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Fir meine Familie



Zusammenfassung

Die pulmonale arterielle Hypertonie ist definiert als pathologische Erhdhung des
pulmonalarteriellen Widerstandes, charakterisiert durch Vasokonstriktion, vaskulare
Proliferation und Remodelling. An der Pathogenese ist maBgeblich beteiligt das
Ungleichgewicht zwischen protektiven (Prostazykline, NO) und aggressiven
(Thromboxan, Endothelin) Faktoren. Die medikamentdse Therapie zielt darauf ab,
das Verhéltnis glnstig zu beeinflussen. Zur Verflgung stehen Endothelin-
Rezeptorantagonisten, Prostazyklinderivate und PDES5-Hemmstoffe.
Prostazyklinderivate wie lloprost entfalten ihre Wirkung Uber Bindung an den IP-
Rezeptor, hierdurch kommt es zur Aktivierung der Adenylatzyklase und zur Bildung
des second messengers cAMP. PDE5-Hemmer stabilisieren das intrazellulare
cGMP. Dies entsteht nach Aktivierung der I6slichen Guanylatzyklase (sGC) durch
NO. cAMP und cGMP vermitteln in der Folge vasodilatatorische Effekte, cCAMP
fuhrt weiterhin  zu antiproliferativen  Effekten. Ein relativ neuer und
vielversprechender Therapieansatz ist die NO-unabhangige Aktivierung der sGC,
2014 wurde das Riociguat zur Therapie der PAH zugelassen. In dieser Arbeit
wurde das Bay 41-2272 untersucht. Bei der Therapie mit lloprost werden bei
Langzeitanwendung stetig héhere Dosierungen notwendig, um den gewilnschten
Effekt zu vermitteln. Dies ist einer Desensibilisierung des IP-R zuzuordnen. In
dieser Arbeit wurde untersucht, in welchem Maf3 die lloprostdosis und die Dauer
der Anwendung Einfluss auf die Desensibilisierung haben. Hierflir wurden Zellen
Uber verschieden lange Zeitrdume mit ansteigenden Dosierungen des lloprost
stimuliert, die cAMP-Messung erfolgte nach erneuter Stimulation. Es wurde
gezeigt, dass die Minderantwort auf erneute Stimulation maBgeblich von der Dauer
und der Dosis abhéangig ist. Bei Stimulation von Zellen mit Bay 41-2272 kommt es
durch Aktivierung der sGC zu erhdéhten cGMP-Spiegeln. Es ist zuvor schon
beschrieben worden, dass cGMP ein Hemmstoff der PDES3 ist, welche das cAMP
hydrolisiert. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Bay 41-2272 durch Aktivierung
der sGC und erhdhtes cGMP auch das cAMP zu erhéhen vermag. Hierflir wurde
zunachst mittels RT-PCR und Western blot nachgewiesen, dass die untersuchten
humanen pulmonalen Fibroblasten und glatten Muskelzellen die PDE3 Uberhaupt
exprimieren. In der Folge wurde durch Western-blot-Analyse des VASP-Proteins
gezeigt, dass sobald cGMP vermehrt gebildet wurde, auch der cAMP-Spiegel
erhéht war. Durch direkte cAMP-Messungen konnte demonstriert werden, dass
Bay 41-2272 sowohl den basalen, als auch den lloprost-induzierten intrazellularen
cAMP-Gehalt zu erhéhen in der Lage war. Es sollte weiterhin untersucht werden,
ob diese erhéhten cAMP-Spiegel sich auch in vermehrter Aktivitat der
nachgeschalteten Signalkaskaden ausdrlickte. Hierfir wurde zum einen eine
Aktivitdtsmessung der PKA durchgeflhrt, diese zeigte sich signifikant erhéht nach
Stimulation durch Bay 41-2272. Weiterhin wurde der antiproliferative Effekt des Bay
41-2272 untersucht. Hierfiir wurde der Einbau von [*H]-markiertem Thymidin in
Anwesenheit der Substanz gemessen. lloprost und Bay 41-2272 waren beide in
der Lage, den Einbau des Thymidins signifikant zu senken, auch hier konnte ein
additiver Effekt des Bay 41-2272 zur Wirkung des lloprost gezeigt werden. Im
weiteren Verlauf wurde durch Versuche mit dem PKG-Inhibitor DT2, dem PKA-
Hemmstoff PKln,,,, dem PKA-spezifischen cAMP-Analogon dbcAMP und dem
Epac-spezifischen cAMP-Analogon 8-pCTP demonstriert, dass die antiproliferative
Wirkung eindeutig erhéhten cAMP-Spiegeln zuzuordnen ist und Gber die cAMP-
Epac-Kaskade vermittelt wird. sGC-Aktivatoren stellen daher eine neue Méglichkeit
in der Behandlung der PAH dar. In Kombination mit lloprost kénnte es ggf. einer
Desensibilisierung des IP-R entgegenwirken, da bei Kombination durch die
Erhéhung des cAMP durch Bay 41-2272 geringere lloprost-Dosierungen notwendig
sein kdnnten.
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1. Einleitung

1.1 Pulmonale Hypertonie

Die pulmonale arterielle Hypertonie (PAH) ist definiert als eine chronische
Erhéhung des pulmonararteriellen Mitteldrucks auf mehr als 25 mmHg in Ruhe
verglichen mit 14 + 3 mmHg als Normalwert [Gayat et al., 2011].

Die PAH stellt eine lebensgefahrliche Erkrankung der kleinen Pulmonararterien
bzw. WiderstandsgefaBe dar, charakterisiert durch Vasokonstriktion, vaskulare
Proliferation und Remodelling [Morrell et al., 2009; Tuder et al., 2009]. Auch das
Vorkommen von Thrombosen im pulmonalen System begtinstigt die Entstehung
einer PAH [Eddahibi et al., 2002]. Die Proliferation und die Produktion von
Extrazellularmatrix von vaskularen, glatten Muskelzellen und Fibroblasten
tragen mafBgeblich zum Prozess des Remodelling bei und fihren zu
Obstruktion, dadurch zu erhéhtem pulmonarvaskularem Widerstand und
letztendlich zu Rechtsherzinsuffizienz bzw. —versagen und zum Tode [Rubin et
al., 2007].

Die Einteilung der PAH erfolgt nach der Dana Point Classification (Abb. 1.1) [in
Galie et al., 2009], die im Jahre 2008 auf dem 4th World Symposium on PAH
beschlossen wurde. Diese |6ste die Venedig Classification von 2003 ab. Die
Klassifizierung wurde wahrend des 5th World Symposium on PAH 2013 nur
gering modifiziert [Simonneau et al., 2013]. Sie richtet sich nach der
Pathogenese der Erkrankung. Primdre Formen sind die idiopathische und die
familiare PAH (IPAH und FPAH), alle anderen Formen sind sekundar.



Dana Point Klassifikation der pulmonalen Hypertonie (2008)

1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)

1.1 Idiopathisch

1.2 Familiar
1.2.1. BMPR2
1.2.2. ALK1, Endoglin (mit oder ohne hereditarer hdmorrhagischer Teleangiektasie )
1.2.3. unbekannt

1.3 Medikamenten- und Toxininduziert

1.4 Assoziierte PAH (APAH) bei
1.4.1 Kollagenosen
1.4.2 HIV
1.4.3 Portale Hypertonie
1.4.4 Kongenitale Herzkrankheiten
1.4.5 Bilharziose
1.4.6 Chronisch hamolytische Anamie
1.5 Persistierende pulmonalarterielle Hypertonie des Neugeborenen

1‘. pulmonale venookklusive Erkrankung und/oder pulmonal kapilldre Himangiomatose (PCH)

2. Pulmonale Hypertonie bei Erkrankungen des linken Herzens
2.1 Systolische Dysfunktion
2.2 Diastolische Dysfunktion
2.3 Herzklappenerkrankungen (Mitral- oder Aortenklappenfehler)

3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankung und/oder Hypoxie
3.1COPD
3.2 Interstitielle Lungenerkrankung
3.3 andere restriktiv und obstruktiv gemischte pulmonale Erkrankungen
3.4 Schlafapnoe-Syndrom
3.5 Alveolarer Hypoventilation
3.6 Chronische Héhenkrankheit
3.7 Anlagebedingte Fehlbildungen

4. Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer Thrombembolien

5. Pulmonale Hypertonie mit unklaren u./o. multifaktoriellen Mechanismen
5.1 H&matologische Erkrankungen: Myeloproliferative Erkrankungen, Splenektomie

5.2 Systemische Erkrankungen: Sarkoidose, pulmonare Langerhanszellenhistiozytose,
Lymphangioleiomyomatose, Neurofibromatose, Vaskulitis

5.3 Metabolische Erkrankungen: Glykogenspeicherkrankheit, Morbus Gaucher,
Schilddrisenerkrankungen

5.4 Andere: Obstruktion durch Tumore, fibrosierende Mediastinitis, chronischer
Nierenausfall mit Dialyse

Abb. 1.1: Einteilung der pulmonalen Hypertonie nach der Dana Point
Klassifikation aus 2008.

An der Pathogenese der idiopathischen PAH, die als eher selten gilt und deren
Inzidenz in der europaischen Bevdlkerung mit 2,4 Fallen/1.000.000
Einwohner/Jahr angegeben wird [Humbert et al., 2006], sind verschiedene
Faktoren beteiligt (Abb. 1.2). Als besonders wichtig gilt das Ungleichgewicht
zwischen protektiven und aggressiven Faktoren. So fihrt sowohl eine

herabgesetzte Synthese der natlrlichen pulmonalen Vasodilatatoren




Prostazyklin und Stickstoffmonoxid (NO), als auch eine Uberexpression der
Vasokonstriktoren Endothelin und Thromboxan zu Vasokonstriktion und
vaskularer Proliferation der pulmonararteriellen GefaBe [Tuder et al., 2009].
Insbesondere das Ungleichgewicht zwischen Prostazyklin und Thromboxan ist
von Bedeutung. Des Weiteren scheinen genetische Faktoren zur Entstehung
einer PAH zu préadisponieren. Diskutiert werden Mutationen des Bone-
morphogenic-protein-Rezeptors 2 (BMPR2) [Cogan et al.,, 2005] und der
Activin-receptor-like-Kinase 1 (ALK1) [Elliott, 2005; Trembath et al., 2001] sowie
die Polymorphismen des Promotors des Serotonin-Transporters (SERT)
[Eddahibi et al., 2002]). Die PAH kann als sekundare Form auch auftreten in
Folge verschiedener Erkrankungen, insbesondere des Herzens und der Lunge
[Eddahibi et al., 2002].

