl die Bioaktivierung (Kojda et al, 1998) als
auch die sGC-Sensibilitat fur NO vermindern (Papapetropoulos et al, 1996). Barba
und Mitarbeiter lieferten interessante Erklarungsansatze, warum NO-Donoren in
Venen und Arterien unterschiedlich wirken (Barba et al, 1999). Diese Autoren
untersuchten in Venen und Arterien systematisch, in Abhangigkeit von der basalen
NO-Konzentration, die sGC-Aktivitat, die Aktivitat der PKG I und der PDE V, die

cGMP in vaskularer glatter Muskulatur und Thrombozyten abbaut (Maurice et al,
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2003). Dabei stellten sie fest, dass die Sensibilitat der sGC gegenuber NO-
Donoren in Venen am hochsten war, da diese die geringste basale NO-Frei-
setzung hatten.

Die sGC-Expression kann durch endogenes NO gedrosselt (Papapetropoulos et
al, 1996), die Expression der Proteinkinase G in glatter Gefalmuskulatur vermin-
dert (Soff et al, 1997) und die Aktivitat der PDE V erhoht (Mullershausen et al,
2006) werden. Diese Ergebnisse kdnnen die Unterschiede zwischen Arterien und
Venen in Bezug auf ihre Sensibilitat gegenuber organischen Nitraten erklaren.
Dieser Exkurs soll erklaren helfen, warum BAY 41-2272 Venen dilatieren kann,
denn soweit bekannt ist, ist der Signaltransduktionsweg nach der sGC-Aktivierung
fur organische Nitrate und flr BAY 41-2272 nahezu identisch. So kdnnte man sich
vorstellen, dass gerade im vendsen GefalRbett durch die niedrige endogene NO-
Konzentration die Aktivitat der sGC und der Proteinkinase G weniger durch endo-
genes NO gehemmt wird und die PDE V-Aktivitat weniger angehoben wird.
BAY 41-2272 konnte also trotz einer geringeren NO- und sGC-Konzentration in

venosen Gefallen effektiv wirken.

4.3. Wirkung von BAY 41-2272 an isolierten humanen V enen nach

Zugabe des léslichen Guanylatcyclase-Inhibitors ODQ

Der selektive Inhibitor der I6slichen Guanylatcyclase [1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalin-1-one] (= ODQ) (Garthwaite et al, 1995) oxidiert die Hamgruppe der
sGC irreversibel und macht sie dadurch fir NO unempfindlich (Schrammel et al,
1996). Inkubation mit ODQ inhibiert die BAY 41-2272 vermittelte Stimulation der
sGC vollstandig (Stasch et al, 2001). Anhand dieses Ergebnisses wurde
BAY 41-2272 als NO-unabhangiger, aber Ham-abhangiger Stimulator der sGC
charakterisiert. BAY 41-2272 bindet zwar nicht an die Hamgruppe der sGC,
braucht aber die reduzierte (Fe?*) Form des Enzyms, um an die as-Untereinheit
der sGC zu binden und sie aktivieren zu kdnnen (Stasch et al, 2001).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass ODQ zu einer vollstandigen Inhibierung
der BAY 41-2272 vermittelten Dilation vendser Gefaldringe flihrt. BAY 41-2272 16st
also mittels sGC-Aktivierung eine Dilatation bei Venen aus. Bei in-vitro Versuchen
hemmte ODQ ebenfalls die BAY 41-2272-vermittelte Dilation von Arterien (Priviero
et al, 2005) (Teixeira et al, 2006) (Bawankule et al, 2005). Diese war aber, im
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Gegensatz zu unseren Ergebnissen, nicht vollstandig, sondern nur um etwa den
Faktor 10 reduziert (Teixeira et al, 2006). Obwohl der cGMP-Anstieg durch BAY
41-2272 nach ODQ-Gabe um 90 % vermindert war, kam es dennoch zu einer nur
teilweise reduzierten Relaxation (Priviero et al, 2005). Diese Beobachtungen
lieBen an cGMP-unabhangige Mechanismen von BAY 41-2272 denken. So
relaxierte BAY 41-2272 sowohl {ber die Aktivierung einer sarkolemmalen Na?*-
Pumpe als auch Uber einen cGMP-abhangigen Mechanismus Pulmonalarterien
vom Schaf (Bawankule et al, 2005). Die Beobachtung, dass BAY 41-2272 im
Corpus cavernosum des Menschen und der Ratte auch nach ODQ eine
Relaxation ausloste (Baracat et al, 2003), unterstreicht die Aussage, dass BAY 41-
2272 Uber sGC-unabhangige Mechanismen verfligt. Auch die verminderte, aber
doch vorhandene Relaxation bei sGCm"‘ Mausen lasst vermuten, dass die
Relaxation auch Uber die sGCazf31 vermittelt wird, oder /und durch vollkommen
cGMP-unabhangige Mechanismen (Nimmegeers et al, 2007). In den vorliegenden
Versuchen deutet die vollstandige Inhibierung der Relaxation nach ODQ-Gabe
darauf hin, dass BAY 41-2272 ausschliel3lich tber die sGC-Aktivierung zu einer
Relaxation der humanen Venen flhrt.

4.3.1. Aktivitat der PK G I nach Zugabe von BAY 41-2272

Nach Inkubation humaner Venen mit BAY 41-2272 kam es zu einer deutlichen
Phosphorylierung von VASP Ser239, die um 40 % hoher als bei den Vehikeln war
(Abb. 10; 11). Dieses Ergebnis und die vollstandige Hemmung der sGC und damit
die Hemmung der vasodilatorischen Potenz von BAY 41-2272 durch ODQ legen
nahe, dass BAY 41-2272 Uber eine Aktivierung des sGC-cGMP-PKG I-Signal-

weges vasodilatierend bei humaner Vena saphena magna wirkt.

4.3.2. Vasodilator-stim uliertes Phosphoprotein (VASP)

Die Phosphorylierung des VASP an Serin 239 wird von der PKG 1 bevorzugt
(Butt et al, 1994) und kann als geeigneter Marker zur Darstellung der PKG I
Aktivitat genutzt werden ( Smolenski et al, 1998).

Tatsachlich wurde in zahlreichen Arbeiten VASP P-Ser239 eingesetzt, um die

PKG I-Aktivitat in unterschiedlichen Geweben und bei unterschiedlichen patho-

physiologischen Zustanden nachzuweisen. Dabei wurde ubereinstimmend beob-
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achtet, dass VASP P-Ser239 die Aktivitat und Integritat des NO-cGMP-PKG I-
Signalweges zuverlassig widerspiegelt (Mulsch et al, 2001) (Schulz et al, 2002)
(Schafer et al, 2003). Letztlich wurde sogar der Gehalt von VASP P-Ser239
indirekt mit der NO-Bioverfugbarkeit in der GefalRwand gleich gesetzt (Oelze et al,
2000). Bei hohem oxidativen Stress, bei denudierten Gefallen oder auch bei
eNOS-Mangel, also bei pathologischen Zustanden, die zu einer stark verminderten
NO-Bioverfugbarkeit fihren, kam es zu einer starken Abnahme des VASP P-
Ser239. Wurden diese pathologischen Zustande aufgehoben, so erhohte sich
VASP P-Ser 239 signifikant.

4.3.3. VASP-Phosphorylierung an Serin 239 nach Zugabe von BAY 41-2272

Der Nachweis von VASP P-Ser239 nach BAY 41-2272-Zugabe wurde bisher nur
in Thrombozyten erbracht (Hobbs, 2003). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen,
dass BAY 41-2272 auch in humanen Venen zu einer verstarkten VASP-Phospho-
rylierung an Serin 239 fuhrt. Damit liegt nahe, dass VASP P-Ser239 auch in
Venen als Marker der Aktivitat der Proteinkinase G I benutzt werden kann. Zieht
man die oben genannten Arbeiten heran, so kdnnte man VASP P-Ser239 auch
benutzen, um einen Hinweis auf die NO-Bioverfugbarkeit und die Integritat des

sGC-cGMP-PKG I in Venen zu bekommen und sie zu Uberprifen.
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5. Endotheliale n Dysfunktion