Die pharmakologischen Therapieoptionen zur Behandlung der PAH verfolgen
das Ziel, das Gleichgewicht zwischen vasokonstriktiven und vasorelaxierenden
Faktoren glnstig zu beeinflussen. Als Mdglichkeiten stehen hier Endothelin-
Rezeptorantagonisten (Bosentan), Prostazyklinderivate (lloprost, Beraprost,
Epoprostenol) und Inhibitoren der cGMP-spezifischen Phosphodiesterase
(PDE) 5 (Sildenafil) zur Verfigung [Humbert et al., 2004; Benedict et al., 2007;
Ghofrani et al., 2009]. Trotz dieses medikamentésen Regimes erfahrt ein
groBer Teil der behandelten Patienten keine oder nur geringe Besserung der
Symptome. Daher steht die Kombination von Wirkstoffen mit verschiedenen
Angriffspunkten zur Optimierung der Therapie in einigen Studien zur Diskussion
[Simonneau et al., 2008; Voswinckel et al., 2008; Barst et al., 2009; Galie et al.,
2009].
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Abb. 1.2: Pathogenese der pulmonalen Hypertonie: Involvierte Signalkaskaden
und Angriffspunkte fiir pharmakologische Einflussnahme [modifiziert nach
Dumitrescu et al., 2007].

Ein neuerer, vielversprechender Therapieansatz besteht in der direkten
pharmakologischen, NO-unabhangigen Aktivierung der l6slichen
Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase, sGc) und der damit
einhergehenden Erhdhung des intrazellularen cGMP [Stasch et al., 2002, 2009;
Evgenov et al., 2006]. In Nordamerika, Japan und inzwischen auch in Europa
ist der sGc-Aktivator Riociguat fur die Therapie der PAH und der chronisch-
thromboembolischen pulmonalen Therapie (CTEPH, siehe auch Abb 1.1)

zugelassen.

Auf die genannten Therapieoptionen wird im Folgenden genauer eingegangen.
Unbehandelt wirde die PAH etwa 2,8 Jahre nach Diagnosestellung zum Tode
fihren [D’Alonzo et al., 1991].




1.2 Prostazyklin und dessen Analoga

Prostazyklin ist das am haufigsten gebildete Prostanoid (Abb. 1.3), es entsteht
in den Endothelzellen [Blanco-Rivero et al., 2005]. Es handelt sich um ein
Derivat der Arachidonsdure. Die Arachidonsdure ist Bestandteil der
Membranphospholipide. Unter Einwirkung des Enzyms Phospholipase A, wird
sie aus der Membran freigesetzt und durch die Cyclooxygenase (zwei
Unterformen: COX;, COX. [Otto et al.,, 1995]) Uber die Zwischenstufe
Prostaglandin G, zu Prostaglandin H, (PGH, metabolisiert. PGH, ist die
Ausgangssubstanz aller Prostaglandine. Durch verschiedene Enzyme enstehen
hieraus die verschiedenen Prostaglandine, ebenfalls das dem Prostazyklin
funktionell gegenlberstehende Thromboxan A,. Prostazyklin wird mit Hilfe des
Enzyms Prostazyklin (PGly)-Synthase hauptséchlich in Endothelzellen gebildet
wird, Thromboxan ist in den Thrombozyten das am haufigsten gebildete

Prostaglandin [Tan et al., 2011].

‘ PhOSphthlde PLA2: Phospholipase A2

COX1: Cyclooxygenase 1

COX2: Cyclooxygenase 2
PGI-Syn: Prostazyklinsynthase

[

Arachidonséaure

L]

Prostazyklin

Prostaglandin G2
(PGG 2)

Thromboxan A2

[l
:

Prostaglandin H2
(PGH 2)

PGD2, PGE2, PGF2a

Abbildung 1.3: Biosynthese des Prostazyklin und der (brigen Prostaglandine




Prostazyklin ruft verschiedene Wirkungen hervor. So konnte eine relaxierende
Wirkung auf die GefaBmuskulatur [Moncada et al., 1976] und eine
thrombozytenaggregationshemmende Wirkung [Weiss et al., 1979] gezeigt
werden. Weiterhin wird die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen inhibiert
[Sinzinger et al., 1987] und Entzindungsprozesse beeinflusst [Schrér et al.,
1997]. Aufgrund dieser Eigenschaften zeigt Prostazyklin gute Effekte bezogen
auf die Pathogenese der pulmonalen Hypertonie. Das ebenfalls aus PGH>
entstehende Thromboxan Az kann als funktioneller Antagonist zu Prostazyklin
gesehen werden. Seine Hauptwirkungen bestehen in der Vasokonstriktion und
der Thrombozytenaggregation.

Es konnten verschiedene Mimetika des Prostazyklin synthetisiert werden, dazu
zahlen beispielsweise lloprost, Epoprostenol, Treprostinil und Beraprost. Die
verschiedenen Prdparate kdnnen parenteral (intravends: Epoprostenol;
subkutan: Treprostinil), inhalativ (lloprost) oder oral (Beraprost) dargereicht
werden.

Vorteile der Analoga bestehen in der verlangerten Halbwertszeit, man spricht
auch von stabilen Analoga. Prostazyklin weist eine Halbwertszeit von etwa 3-5
Minuten auf, bevor es in eine biologisch inaktive Form hydrolisiert wird [Negishi
et al., 1993]. Die Halbwertszeit des lloprost betragt 20-30 Minuten [Skuballa et
al., 1987].

Flr das Prostazyklin-Analogon lloprost konnten in diversen Studien gute Effekte
auf die Symptome und die messbaren Parameter bei Patienten mit PAH
nachgewiesen werden, die Gehstrecke im 6-Minuten-Gehtest war unter lloprost
verlangert, die Herzfunktion war verbessert und der pulmonalvaskuldre
Widerstand konnte reduziert werden [Hoeper et al., 2000; Olschewski et al.,
2000; He et al., 2010]. Eine Senkung des pulmonalarteriellen Drucks konnte
durch lloprost ebenfalls beobachtet werden [Olschewski et al., 2002]. Aufgrund
der Applikation als Aerosol ist das Nebenwirkungsspekirum (Kopfschmerzen,
gastrointestinale Symptome, Ubelkeit, Gesichtsrétung, Hypotonie) nicht so
ausgepragt wie bei systemisch applizierten Prostazyklinen [Ewert et al., 2009].
lloprost ist ein potenter pulmonaler Vasodilatator, wirkt
thrombozytenaggregationshemmend und hemmt den abnormen Remodelling-
Prozess bei Patienten mit PAH [Olschewski et al., 1996; Vane et al., 1995;



Schermuly et al., 2005]. Die profitable Wirkung bei Patienten wéhrend einer
Langzeitanwendung konnte in diversen Studien gesichert werden [Hoeper et
al., 2000; Olschewski et al., 1999, 2000, 2002].

1.3 Der Prostazyklin-Rezeptor (IP-Rezeptor)

Prostazyklin sowie dessen Analoga wie lloprost entfalten ihre Wirkung Uber
Bindung an den Prostazyklin-Rezeptor (IP-Rezeptor, IP-R) [Vane et al., 1995].

IP-R gehért zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und ist
funktionell verbunden mit der Adenylatzyklase [Boie et al., 1994; Coleman et al.,
1994; Namba et al., 1994]. Der Rezeptor besteht aus sieben die Zellmembran
durchziehenden Proteinschleifen (Transmembrandoméanen), zwischen denen
sich jeweils drei intra- und drei extrazelluldre Proteinschleifen ausbilden (Abb.
1.4). Hierbei bilden die extrazelluldren Proteinschleifen den Hormonrezeptor
[Narumiya 1999]. Auf der intrazellularen Seite befindet sich der fir die
Wechselwirkung mit dem Guanosintriphosphat- (GTP) bindenden G-Protein
verantwortliche Rezeptorteil. Das G-Protein bestehet aus drei Untereinheiten

(alpha-, beta- und gamma-Untereinheit).

extrazell. Domanen

transmembr. Doméanen

C intrazell. Domanen

Abbildung 1.4: Der IP-Rezeptor (schematische Darstellung)




Nach Bindung eines Liganden an den Rezeptor kommt es zu einer Freisetzung
von gebundenem Guanosindiphosphat (GDP), Wiederanlagerung von GTP und
einer Abdissoziation der alpha-Untereinheit von den anderen Untereinheiten
[Gilman et al., 1987]. Der Komplex aus alpha-Untereinheit und GTP aktiviert in
der Folge die Adenylatzyklase (Abb. 1.5).

ANANANA
U &
& g
|

Adenylatcyclase

ATP cAMP

Abbildung 1.5: Signaltransduktion am IP-Rezeptor (schematische Darstellung)

Die Bindung eines Agonisten an IP-R fuhrt somit Uber Aktivierung der
Adenylatzyklase zu einer Erhéhung des intrazelluldren zyklischen Adenosin-
3’,5’-Monophosphat (cAMP) [Wise at al., 1996]. cAMP dient als second
messenger und aktiviert verschiedene Kaskaden wie die Proteinkinase A
(PKA), wodurch eine vaskulare Relaxation induziert wird [Weber et al., 1998],
oder das exchange protein directly activated by cAMP (Epac) [de Rooij et al.,
1998; Kawasaki et al., 1998]. Eine Inhibition der zelluldren Proliferation ist




sowohl fur erhéhte Aktivitdt von PKA [Koyama et al., 2001] als auch von Epac
[Haag et al., 2008] beobachtet worden.

Die zellularen Wirkungen der Ligandenbindung an IP-R werden jedoch nicht nur
Uber die oben dargestellte Signalkaskade bedingt. So konnte gezeigt werden,
dass IP-R zu einer Offnung von Kalium-Kanélen in der Zellmembran fiihrt. Der
dadurch bedingte Ausstrom von Kalium aus der Zelle fihrt zur
Hyperpolarisation und resultiert in einem verminderten Kalziumeinstrom.
Hieraus resultiert eine gefaBrelaxierender Effekt [Siegel et al., 1991, 1992;
Kapural et al., 1997].

1.4 Die Desensibilisierung des IP-Rezeptors durch repetitive
Agonistenstimulation

Bei der Langzeitapplikation von lloprost bei Patienten mit PAH konnte eine
Toleranzentwicklung gegentber dem Wirkstoff beobachtet werden. Aufgrund
einer Minderantwort beziglich Vasodilatation bei repetitiver Stimulation werden
stetig ansteigende Dosierungen nétig, um die gewlnschten Effekte zu erzielen
[Barst et al., 1996; McLaughlin et al., 1998]. In einer experimentellen Studie bei
Patienten mit COPD konnte demonstriert werden, dass die vasodilatatorische
Antwort auf kontinuierliche Stimulation mit Prostazyklin innerhalb von 24
Stunden signifikant herabgesetzt war [Archer et a., 1996]. Zucker et al. [1998]
konnte demonstrieren, dass die antimitotischen Wirkungen des Prostazyklins in
koronaren arteriellen Muskelzellen nach 24 Stunden stark vermindert waren.
Die Minderantwort bei Langzeitanwendung geht zurick auf eine
Desensibilisierung des IP-R. Es kommt durch repetitive Agonistenbindung zu
einer Phosphorylierung — hauptsachlich durch PKC — und anschlieBender
Sequestration und Beseitigung des Rezeptors von der Zelloberflache [Smyth et
al., 1996, 2000; Nilius et al., 2000]. Die Langzeitapplikation von lloprost bewirkt
keine Anderung der Aktivitit der Adenylatzyklase oder Phosphodiesterase
[Schermuly et al., 2007].



1.5 Stickstoffmonoxid:

Stickstoffmonoxid (NO) wird im menschlichen Organismus aus Endothelzellen
freigesetzt [Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987a]. Die endogene Produktion
des NO erfolgt durch die sogenannten NO-Synthasen (NOS). Sie sind
Katalysatoren der Reaktion von reduziertem Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADPH), L-Arginin und molekularem Sauerstoff zu NO und L-
Citrullin (Abb. 1.2) [Hevel et al., 1991; Knowles und Moncada, 1994]. Von den
NOS sind drei verschiedene Typen bekannt: die neuronale NOS (nNOS, Typ ),
die induzierbare NOS (iNOS, Typ Il) und die endotheliale NOS (eNOS, Typ )
[Nathan und Xie, 1994].

Vor der Erkenntnis, dass es sich bei dem freigesetzten Molekil um NO handelt,
wurde es aufgrund seiner vasodilatatorischen Effekte als endothelium-derived
relaxing factor (EDRF) bezeichnet [Furchgott et al., 1980] Im vaskularen
System reguliert NO den GefaBtonus (Vasodilatation), die Organdurchblutung
und Thrombozytenaggragationshemmung. Weiterhin konnte fir endotheliales
NO ein Schutz der GeféaBwand vor atherosklerotischen Veranderungen und
somit der endothelialen Dysfunktion demonstriert werden [Cai und Harrison,
2000; Lucas et al., 2000].

Eine reduzierte Bioverfligbarkeit von sowie ein vermindertes Antwortverhalten
auf NO sind an der Entwicklung kardiovaskularer, pulmonaler, endothelialer,
hepatischer und renaler Erkrankungen sowie erektiler Dysfunktion beteiligt
[Evgenov et al., 2006]. Die biologische Halbwertzeit des NO wird nur mit
wenigen Sekunden angegeben [Wennmalm et al., 1993].

Auf Grund der dargestellten Eigenschaften wird NO schon seit vielen Jahren
therapeutisch genutzt, beispielsweise setzt das haufig verwendete Nitroglycerin,
welches zur Behandlung hypertensiver Entgleisungen verwendet wird, nach

enzymatischer Metabolisierung NO frei.
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1.6 Die I6sliche Guanylatzyklase:

Die loésliche Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase, sGc) vermittelt die
Effekte des NO. Sie ist ein wichtiger Bestandteil der Regulation diverser
physiologischer Prozesse. Hierzu gehdren die
Thrombozytenaggregationshemmung (Buechler et al., 1994), Vasodilatation
(Warner et al, 1994), die neuronale Signaltransduktion sowie die
Immunmodulation (Collier et al.,, 1989; Jaffrey et al., 1995). Sie liegt
typischerweise vor als Heterodimer, welches sich aus einer a- und einer (-
Untereinheit zusammensetzt. Fir die humane sGc konnten die Untereinheiten
al, a2, B1 und B2 identifiziert werden [Denninger et al., 1999; Koesling et al.,
1999; Mayer et al., 2001; Zabel et al., 1998]. Innerhalb der sGc existieren drei
unterschiedliche Doméanen: die N-terminale Hambindungsdoméne, an dessen
Eisen das NO binden kann, die Dimerisierungsdoméane und die C-terminale
katalytische Doméane, an der die Umsetzung von Guanosintriphosphat (GTP) zu
zyklischem Guanosin 3’,5’-Monophosphat (cGMP) stattfindet [Wedel et al.,
1995; Pellicena et al., 2004]. NO kann nur dann die sGC aktivieren, wenn die
Hamgruppe in reduzierter Form vorliegt. Die Oxidation des zentralen
Eisenatoms der Hamgruppe bzw. die Entfernung des Hams haben zur Folge,
dass NO die sGC nahezu nicht mehr zu aktivieren in der Lage ist [Ignarro et al.,
1986; Foerster et al., 1996].

Eine Aktivierung der sGc fuhrt somit zu einem Anstieg des intrazellularen
second messengers cGMP (Abb. 1.6). Die zellularen Effekte des cGMP werden
hauptsachlich durch drei verschiedene Effektoren vermittelt. Dies sind cGMP-
abhangige Proteinkinasen, cGMP-abhdngige lonenkanale und cGMP-regulierte
Phosphodiesterasen [Hofmann et al., 2006; Beavo et al., 1995]. Die wichtigste
Kaskade, die hierdurch aktiviert wird, stellt die Proteinkinase G (PKG) dar
[Lucas et al., 2000].
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Abbildung 1.6: Der NO-sGc-cGMP-Signalweg (schematische Darstellung)

1.7 Aktivatoren und Stimulatoren der sGc:

Ein neuerer, vielversprechender pharmakologischer Ansatz bei PAH stellt die
direkte Aktivierung der sGC in Abwesenheit von NO dar. Die direkte, NO-
unabhangige Stimulation der sGc fihrt ebenfalls zu einer Erhéhung des
intrazellularen cGMP, welches in in pulmonalen Geweben vasodilatatorische
Effekte vermittelt (Abb. 1.6) [Stasch et al., 2002; Evgenov et al., 2006].

1994 begann die Bayer AG in Wuppertal die Suche nach Substanzen, die die
Synthese von cGMP stimulieren sollten. Es wurden etwa 20000 Substanzen
getestet, schlieBlich wurden 5-substituierte-2-Furaldehyd-Hydrazon-Derivate
entdeckt, diese stimulierten die sGC unabhangig von NO. Es zeigte sich
weiterhin eine Wirkungsverstarkung der Substanzklasse unter dem Einfluss von

Tageslicht, eine eher unvorteilhafte Eigenschaft eines Herz-Kreislauf-
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Medikaments. Ebenfalls 1994 wurde das Indazolderivat YC-1 beschrieben, das
eine strukturelle Ahnlichkeit zu der Bayer-Substanzklasse aufweist und durch
Erhéhung des cGMP-Spiegels eine Thrombozytenaggregationshemmung
bewirkt [Ko et al., 1994]. Bei der weiteren Charakterisierung konnte YC-1 als
NO-unabhangiger, jedoch Ham-abhangiger Stimulator der sGC identifiziert
werden [Wu et al., 1995; Friebe et al., 1996]. Es zeigte sich jedoch, dass die
Wirkstarke des YC-1 eher gering ist und es weiterhin zu einer unspezifischen
Inhibition von Phosphodiesterasen (PDEs) flhrt [Galle et al., 1999]. So wurden
ausgehend von YC-1 als Leitsubstanz Substanzen mit gréBerer Wirkstarke und
ohne PDE-Inhibition gesucht. Dies flhrte zu der Entdeckung der der
Pyrazolopyridin-Derivate Bay 41-2272 und Bay 41-8543, welche die sGC in
einem NO-unabhdngigem, jedoch Ham-abhangigem Mechanismus zu
stimulieren vermdgen [Stasch et al., 2001; Straub et al., 2001]. Sie bilden mit
YC-1, sowie den spater identifizierten Substanzen CMF-1571 und A-350619 die
Klasse der sGC-Stimulatoren [Evgenov et al., 2006]. Gemeinsame
Charakteristika sind die NO-unabhangige und selektive Aktivierung der
hamhaltigen sGC [Garthwaite et al., 1995; Foérster et al., 1996]. In Kombination
mit NO zeigen die sGC-Stimulatoren einen synergistischen Effekt [Schmidt et
al., 2004]. Aus Bay 41-2272 und Bay 41-8543 wurde zur Verbesserung des
pharmakologischen und pharmakokinetischen Profils der sGC-Stimulator Bay
63-2521 (Riociguat) entdeckt. Riociguat konnte in klinischen Studien bei
Patienten mit PAH (PATENT-1) sowie chronisch-thromboembolischer
pulmonaler Hypertonie (CTEPH, CHEST-1) die 6-Minuten-Gehstrecke
verlangern und den pulmonalen GefaBwiderstand verbessern [Evgenov et al.,
2006; Frey et al., 2008; Grimminger et al., 2009; Ghofrani et al., 2013; Archer et
al., 2013]. Nach Zulassungen in Kanada, den USA und Japan wurde Riociguat
2014 auch in Europa zur Behandlung der PAH und CTEPH zugelassen.

Von den sGC-Stimulatoren wird die Substanzklasse der sGC-Aktivatoren
unterschieden. Gemeinsame Charakteristika dieser Substanzklasse sind, dass
sie in Kombination mit NO lediglich einen additiven Effekt auf die
Enzymaktivierung austben. Weiterhin ist die Aktivierung des oxidierten oder
hamfreien Enzyms deutlich starker verglichen zum hamhaltigen Enzym [Stasch
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et al., 2006]. Als wirkstarkster sGC-Aktivator wurde die Substanz Bay 58-2667
identifiziert.