Krankheiten wie Hypertonie, Diabetes mellitus, Herzinsuffizienz, Koronare Herz-
krankheit und Angina pectoris, sowie pathologische Zustande im Korper wie
Hypercholesterinamie und Arteriosklerose sind mit einer endothelialen Dysfunktion
assoziiert (Ruetten et al, 1999) (Kinlay, Ganz, 1997) (Guzik et al, 2000). Dieser
Terminus wird fur die Beeintrachtigung der endothelabhangigen Relaxation durch
den Verlust der NO-Bioaktivitat in der GefalRwand verwendet (Cai & Harrison,
2000). Allgemeiner formuliert kann man auch von einer Storung des NO-sGC-
cGMP-PKG I Signalweges sprechen, denn die NO-vermittelte Vasorelaxation kann
an unterschiedlichen Stellen beeintrachtigt sein. So kann es zu einer erniedrigten
NO-Bioverfugbarkeit durch die verminderte Expression der endothelialen NO-
Synthase kommen (Wilcox et al, 1997). Freie Radikale wie O," kdnnen zu einer
Verminderung von NO fuhren. In Tiermodellen mit Hypertonie, Diabetes mellitus,
Herzinsuffizienz und Hypercholesterinamie konnte mehrfach gezeigt werden, dass
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) generiert werden, die zu einer NO-Abnahme im
Gefaly fuhren (Cai, Harrison, 2000). In humanen Venen von Arteriosklerose-
patienten kam es zur Produktion von freien Radikalen mit Abnahme der NO-
Freisetzung und somit zur endothelialen Dysfunktion (Guzik et al, 2000). Bei einer
endothelialen Dysfunktion ist die Hamgruppe der sGC entfernt oder kann oxidiert
vorliegen. Sie ist somit unempfindlich gegentber der Aktivierung von NO (Stasch
et al, 2006). Die endotheliale Dysfunktion kann also durch unterschiedliche
Mechanismen ausgeldst werden.

Die Behandlung der Hypertonie, des Diabetes mellitus, der Herzinsuffizienz, der
Koronaren Herzkrankheit, der Angina pectoris und der Hypercholesterinamie
besteht aus mehreren Behandlungssaulen mit nicht-medikamentésen und medika-
mentdsen Malnahmen. Die Behandlung der Koronaren Herzkrankheit und der
Angina pectoris erfolgt regelmafig mit organischen Nitraten oder anderen Nitro-
vasodilatoren. Diese Therapie beinhaltet mehrere Probleme. Chronische Anwen-
dung ist mit einer Toleranzentwicklung assoziiert, die den Einsatz vieler Nitrate
limitiert. Zudem kdénnen Nitrate zum oxidativen Stress beitragen (Stasch et al,

2006) und somit die endotheliale Dysfunktion verstarken.

45



Endotheliale Dysfunktion

Alternative Therapeutika aktivieren die sGC ohne Toleranzentwicklung. Die vor-
liegende Untersuchung mit BAY 41-2272 an humanen Venen bietet zu den bereits
vorliegenden Daten zur Wirkung am arteriellen System einen ergéanzenden Beitrag
(Tab. 5). Dabei unterstitzt die vorliegende Untersuchung die Vorstellung, dass
BAY 41-2272 ein potenter Vasodilatator ist. Obwohl die Wirkung in denudierten
Venen abgemindert ist, erfolgt doch eine Relaxation um 33 %. BAY 41-2272
scheint damit potentiell einsetzbar bei Erkrankungen mit endothelialer Dysfunktion.
Es wird aber betont, dass die Wirkung von BAY 41-2272 bei Zustanden, in denen
die Hamgruppe der sGC oxidiert oder entfernt ist, z.B bei oxidativem Stress,
deutlich vermindert oder wie nach ODQ- Zugabe sogar aufgehoben ist. Man
konnte BAY 41-2272 daher einsetzen, um den Anteil der nicht oxidierten oder
hamfreien sGC zu stimulieren und sie wieder sensibler fir NO zu machen. Eine
Kombination mit organischen Nitraten ware auch denkbar, um die Vorlast- und
Nachlast-senkende Wirkung beider Stoffgruppen in Kombination in der Therapie
der Koronaren Herzkrankheit, der Angina pectoris oder der Hypertonie

anzuwenden.
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6. Zusammenfassung

Erkrankungen des Herzkreislaufsystems, vor allem die Koronare Herzkrankheit,
fuhren in den westlichen Industrieldndern nach wie vor die Todesursachenstatistik
an. Die konventionelle und seit Uber 140 Jahren etablierte Therapie mit organi-
schen Nitraten bietet neben allen ihren Vorzigen im Wirkungsprofil auch Neben-
wirkungen, wie die Entwicklung einer Nitrattoleranz oder des Nitratkopfschmerzes.
Mit der Entwicklung von BAY 41-2272, einem NO-unabhangigen und Ham-
abhangigen Stimulator der I6slichen Guanylatcyclase, wurde eine Substanz ent-
wickelt, die ein ahnliches hamodynamisches Profil wie organische Nitrate aufweist.
Es wurde als potentes Relaxans in intakten und denudierten arteriellen Gefallen
beschrieben.