In dieser Arbeit wurde der sGC-Stimulator Bay 41-2272 untersucht. Die
Substanz Bay 41-2272 vermittelt durch Aktivierung der sGc systemische und
pulmonal-vasodilatatorische Wirkungen und konnte in experimentellen Modellen
eine Besserung der PAH bewirken [Dumitrascu et al, 2006; Thorsten et al.,
2010], weiterhin konnten positive Effekte in Bezug auf Hypertonie und
Herzversagen demonstriert werden. So konnte demonstriert werden, dass Bay
41-2272 einem Bludruckanstieg sowie einer Zunahme des Herzgewichtes bei
Ratten, denen zuvor durch Gabe von Angiotensin Il eine Hypertension induziert
wurde, entgegenwirken konnte [Masuyama et al., 2006]. Auch antiproliferative
Wirkungen auf glatte Muskelzellen und eine Inhibition der Plattchenaggregation
konnten flr das Bay 41-2272 nachgewiesen werden [Stasch et al., 2001;
Bawankule et al., 2005; Hobbs et al., 2003; Wu et al., 2004]. So vermochte es
in einem experimentellen Ansatz bei neugeborenen Ratten wahrend
chronischer Hypoxie das pulmonarvaskulare Remodelling zu vermindern
[Deruelle et al., 2006]. Auch in glatten Muskelzellen konnte ein
wachstumshemmendes Potenzial der Substanz nachgewiesen werden
[Mendelev et al., 2009; Joshi et al., 2011].

1.8 Phosphodiesterasen:

Phosphodiesterasen (PDE) sind Enzyme, welche die second messenger von
Prostazyklin und NO — cAMP und cGMP — durch Hydrolisierung inaktivieren
und damit ihre Wirkungen unterbinden [Manganiello et al., 1995; Torphy et al.,
1998; Conti et al., 2007].

Verschiedene Familien mit weiteren Unterformen der PDE konnten identifiziert
werden [Conti et al., 2007], die in jeweils verschiedenen Geweben exprimiert
werden. Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal ist die Fahigkeit, cCAMP, cGMP
oder beide zu metabolisieren, weiterhin ist die Sensitivitdt gegenlber selektiven
Inhibitoren von Bedeutung [Manganiello et al., 1999; Beavo et al, 1995].
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In dieser Arbeit sind die PDE3, PDE4 und PDES5 von Bedeutung. Die PDES ist
in der Lage, sowohl cAMP, als auch cGMP zu hydrolisieren, PDE4 ist cAMP-
spezifisch und PDES5 ist cGMP-spezifisch [Manganiello et al., 1995; Beavo et
al., 1995; Conti, 2000; Maurice et al., 2003]. Es existieren verschiedene
Inhibitoren der PDEs, die aufgrund ihrer Spezifitdt gegentiber den einzelnen
Isoformen  von  pharmakologischer Relevanz  sind. Zur  weiteren
Veranschaulichung werden die wichtigsten Unterschiede der PDE3, PDE4 und
PDES5 in der folgenden Tabelle kurz dargestellt (Abb. 1.7).

Klasse Substrat Isoformen Gewebe Inhibition
(Beispiel)
PDE3 cAMP 4 Herz, Lunge, Leber, cGMP,
GMP Thrombozyten, Quazinone,
Fettgewebe, Cilostamid,
Leukozyten Milrinon
PDE4 cAMP 20 Hoden, Niere, Hirn, Rolipram,
Leber, Lunge, Roflumilast
Leukozyten
FDES cGMP 3 Gehirn, Lunge, Sildenafil,
Thrombozyten, glatte | \/ardenafil
GefaB-muskulatur,
Viszeralmuskulatur,
Niere

Abb. 1.7: Eigenschaften der verschiedenen Phosphodiesterasen [Beavo et
al.,1995; Torphy et al., 1998; Fawcett et al. 2000; Boswell-Smith et al., 2006]

In der Therapie der PAH haben selektive Hemmstoffe der PDE5 wie Sildenafil
einen groBen Stellenwert inne [Humbert et al., 2004]. Sildenafil hemmt die
Aktivitat der PDES und bewirkt so erhéhte Spiegel des cGMP. Diverse Studien
demonstrieren die Vorteile einer PDE5-Hemmung bei PAH [Wilkins et al., 2008;
Jin et al., 2010].

Das intrazellulare cAMP wird hauptséchlich durch PDE3 und PDE4 hydrolisiert.
Wahrend PDE4 cAMP-spezifisch ist, vermag PDES3 ebenfalls cGMP zu
metabolisieren. PDE4 kann durch Rolipram, PDE3 durch Quazinone selektiv
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gehemmt werden. Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass
durch Hemmung der PDE3 eine Senkung des pulmonararteriellen Drucks und
pulmonararteriellen Widerstands im Tiermodell der PAH erzielt werden konnte
[Matot et al., 2004; Dony et al. 2008]. Weiterhin wurde die Potenzierng der
Effekte des Prostazyklin auf das vaskulare Remodelling [Phillips et al., 2005]
und die Verstarkung der vasodilatatorischen Effekte durch inhaliertes lloprost
[Schermuly et al., 2000; 2005] durch Hemmung der PDE3 demonstriert.

Einen weitereren interessanten Gesichtspunkt stellt die Erkenntnis dar, dass
PDE3 ebenfalls durch cGMP inhibiert wird [Osinski et al., 2001]. So konnte
nachgewiesen werden, dass der PDE5-Inhibitor Sildenafil und NO-Donatoren
durch Erhéhung des cAMP via cGMP-abhangiger Hemmung der PDES3
antimitogene Effekte in vaskularen, glatten Muskelzellen induziert [Cornwell et
al. 1994; Osinski et al. 2001].

Es ist nicht untersucht worden, ob andere cGMP-hebende Wirkstoffe wie NO-
unabhangige Aktivatoren der sGc ebenfalls den intrazellularen cAMP-Gehalt zu

erhéhen vermdgen.

1.9 Ziele der Arbeit

Die oben beschriebene Desensibilisierung des IP-R (siehe 1.4) wurde in dieser
Arbeit genauer untersucht. Anhand von Desensibilisierungskinetiken sollte
herausgestellt werden, ob und in welchem MaBe die Dauer der Applikation und
die Dosierung des lloprost wahrend der Langzeitapplikation die
Desensibilisierung in  humanen pulmonalen glatten Muskelzellen und

Fibroblasten beeinflussen.

Weiterhin sollte untersucht werden, inwiefern der Stimulator der sGc Bay 41-
2272 via Hemmung der PDES3 durch erhdhtes cGMP das basale und lloprost-
stimulierte cAMP anzuheben vermag (Abb 1.8). Als Voraussetzung musste
hierflr zunachst der Nachweis erbracht werden, dass die untersuchten Zellen
PDES exprimieren.

16



Zuletzt sollte demonstriert werden, ob Bay 41-2272 Wirkungen Uber cAMP-
spezifische Signalkaskaden vermittelt. Hierfir wurde die DNA-Synthese mittels
Einbau von [*H]-markiertem Tritum unter dem Einfluss von Bay 41-2272

bestimmt.

lloprost

1

IP-R

J

PDE3

AMP Bay 41-2272

<— sGﬂC “— NO

Abb. 1.8: Mébgliche Erhéhung des cAMP-Spiegels durch den sGc-Stimulator
Bay 41-2272 [nach Osinski et al., 2001]
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2. Material und Methoden

2.1 Material:

Die humanen pulmonalen Fibroblasten (HPF) und die humanen pulmonalen
glatten Muskelzellen (HPSMC) sowie samtliches Zellmedium wurden von
Promocell (Heidelberg, Germany) erworben.

lloprost wurde freundlicherweise bereitgestellt von Bayer-Schering (Berlin,
Germany).

Bay 41-2272 wurde zur Verflgung gestellt von Dr. Stasch (Bayer health care,
Wuppertal, Germany).

Das TRIlzol stammte von Gibco Life Technologies (Karlsruhe, Germany).

Die Peroxidase-konjugierten sekundaren Antikérper stammten von Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

Die Primer fir RT-PCR wurden erworben von MWG-Biotech AG (Ebersberg,
Germany).

Samtliche anderen verwendeten Materialien wurden k&uflich erworben von

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Germany).

2.2 Zellkultur:

Die HPF wuchsen in Fibroblast Growth Medium 2 und die HPSMC in smooth
muscle cell growth medium 2 (Promocell, Heidelberg, Germany). Dem
Nahrmedium wurde 10 % fetales Kéalberserum sowie 100 U/ml Penicillin und 0,1
mg/ml Streptomycin zugesetzt. Die Zellen wurden gezichtet bei 37 °C und 5 %

CO,. Das Medium wurde etwa alle drei Tage gewechselt.
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2.3 cAMP-Bestimmungen:

Die Zellen wurden in 24-well plates geerntet und wuchsen bis zu 90 %iger
Konfluiditat. Fir die Desensibilisierungskinetiken wurde dem N&hrmedium
lloprost in angegebener Konzentration (0,1 nM, 0,3 nM, 1 nM, 3 nM, 10 nM) in
beschriebenen Zeitabstdnden (24 h, 8h, 6h, 4h, 2h) vor der
Versuchsdurchfliihrung hinzugegeben. Das Nahrmedium wurde abgesaugt und
es folgte zweimaliges Waschen mit HBSS (1mg/ml BSA, 1mg/ml Glukose, 10
mM HEPES [pH 7,3]). Daraufhin erfolgte die 10-minltige Vorinkubation der
Zellen bei 37 °C mit einem Hemmstoff der Phosphodiesterasen: Fir die
Desensibilisierungskinetiken wurde 1M IBMX als Standard verwendet, fir den
Vergleich der verschiedenen PDE-Hemmer wurden der PDE3-Hemmstoff
Quazinone, der PDE4-Hemmstoff Rolipram oder der Aktivator der Iéslichen
Guanylatzyklase Bay 41-2272 in jeweils angegebener Konzentration verwendet.
Nach der 10-minitigen Prainkubation erfolgte die Stimulation durch lloprost in
angegebener Konzentration im Inkubator bei 37 °C. Die Reaktion wurde nach
10 Minuten gestoppt durch Absaugen des Mediums und Zugabe von eiskaltem
96 %igem Ethanol. Nach Verdampfen des Ethanol im Inkubator erfolgte die
Zugabe von 300 pul RIA-Puffer (150 mM NaCl, 8 mM Na;HPO4, 2 mM NaH,POy4,
pH 7,4) und das Einfrieren der Proben bei -80 °C fir 24 Stunden. Der cAMP-
Gehalt des Uberstandes wurde mittels Radioimmunoassay ermittelt. Eine
Proteinbestimmung wurde nach der Methode nach Bradford durchgefiihrt, so
dass das Ergebnis als pmol cAMP / mg Protein angegeben werden konnte. Die
Kontrollgruppe wurde als 100 % bzw. = 1 gesetzt. Alle Messungen wurden als

Dreifachbestimmung durchgeflhrt.

2.4 Proteinbestimmung nach Bradford:

Die Proteinbestimmungen erfolgten nach dem Protokoll von Bradford [Bradford,
1976]. Hierzu wurden jeweils 5 pl des Zelllysates in 200 ul Farbstofflésung

(BioRad Coomassie Brilliantblau) gegeben. Mit einem Proteinstandard wurde

eine Eichkurve erstellt. Nach 10-mindtiger Inkubation wurde mit dem
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Photometer bei einer Wellenlange von 595 nm die Absorption bestimmt. Mit
Hilfe der erstellten Eichkurve konnte die Proteinmenge bestimmt werden.

2.5 Western Blot:

Die Zellen wurden in 6-well plates geerntet und 24 Stunden vor Stimulation mit
der zu testenden Substanz gehungert. Es erfolgte eine Stimulation mit lloprost
oder Bay 41-2272 oder einer Kombination beider Substanzen. Nach 10-
mindtiger Inkubation wurden das Medium abgesaugt und die Zellen lysiert
mittels Lysepuffers (Laemmli-Puffer: 50 mM TRIS, pH 7.0. 50 mM DTT, 2 %
SDS, 15 % Glycerol, 0.08 % Bromphenolblau). Mittels eines Zellschabers
wurden die Zellen gelést, kurz sonifiziert und anschlieBend far finf Minuten
erhitzt bei 95 °C.

Die Aufspaltung der Proteine aus dem Zelllysat erfolgte durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Hierzu wurde ein Sammelgel (5
% Acrylamid) auf ein Trenngel (10 % Acrylamid) gegossen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 150 V. Hierzu wurde weiterhin ein Laufpuffer verwendet (0,1 %
SDS, 25 mM TRIS-HCI, 250 mM Glycin).

AnschlieBend erfolgte der Transfer auf eine methanolbenetzte Nylonmembran
(PVDF, Immobilon™-P, Millipore, Bedford, MA, USA). Der Transfer erfolgte in
einer ,Semi-dry“-Blotting-Kammer (BioRad, Minchen) bei 100 mA fir eine
Stunde. Der Transferpuffer bestand zu 80 % aus Laufpuffer und zu 20 % aus
Methanol.

Die Membran wurde far drei Stunden bei Raumtemperatur geblockt in TBSTM
(Tris 25 mM, NaCl 0.5 mM, Tween-20 0.1 % (v/v), Magermilchpulver 5 % (w/v)),
dann folgte die Inkubation mit dem primaren Antikérper: die primaren Antikérper
richteten sich gegen das vasodilatator-stimulated phosphoprotein (VASP).
VASP ist ein Protein, welches an drei verschiedenen Stellen phosphoryliert wird
(Serin-157, Serin-239 und Threonin-278). Die Phosphorylierung an Serin-157
ist PKA-abhangig und fiihrt zu einem Shift des Molekulargewichts von 46 kDa
zu 50 kDa. Die Phosphorylierung an Serin-239 ist PKG-abhangig [Reinhard et
al., 2001; Butt et al., 1994; Smolenski et al., 1998]. Die verwendeten Antikérper
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waren Anti-VASP-total gegen die phosphorylierte und unphosphorylierte
Variante und Anti-VASP-P-Ser239, welches spezifisch die PKG-abhangig
phosphorylierte Form detektiert (jeweils erworben von Alexis Biochemicals,
Lérrach, Germany). AnschlieBend wurde die Membran drei mal gewaschen mit
TBS + 0,1 % Tween-20, daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem
Zweitantikérper (1:3000 in TBSTM) Uber eine Stunde bei Raumtemperatur.
Zuletzt wurden die entstandenen Banden sichtbar gemacht durch 5-mindtige
Inkubation mit einer Detektionslésung (ECL, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) und Auflegen eines Rdntgenfilmes.

2.6 Proliferationsbestimmung:

Die Zellen wurden geerntet in 24-well plates und 48 Stunden vor der
Versuchsdurchfliihrung durch serumfreies Medium gehungert. Die Prainkubation
mit den PKG-Inhibitoren DT-2 und DT-3 oder dem PKA-Inhibitor PKlmy, erfolgte
fir 10 Minuten, daraufhin wurden die Zellen mit lloprost, Bay 41-2272, einer
Kombination beider Substanzen, dbcAMP oder 8-pCTP-2°-O-Me-cAMP
stimuliert. Nach einer Zeitspanne von 10 Minuten wurde dem Medium 10 ng/ml
PDGF (Isoform BB, Sigma, Deisenhofen, Germany) zugegeben. Nach Ablauf
von 20 Stunden wurde [*H]-markiertes Thymidin (1pCi/ml; DuPont, Bad
Homburg, Germany) in das Medium gegeben und nach Ablauf weiterer 4
Stunden wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimalig gewaschen mit 1
ml eiskaltem PBS, dann mit 0,3 ml eiskalter Perchlorsdure (0,3 M) und
nochmals mit PBS. Die Zellen wurden darauf in Lésung gebracht mit 0,3 ml
NaOH (0,1 M) bei 37 °C fiir 30 Minuten. Der Einbau des [*H]Thymidin konnte
durch Flussigkeitsszintillations-Spektroskopie bestimmt werden und erlaubte
Rlckschlisse auf die proliferativen Effekte der zu testenden Substanzen. Jede
Probe wurde hierbei mit 5 ml Szintillationsflissigkeit versetzt und vermessen.
Alle Messungen wurden als Dreifachbestimmung durchgeflhrt.
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2.7 Expression der PDE3A und PDE3B

RNA aus den humanen pulmonalen glatten Muskelzellen und Fibroblasten
wurde prapariert mittels Trizol-Reagenz (Gibco, Karlsruhe, Germnay) den
Anweisungen des  Herstellerprotokolls  folgend. Die RNA  wurde
spektrophotometrisch quantifiziert. Die RT-PCR fir PDE3A und PDE3B wurde
durchgefihrt mittels Qiagen One-Step RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
Hierbei wurde entsprechend den Anweisungen des Herstellers vorgegangen.

Die verwendeten Primer waren: PDE3A sense
(5°CAACACTGTGTGTGTGTGTGS), PDE3A antisense
(5"CAAGTGGTGCATAGC-AGTAAS), PDE3B sense
(5" GATGAAGAAGCAAAT-CTTGGS) PDE3B antisense
(B’'TTCTCCACCTGCAGTTTATT3"). Fir die semiquantitative Analyse wurde
GAPDH um die folgenden Primer erweitert: sense

(TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAA); antisense (TCCTTGGAGGCCATGTA-
GGCCAT).

Nach reverser Transkription fir 30 Minuten bei 42 °C und einem
Denaturierungsschritt fir 5 Minuten bei 95 °C, wurden folgende thermale
Schritte durchgefiihrt: 1 Minute bei 95 °C, 1 Minute bei 55 °C, 1 Minute bei 72
°C (30 Zyklen) und eine letzte Elongation bei 72 °C fir 15 Minuten.

2.8 Messung der PKA-Aktivitat

Die Beurteilung der Aktivitat der PKA erfolgte durch Benutzung eines nicht-
radioaktiven Proteinkinase Assay-Kits (assay designs, Ann Arbor, USA). Die
subkonfluent gewachsenen Zellen wurden stimuliert durch Bay 41-2272,
lloprost oder eine Kombination beider Substanzen fir 30 Minuten. Danach
wurden die Zellen lysiert durch Zugabe eines Lysepuffers (20 mM MOPS, 50
mM B-Glycerolphosphat, 50 mM Natriumfluorid, 1 mM Natriumvanadat, 5 mM
EGTA, 2 mM EDTA, 1% NP40, 1 mM Dithiothreitol (DTT), 1 mM Benzamidin, 1
mM Phenylmethansulphonylfluorid (PMSF), 10 ug/ml Leupeptin and 10 pg/ml

Aprotinin) for 10 Minuten. Danach wurden die Zellen kurz sonifiziert und
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zentrifugiert bei 13.000 g fur 15 Minuten bei 4°C. Die PKA-Aktivitat im
Uberstand wurde dem Herstellerprotokoll folgend mittels ELISA ermittelt.

2.9 Statistik:

Die gemessenen Daten wurden angegeben als Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) der jeweiligen Anzahl (n) der Experimente. Die
statistische Analyse erfolgte durch one-way analysis of variance gefolgt von
Bonferroni’'s multiple comparisons test. P < 0.05 wurde als signifikant

angesehen. Das verwendete Programm war GraphPadPrism 4.0.
Bei Western blots wurde jeweils ein reprasentativer blot von mindestens drei

voneinander unabhangigen Versuchen mit entsprechendem Ergebnis
abgebildet.
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3. Ergebnisse

3.1 Konzentrationsabhiangige cAMP-Bildung durch lloprost in humanen
pulmonalen Fibroblasten

100+
80+ n=3 o
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[relativ zu Basalwert]
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Abb. 3.1: cAMP-Bildung nach Stimulation durch lloprost. Die gemessenen
Werte werden als Vielfaches des Basalwertes (Kontrolle=1) angegeben
(*:p<0,01; **:p<0,001).

Zur Analyse der Effektivitat des lloprost wurde die Substanz in ansteigenden
Konzentrationen verabreicht und der cAMP-Spiegel nach 10-mindtiger
Inkubation bestimmt. Die Zellen wurden zuvor fir einen Zeitraum von 10
Minuten durch IBMX vorinkubiert.

lloprost fihrt selbst in sehr kleinen Konzentrationen noch zu einem
nachweisbaren Anstieg des cAMP. Dieser Anstieg lasst sich auch bei
Stimulation durch 0,1 — 0,3 nM lloprost zeigen.
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3.2 Die Desensibilisierung des IP-Rezeptors durch lloprost in humanen
pulmonalen Fibroblasten

Hierzu wurden die Zellen fir verschiedene Zeitraume (24 h, 8 h, 6 h, 4 h, 2 h)
mit lloprost in verschiedenen Konzentrationen (0,1 — 10 nM) vorinkubiert. Die
cAMP-Bildung wurde nach einer erneuten Stimulation durch 10 nM lloprost
bestimmt (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Desensibilisierung des IP-Rezeptors durch lloprost. Die Zellen wurden
fur jeweils angegebenen Zeitraum vorstimuliert durch 10 nM (A), 3 nM (B), 1 nM
(C) oder 0,3 nM (D) lloprost, die cAMP-Bestimmung fand nach erneuter
Stimulation durch 10 nM lloprost statt. Die gemessenen Werte wurden in Bezug
auf den Ausgangswert, d. h. auf die nicht vorstimulierten Zellen, angegeben
(*:p<0,01; **:p<0,001).