Die vorliegende Arbeit sollte erstmalig die Hypothese prufen, ob BAY 41-2272
humane intakte und denudierte Venen zu dilatieren vermag. Zusatzlich sollte
gepruft werden, ob BAY 41-2272 in humaner Vene Uber die Aktivierung des NO-
sGC-cGMP-PKG I Signalweges wirkt.

6.1. Material und Methoden

Die Untersuchungen erfolgten an humanen Venen. Diese wurden in mit Krebs-
Henseleit Puffer beflllten, 37 °C warmen und mit Carbogen begasten Organ-
badern untersucht. Zunachst wurde die glattmuskulare Intaktheit mit 80 mM KCI
untersucht. Venen ohne kontraktile Antwort wurden verworfen. AnschlielRend
erfolgte der Kontraktionstest mit 1 yM PE. Die Venen, die sich kontrahierten
wurden im Anschluss mit 1 yM ACh auf die Intaktheit ihres Endothels Uberpruft.

Venen ohne eine dilatative Antwort auf ACh wurden ebenfalls verworfen.

Humane Venen wurden im Organbad kumulativen Dosiswirkungsversuchen mit
BAY 41-2272 unterzogen. Die Versuche erfolgten an intakten und denudierten
Venen. Zur Prifung, ob BAY 41-2272 tUber den NO-sGC-cGMP-PKG I Signalweg
an humanen Venen wirkt, wurden zusatzliche Dosiswirkungskurven nach ODQ-
Gabe erstellt. AuRerdem wurde VASP P-Ser239, ein Produkt der NO-sGC-cGMP-
PKG I-Signalkaskade, im Western Blot-Verfahren analysiert. Dazu wurde VASP P-
Ser 239 in nicht-inkubierten und mit BAY 41-2272 inkubierten Venen bestimmt und

das Verhaltnis der Phosphorylierung beider Gruppen miteinander verglichen.
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6.2. Ergebnisse

1.

6.3.

BAY 41-2272 dilatiert humane intakte Venen potent von 10" M bis 10> M
mit einer ECsp von 9,16 [-logM].

BAY 41-2272 dilatiert humane denudierte Venen von 107" M bis 10° M
signifikant schwacher mit einer ECso von 7,99 [-logM].

Die herabgesetzte vasodilatorische Potenz an isolierten denudierten
Venen limitiert teilweise die Anwendung bei Zustanden mit endothelialer
Dysfunktion.

BAY 41-2272 zeigte in den Versuchsreihen keine Toleranzentwicklung
oder Tachyphylaxie bezuglich seiner dilatativen Wirkung an humanen
Venen.

Die vollstandige Inhibierung der BAY 41-2272 Wirkung an humanen
Venen durch 10 uM ODQ deutet darauf hin, dass in der Vene keine
cGMP-unabhangigen Mechanismen von BAY 41-2272 zur Dilatation vor-
handen sind.

Die Inhibierung durch ODQ bestatigt die Annahme, dass BAY 41-2272 in
humaner Vene Uber eine Aktivierung der sGC wirkt.

Die quantitative Analyse von VASP P-Ser239 zeigt eine deutliche
Mehrphosphorylierung von 40 % bei den mit BAY 41-2272 inkubierten
Venen im Vergleich zu den Vehikel und erlaubt die Aussage, dass BAY
41-2272 Uber eine Aktivierung der NO-sGC-cGMP-PKG I-Signalkaskade
wirkt.

Die quantitative Analyse von VASP P-Ser239 konnte auch bei humanen
Venen verwendet werden, um einen Hinweis auf die NO-Bioverfugbarkeit
und die Integritat des sGC-cGMP-PKG I-Signalweges in Venen zu bekom-

men oder sie zu Uberprifen.

Schlussfolgerung

BAY 41-2272 ist ein potenter Dilatator humaner Venen. Die dilatative Potenz ist in

denudierten Venen vermindert und limitiert teilweise die Anwendung bei Zustan-
den mit endothelialer Dysfunktion. Die komplette Inhibierung der BAY 41-2272
Wirkung durch ODQ legt nahe, dass BAY 41-2272 an humanen Venen aus-
schlieBlich Uber den NO-sGC-cGMP-Signalweg wirkt.
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Die quantitative VASP- Ser239 Analyse konnte bei humanen Venen zum
Nachweis der NO-Bioverfugbarkeit und der Integritat des sGC-cGMP-PKG I[-
Signalweges verwendet werden.
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