Bei den durch lloprost vorstimulierten Zellen lie3 sich im Vergleich zu nicht
vorstimulierten Zellen eine verminderte Antwort auf erneute lloprostgabe
zeigen. Diese verminderte Bildung von cAMP war umso gravierender, desto
hdher die Konzentration der Vorstimulierung gewahlt wurde: Die Zellen, die
durch hohe Dosen vorstimuliert wurden (3 oder 10 nM), zeigten eine stark
verminderte Reaktion auf die Stimulation, diese Minderantwort war bei den
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durch 1 nM lloprost vorstimulierten Zellen nicht so stark ausgepragt und bei den
durch die niedrigeren Konzentrationen vorinkubierten Zellen (0,1 oder 0,3 nM)
waren keine Zeichen der Minderantwort mehr nachweisbar.

Weiterhin lieB sich eine Abhéangigkeit von der Dauer der Vorstimulation
erkennen: Desto langer die Vorinkubation stattfand, desto geringer fiel die
Antwort auf erneute Stimulation aus.

In diesen Versuchen lie3 sich eindeutig die Abhangigkeit des AusmalBes der
Desensibilisierung sowohl von der Dauer der Stimulation als auch von

verabreichten Dosis des Stimulus nachweisen.

Im weiteren Verlauf sollte der Nachweis erbracht werden, dass die
Desensibilisierung auf Rezeptorebene stattfindet. Hierzu wurden die Zellen fir
den angegebenen Zeitraum durch 10 nM lloprost vorinkubiert und anschlieBend
stimuliert durch den Aktivator der Adenylatzyklase Forskolin (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: cAMP-Bildung nach Stimulation mit 3 uM Forskolin nach
Vorinkubation fiir angegeben Zeitpunkt durch 10 nM lloprost. Die gemessenen
Werte wurden als Prozent des Wertes der nicht vorstimulierten Gruppe
angegeben. (n=3).

Durch Aktivierung der Adenylatzyklase durch Forskolin I&sst sich keine
Anderung der Reizantwort bei durch lloprost vorstimulierten Zellen im Vergleich
zu nicht vorstimulierten Zellen nachweisen.
Dies lasst darauf schlieBen, dass der Grund flir die verminderte cAMP-Bildung
nach langerer lloprostapplikation auf Rezeptorebene liegt.
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3.3 Expression der PDE3A und PDE3B in humanen pulmonalen
Fibroblasten und glatten Muskelzellen

Im weiteren erfolgten Versuche, um den basalen bzw. den lloprost-induzierten
cAMP-Spiegel zu erh6hen bzw. zu stabilisieren. Hierzu wurde der Aktivator der
l6slichen Guanylatzyklase Bay 41-2272 untersucht. Dieser sollte Uber erhdhtes
cGMP und einer daraus resultierenden Hemmung der PDES3 ebenfalls Einfluss
auf den cAMP-Gehalt austiben. Zunachst erfolgte hierfir der Nachweis, dass
die humanen pulmonalen Fibroblasten und glatten Muskelzellen PDE3
exprimieren.

PDES, die spezifisch cAMP hydrolisiert, kommt als zwei verschiedene
Isoformen vor, PDE3A (“cardiovascular type”) und PDE3B (“adipocyte type”) [in
Chung, 20086].

Durch RT-PCR konnte gezeigt werden, dass sowohl die humanen pulmonalen
Fibroblasten, als auch die humanen pulmonalen glatten Muskelzellen mRNA
beider Isoformen, der PDE3A sowie der PDES3B, exprimieren (Abb. 3.4.A).
Ferner konnte per Western blot gezeigt werden, dass beide Zelltypen PDE3A-
und PDE3B-spezifische Proteine exprimieren (Abb. 3.4.B).

A
HPF  HPASMC
M A B A B
T . e Ly % + PDE3B
e “ PDE3A
B
HPF  HPASMC
- 39 ppe3a
B = PDE3B

Abb. 3.4: Expression der PDE3A und PDE3B in humanen pulmonalen glatten
Muskelzellen (HPASMC) und Fibroblasten (HPF). A: RT-PCR mit spezifischen
Primern. Abbildung reprédsentiert vier unabhdngige Versuche mit dhnlichem
Ergebnis. B: Expression von PDE3A- und PDE3B-spez. Proteinen. Abgebildet
ist ein Blot von drei unabhédngigen Versuchen mit vergleichbarem Ergebnis.
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3.4 Phosphorylierung des vasodilatator-stimulated phosphoprotein durch

Bay 41-2272 in humanen pulmonalen Fibroblasten

Das vasodilatator-stimulated phosphoprotein (VASP) ist ein Protein, welches an
drei verschiedenen Stellen phosphoryliert wird (Serin-157, Serin-239 und
Threonin-278). Die Phosphorylierung an Serin-157 ist PKA-abh&angig und flhrt
zu einem Shift des Molekulargewichts von 46 kDa zu 50 kDa. Die
Phosphorylierung an Serin-239 ist PKG-abhangig. Die verwendeten Antikdrper
waren Anti-VASP-Total und Anti-VASP-P-Ser®® gegen die durch PKG
phosphorylierte Form.

Zunachst wurden die Eigenwirkungen des Bay 41-2272 untersucht. Hierbei
wurden die Zellen fir den angegebenen Zeitraum mit 10 uM Bay 41-2272
stimuliert und anschlieBend der Western blot durchgefihrt (Abb. 3.5).

Inkubation mit 10uM Bay 41-2272 fir
angegebenen Zeitraum [min]

K 10 20 30 40 60 VASP-P-Ser157

Anti-VASP-Total ' :/( s
nti- -Tota “;a

:«\ VASP

b et

(46 kDa)

Anti-VASP-P-Ser239 e e e e

Abb. 3.5: Phosphorylierung des VASP durch Bay 41-2272. Abgebildeter Blot
repréasentiert vier Versuche mit vergleichbarem Ergebnis.

Es konnte gezeigt werden, dass Bay 41-2272 zum einen durch Aktivierung der
l6slichen Guanylatzyklase zu erhéhten cGMP-Spiegeln fihrt. Dies wird
angezeigt durch an Serin239 phosphoryliertes VASP, welches auf erhdhte
Aktivitat der PKG schlieBen Iasst.

Weiterhin flhrte die Stimulation durch Bay 41-2272 zu einem Shift einer
gewissen Proteinmenge von 46 kDa auf 50 kDa. Dieser Shift ist auf eine
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Phosphorylierung an Serin157 zurlickzufihren. Da diese Phosphorylierung
PKA-abhangig ist, lasst sie auf erhéhte cAMP-Spiegel durch Bay 41-2272

schlie3en.

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss von Bay 41-2272 auf die lloprost-
vermittelte VASP-Phosphorylierung untersucht. Hierbei wurden die Zellen 10
Minuten mit 10 pM Bay 41-2272 vorinkubiert und dann 10 Minuten mit lloprost
(0,1-1 nM) stimuliert. Auch hier konnte gezeigt werden, dass durch Gabe von
Bay 41-2272 das Verhaltnis von PKA-spezifisch phosphoryliertem zu
unphosphoryliertem VASP klar zu Gunsten des phosphoryliertem VASP
verschoben wird (Abb.3.6).

lloprost 0,1 nM 0,3 nM 1nM
Bay 41-2272| - + - + - + - +

- h -.‘
|*- -

Abb. 3.6: VASP-Phosphorylierung (Ser 157) nach Stimulation durch Bay 41-
2272 und lloprost. Abgebildeter Blot reprdsentiert drei Versuche mit

vergleichbarem Ergebnis.

3.5 Der Einfluss verschiedener PDE-Hemmstoffe und des Bay 41-2272 auf
den intrazellularen cAMP-Spiegel in humanen pulmonalen Fibroblasten

und humanen pulmonalen glatten Muskelzellen

Im folgenden sollte untersucht werden, ob und in welchem Ausmaf
verschiedene Hemmstoffe der PDE sowie der Aktivator der I6slichen
Guanylatzyklase Bay 41-2272 in der Lage sind, den basalen bzw. den lloprost-

induzierten cAMP-Gehalt von humanen pulmonalen Fibroblasten und glatten
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Muskelzellen zu beeinflussen. Hierzu wurden der PDE3-Hemmer Quazinone,
der PDE4-Hemmer Rolipram sowie Bay 41-2272 untersucht.

Die Zellen wurden durch die oben angegebenen Substanzen in angegebener
Konzentration fir einen Zeitraum von 10 Minuten stimuliert, danach wurde
lloprost (1 nM oder 10 nM) hinzugegeben und der cAMP-Gehalt bestimmt (Abb.
3.7 und 3.8).
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Abb. 3.7: Einfluss des Bay 41-2272 (BAY, 10 uM), Rolipram (30uM) und
Quazinone (10uM) auf den basalen cAMP-Gehalt. A: Humane pulmonale glatte
Muskelzellen, n=8. B: Humane pulmonale Fibroblasten. Die Werte wurden
angegeben bezogen auf den Basalwert ( n=8; *p < 0.05).
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Abb. 3.8: Einfluss des Bay 41-2272 (BAY, 10 uM), Rolipram (30 uM) und
Quazinone (10 uM) auf den durch lloprost (ilo, 1 oder 10 nM) stimulierten
cAMP-Gehalt. Die gemessenen Werte wurden angegeben bezogen auf die
Kontrollgruppe. A: Humane pulmonale glatte Muskelzellen, n=6. B: Humane
pulmonale Fibroblasten, n=6. . *p < 0.05.

Zur Bestimmung der Rolle der PDE3 und PDE4 auf den intrazellularen cAMP-
Gehalt in humanen pulmonalen arteriellen glatten Muskelzellen (HPASMC)
wurde zundchst der Einfluss einer Hemmung der verschiedenen PDEs
analysiert. Der PDE3-selektive Hemmstoff Quazinone (10-mindtige Inkubation,
10 uM) flhrte in HPASMC verglichen mit einer unstimulierten Kontrollgruppe zu
einem signifikanten Anstieg des basalen cAMP auf das 1,6 + 0,12-fache (n=8).
Hiermit vergleichbar fihrte auch der PDE4-selektive Hemmstoff Rolipram (10-
mindtige Inkubation, 30 uM) zu einer Erhéhung des cAMP-Spiegels auf das 1,3
+ 0,10-fache (n=8). Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl die PDE3 als auch
die PDE4 effektiv am Abbau des cAMP in HPASMC beteiligt sind (Abb. 3.7.A).
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Weiterhin wurde Uberprift, ob Bay 41-2272 durch eine Aktivierung der I6slichen
Guanylatzyklase und erhéhtes cGMP und daraus resultierender Hemmung der
PDE3 in der Lage ist, einen messbaren Anstieg des basalen cAMP zu
induzieren. Auch Bay 41-2272 (BAY, 10-minltige Inkubation, 10 uM) erhdhte
das intrazellulare cAMP in HPASMC um das 1,5 = 0,1-fache (n=8) verglichen
mit einer unstimulierten Kontrollgruppe (Abb. 3.7.A), vergleichbar mit den

Werten durch direkte Hemmung der PDES3 durch Quazinone.

Die gewonnenen Ergebnisse lieBen sich ebenfalls mit humanen pulmonalen
Fibroblasten (HPF) reproduzieren (Abb. 3.7.B). Alle getesteten Substanzen
fuhrten bei gleicher Versuchsanordnung auch in HPF zu einem Anstieg des
basalen cAMP, fir Bay 41-2272 um das 1,6 + 0,1-fache (n=8), fir Rolipram um
das 1,6 + 0,1-fache (n=8) und fir Quazinone um das 1,9 + 0,1-fache (n=8).

Es wurde schon friher gezeigt, dass die vasodilatatorischen Effekte durch
lloprost durch eine Kombination mit Hemmung der PDE3/4 verstarkt werden
kénnen [Schermuly et al., 2002, 2005]. Es wurde diesem Ansatz folgend
verglichen, inwiefern Rolipram, Quazinone und Bay 41-2272 Einfluss auf den
cAMP-Gehalt in Anwesenheit von lloprost ausiiben. Die HPASMC und HPF
wurden fir 10 Minuten prainkubiert durch Rolipram (30 uM), Quazinone (10 uM)
oder Bay 41-2272 (10 puM) und anschlieBend mit lloprost (1 nM, 10 nM)
stimuliert.

In HPASMC flihrte die Stimulation durch 1 nM lloprost in Abwesenheit jeglicher
PDE-Hemmstoffe zu einem signifikanten Anstieg der cAMP-Konzentration auf
das 2,29 + 0,17-fache gegenlUber unstimulierten Zellen (n=5). Durch
Prainkubation durch den PDE3-selektiven Hemmstoff Quazinone und
anschlieBende Stimulation durch 1 nM lloprost wurde gegenlber nur durch
lloprost stimulierte Zellen eine Erhéhung des cAMP-Spiegels um das 1,89 +
0,17-fache (n=5) beobachtet (Abb. 3.8.A). Eine &hnliche Steigerung des cAMP
wurde durch Prainkubation der HPASMC durch den PDE4-selektiven
Hemmstoff Rolipram vor lloprostgabe (1 nM) erreicht. Verglichen mit nur durch
lloprost stimulierten Zellen betrug das cAMP das 2,18 £+ 0,16-fache (n=6, Abb.
3.8.A). Auch eine Ko-Stimulation mit Bay 41-2272 fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg des cAMP-Gehaltes um das 1,66 + 0,13-fache (n=6, Abb. 3.8.A).
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Diesen Versuchsanordnungen entsprechend wurden die gleichen Ko-
Stimulationen in Anwesenheit von 10 nM lloprost durchgefihrt (Abb. 3.8.A). Die
Ergebnisse entsprachen denen bei 1 nM lloprost: Quazinone flhrte zu einem
1,71 £ 0,14-fachen, Rolipram zu einem 1,76 + 0,17-fachen und Bay 41-2272 zu
einem 1,34 + 0,07-fachen Anstieg des cAMP-Spiegels verglichen mit nur durch
lloprost stimulierter Kontrollgruppe (jeweils n=6).

Ahnliche Ergebnisse wurden in HPF gemessen. In diesen Zellen stieg der
cAMP-Gehalt durch Stimulation durch 1 nM lloprost ohne Zugabe jeglicher
PDE-Hemmstoffe um das 13,15 = 1,13-fache verglichen mit unstimulierten
Zellen (n=4). Eine Ko-Stimulation mit dem PDE4-spezifischen Hemmstoff
Quazinone (10 uM) fihrte in Anwesenheit von 1 nM lloprost zu einem Anstieg
des cAMP um das 5,50 = 1,32 —fache (n=6), ein ahnlicher Anstieg wurde durch
Ko-Stimulation mit dem PDE4-spezifischen Hemmstoff Rolipram (30 uM)
beobachtet (4,62 + 0,41-fach, n=6) (Abb. 3.8.B). Auch eine Vorinkubation durch
Bay 41-2272 (10 uM) fOhrte bei Stimulation mit 1 nM lloprost zu einem Anstieg
des cAMP um das 1,77 + 0,18-fache (n=6) verglichen mit nur durch lloprost
stimulierten Zellen (Abb. 3.8.B).

Entsprechende Ergebnisse lieBen sich ebenfalls bei Ko-Stimulationen der
Substanzen mit 10 nM lloprost erkennen (Abb. 3.8.B). Verglichen mit nur durch
lloprost stimulierten Kontrollgruppen fihrten Prainkubationen durch Quazinone,
Rolipram und Bay 41-2272 jeweils zu signifikanten Anstiegen des
intrazellularen cAMP-Spiegels (Quazinone: 3,12 + 0,27-fach, Rolipram: 2,59 +
0,37-fach, Bay 41-2272: 1,89 = 0,21-fach, jeweils n=6).

3.6 Einfluss von lloprost und Bay 41-2272 auf die Aktivitat der PKA in
humanen pulmonalen Fibroblasten

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Bay 41-2272 in der Lage ist, erhéhte
cAMP-Spiegel zu induzieren, wurde im Folgenden untersucht, ob sich diese
Erhdhung ebenfalls in erhdhter PKA-Aktivitat ausdrickt. Zu diesem Zweck
wurden humane pulmonale Fibroblasten entweder mit lloprost (ilo, 1 nM, 10
nM), Bay 41-2272 (BAY, 10 uM) oder einer Kombination beider Substanzen
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stimuliert und die PKA-Aktivitdt nach 30-mindtiger Inkubation gemessen (Abb.
3.9).
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Abb. 3.9: Einfluss des lloprost (ilo) und Bay 41-2272 (BAY, 10 uM) auf die
Aktivitdt der PKA. Die gemessenen Werte wurden jeweils bezogen auf die

unstimulierte Kontrollgruppe (*p < 0.05, n=3).

Das Prostazyklin-Analogon lloprost flhrte verglichen mit einer unstimulierten
Kontrollgruppe zu signifikanten Anstiegen der PKA-Aktivitat, bei Stimulation mit
1 nM lloprost stieg die Aktivitdt um das 3,38 + 0,47-fache, bei Stimulation mit 10
nM lloprost um das 4,61 + 0,21-fache (n=3).

Auch der Aktivator der léslichen Guanylatzyklase Bay 41-2272 erhdhte die
Aktivitat der PKA signifikant um das 2,65 £ 0,37-fache (n=3).

Zuletzt wurde untersucht, ob Bay 41-2272 (10 uM) in Kombination mit lloprost
(10 nM) zu einer vermehrten PKA-Aktivitét in den Zellen fuhrt als in Zellen, die
nur durch lloprost in gleicher Konzentration stimuliert wurden. Auch hier lief3
sich eine signifikant erhdhte Aktivitat erkennen.

Diese Versuche zeigen erneut die Fahigkeit des Bay 41-2272 auf, den cAMP-
Gehalt durch Hemmung der PDES3 zu erhéhen und dadurch PKA-abhangige

Reaktionen zu beeinflussen.
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3.7 Einfluss des Bay 41-2272 auf die Proliferation in humanen pulmonalen
Fibroblasten

Es ist schon friher gezeigt worden, dass cAMP Uber seine weiteren Effektoren
in der Signalkaskade PKA und EPAC antiproliferative Wirkungen in glatten
Muskelzellen auslbt. Obwohl ein &hnlicher antiproliferativer Effekt fir cGMP in
glatten Muskelzellen beschrieben worden ist [Garg and Hassid, 1989], scheint
dieser nicht so potent wie der durch cAMP vermittelte Effekt zu sein [Southgate
and Newby, 1990]. In Fibroblasten wurde sogar ein stimulatorischer Effekt des
cGMP auf die Proliferation beschrieben [Hassid et al., 1994].

Da in dieser Arbeit bereits gezeigt worden ist, dass Bay 41-2272 sowohl den
cGMP- als auch den cAMP-Spiegel in humanen pulmonalen glatten
Muskelzellen und Fibroblasten zu erhéhen vermag, sollte nun untersucht
werden, welchen Einfluss Bay 41-2272 auf die zellulare Proliferation nimmt. Als
Ausdruck der Proliferation wurde in dieser Arbeit die DNA-Neusynthese
bestimmt, gemessen durch die Menge neu eingebauten radioaktiv markierten
Tritiums. Die Zellen wurden hierfir stimuliert durch Bay 41-2272 in
angegebener Konzentration, lloprost (1 nM) oder einer Kombination beider
Substanzen. Nach 10-mindtiger Inkubationszeit wurde als Proliferationsstimulus
PDGF-BB (10 ng/ml) gegeben. Nach weiteren 24 Stunden wurde die DNA-
Neusynthese nach angegebenem Protokoll gemessen (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Einfluss des Bay 41-2272 (BAY, 3 uM, 10 uM) und lloprost (ilo, 1
nM) auf die PDGF-induzierte DNA-Synthese in humanen pulmonalen
Fibroblasten. Werte angegeben als Prozent von der Kontrollgruppe (n=3,
“p<0.05, **p < 0.01).

Bay 41-2272 ist in der Lage, die PDGF-induzierte DNA-Neusynthese signifikant
zu inhibieren (85,7 + 4,2 % bei 3 uM Bay 41-2272, 76,8 + 3,5 % bei 10 uM Bay
41-2272, jeweils verglichen mit nur durch PDGF-stimulierte Kontrollgruppe,
n=3). Eine vergleichbar ausgepragte Proliferationshemmung konnte fir 1 nM
lloprost beobachtet warden, hier betrug die DNA-Synthese 78,5 + 5,2 % der nur
durch PDGF-stimulierten Zellen.

Da die gemessenen Ergebnisse noch keine Aussage Uber den Mechanismus
der antimitogenen Effekte des Bay 41-2272 zulieBen, wurden weitere
Experimente zu diesem Zwecke geplant.

Zunachst wurden hierfir Versuche mit dem potenten Hemmstoff der PKG DT2
[Taylor et al., 2004] durchgefihrt. Die Zellen wurden bei ansonsten gleicher
Versuchsanordnung vor der Stimulation mit Bay 41-2272 (10 uM) 10 Minuten
durch 1 uM DT2 prainkubiert (Abb 3.11).
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Abb. 3.11: Einfluss des PKG-Inhibitors DT2 (1 uM) auf die antiproliferative
Wirkung des Bay 41-2272 in humanen pulmonalen Fibroblasten. Werte
angegeben als Prozent von der Kontrollgruppe (n=3, *p < 0.05).

Die Grafik zeigt klar, dass die Prainkubation durch DT2 keinen nennenswerten
Einfluss auf die antimitogenen Effekie des Bay 41-2272 ausibt. Da eine
Hemmung der PKG keine vermehrte Proliferation zur Folge hat, werden die
antiproliferativen Effekte offensichtlich nicht Gber erhéhte cGMP-Spiegel und die
PKG vermittelt.

Der alternative Erklarungsansatz fir die PKG-unabhangigen, antimitogenen
Effekte des Bay 41-2272 war die Aktivierung von cAMP-abhangigen
Signalkaskaden durch Hemmung der PDE3. Diesem Ansatz folgend wurden
Versuche mit dem PKA-Hemmstoff PKlmy durchgefihrt. Entsprechend den
oben aufgeflhrten Versuchen wurden die Zellen dieses mal vor Stimulation
durch Bay 41-2272 (BAY, 10 uM), lloprost (ilo, 10 nM) oder einer Kombination
beider Substanzen vorinkubiert durch PKlny (PKI, 5 uM). Ansonsten entsprach
der Versuchsaufbau dem oben bereits beschriebenen Schema (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Einfluss des PKA-Hemmstoffes PKly,- (PKI) auf die antimitogenen
Effekte des lloprost (ilo) und des Bay 41-2272 (BAY) in humanen pulmonalen
Fibroblasten. Werte angegeben als Prozent von der Kontrollgruppe (*p < 0,05;
**p < 0,01. n=3).

Die Ergebnisse in der Grafik zeigen, dass auch durch Inhibition der PKA durch
PKlmyr die antiproliferativen Wirkungen des lloprost und des Bay 41-2272 nicht
aufgehoben werden kdénnen. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die
antimitogenen Effekte bei erh6hten cAMP-Spiegeln durch lloprost und Bay 41-
2272 in humanen pulmonalen Fibroblasten nicht PKA-abhangig vermittelt
werden.

Diese Schlussfolgerung konnte durch weitere Versuche untermauert werden.
Hierbei wurde untersucht, inwiefern dbcAMP, ein PKA-spezifisches cAMP-
Analogon, und 8-pCTP-2"-O-Me-cAMP, ein Epac-spezifisches cAMP-Analogon,
Einfluss auf die PDGF-induzierte Proliferation austiben. Die Zellen wurden
hierbei durch docAMP (1 pM, 10 pM) und 8-pCTP-2"-O-Me-cAMP (8-pCTP, 10
UM, 30 uM) stimuliert, ansonsten wurde der Versuch entsprechend der oben

gegebenen Beschreibung durchgefluhrt (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Einfluss von dbcAMP und 8-pCTP-2"-O-Me-cAMP auf die PDGF-
induzierte DNA-Synthese in humanen pulmonalen Fibroblasten. Werte

angegeben als Prozent von der Kontrollgruppe (n=3, *p < 0.05).

Das PKA-spezifische cAMP-Analogon dbcAMP ist nicht in der Lage, die PDGF-
induzierte DNA-Neusynthese zu verhindern oder abzuschwachen. Das Epac-
spezifische cAMP-Analogon 8-pCTP-2°-O-Me-cAMP (bt starke antimitogene
Effekte aus und kann die PDGF-induzierte Proliferation signifikant inhibieren.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass in humanen pulmonalen Fibroblasten die
antimitogenen Wirkungen durch die cAMP-Epac-Kaskade vermittelt werden.
Auch der Aktivator der léslichen Guanylatzyklase Bay 41-2272 entfaltet
antimitogene Effekte durch erhéhte cAMP-Werte und daraus resultierender

Aktivierung des Epac-Signalweges.

3.8 Einfluss des Bay 41-2272 auf die Desensibilisierung des IP-Rezeptors
durch lloprost in humanen pulmonalen Fibroblasten

Nachdem gezeigt worden ist, dass der Aktivator der I6slichen Guanylatzyklase
Bay 41-2272 in der Lage ist, via Hemmung der PDE3 erhéhte cAMP-Spiegel in
den Zellen zu vermitteln und die Wirkungen des lloprost zu potenzieren, wurde
weiterhin untersucht, ob Bay 41-2272 bei langerer gleichzeitiger Anwendung mit

lloprost Einfluss auf die Desensibilisierung des IP-Rezeptors austbt. Hierftr
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wurden humane pulmonale Fibroblasten analog zu den vorher durchgefihrten
Desensbilisierungskinetiken fir bestimmte Zeitrdume (24 h, 8 h, 6 h, 4 h, 2 h)
durch 3 nM lloprost stimuliert, entweder in An- oder in Abwesenheit von Bay 41-
2272 (10 uM). Die cAMP-Bestimmung erfolgte auf eine weitere Stimulation
durch 10 nM lloprost (Abb. 3.14).

Bay 41-2272 hat auch bei langerer Applikation in Kombination mit lloprost

keinen Einfluss auf die Desensibilisierung des |IP-Rezeptors.
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Abb. 3.14: Einfluss des Bay 41-2272 auf die Desensibilisierung des IP-
Rezeptors durch lloprost in humanen pulmonalen Fibroblasten. Die
gemessenen Werte wurden angegeben in Bezug auf die nicht vorstimulierte
Kontrollgruppe ( *p < 0,01. n=3).
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4. Diskussion

Die pulmonale arterielle Hypertonie stellt trotz einer wachsenden Zahl an
Behandlungsmdglichkeiten immer noch eine schwerwiegende Erkrankung mit
schlechter Prognose dar.

Bei der Therapie der pulmonalen arteriellen Hypertonie mit dem Prostazyklin-
Analogon lloprost werden bei langerer Applikation immer héhere Dosierungen
des Wirkstoffes notwendig, um die gewlinschten Effekte zu erreichen [Barst et
al., 1996]. Diese Beobachtung wird einer Desensibilisierung des IP-Rezeptots
durch lloprost bei Langzeitanwendung zugeschrieben [Nilius et al., 2000].

In dieser Arbeit konnte diese Desensibilisierung reproduziert werden. Weiterhin
konnte die Abh&ngigkeit des AusmaBes der Desensibilisierung von der Dauer
der Stimulation und von der Dosis des lloprosts wahrend der
Langzeitstimulation gezeigt werden. Bei sehr niedrigen Konzentrationen des
lloprosts (0,1 nM, 0,3 nM) waren innerhalb von 24 Stunden noch keine
Anzeichen der Minderantwort auf erneute Stimulation erkennbar. Die Effektivitat
dieser Dosierungen konnte jedoch sichergestellt werden, d. h. dass auch diese
niedrigen Konzentrationen das cAMP zu erhéhen in der Lage sind.

Der Versuch sollte daher darin bestehen, Wirkstoffe so zu kombinieren, dass
das cAMP trotz geringerer Dosierungen des lloprost hoch bleibt. So kénnte
einer raschen Desensibilisierung des IP-R entgegengewirkt werden. Eine
Stabilisierung des cAMP kann durch Hemmung der PDE3 und PDE4 erreicht

werden.

Eine weitere Strategie in der Therapie der pulmonalen arteriellen Hypertonie
besteht in der Erhéhung der intrazellularen cGMP-Spiegel durch NO-
unabhangige Aktivierung der léslichen Guanylatzyklase [Stasch et al., 2002;
Evgenov et al., 2006] oder Stabilisierung des cGMP durch PDE5-Hemmstoffe
wie Sildenafil [Humbert et al., 2004]. In experimentellen Versuchen zur
Therapie der PAH konnte durch Applikation von Aktivatoren der sGc eine
partielle Aufhebung der hamodynamischen und strukturellen Veranderungen
gezeigt werden [Schermuly et al., 2008]. In diesen Studien wurde durch
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histomorphologische Untersuchungen deutlich, dass die getesteten Aktivatoren
der sGc eine klare antiproliferative Wirkung innehaben [Schermuly et al., 2008;
Dumitrascu et al.,, 2006]. Weiterhin ist beschrieben worden, dass der sGc-
Aktivator Riociguat die pulmonal-hdmodynamischen Parameter bei Patienten
mit PAH positiv beeinflussen kann [Grimminger et al., 2009].

Die Wirkung des Bay 41-2272, das cGMP zu erhéhen, konnte in dieser Arbeit
klar durch den Nachweis einer Phosphorylierung des VASP an Serin239
demonstriert werden. Die Phosphorylierung an dieser Stelle ist PKG-spezifisch
[Butt et al., 1994; Smolenski et al., 2000].

Da bereits zu friheren Zeitpunkten gezeigt werden konnte, dass cGMP die
Aktivitat der cAMP-spezifischen PDE3 inhibiert [Cornwell et al. 1994; Osinski et
al. 2001], stellt sich die Frage, ob die durch NO-Analoga verursachten Effekte
nicht nur durch erhdhte cGMP-Werte, sondern ebenfalls Gber Stabilisierung des
intrazellularen cAMP vermittelt werden. Die Hemmung der PDE3 durch cGMP
stellt bei dieser Theorie gewissermaBen eine Verbindung der beiden
Therapieansatze dar.

In der Fachliteratur wird das Vorkommen der PDE3 in pulmonalen Geweben
kontrovers diskutiert. Es ist bekannt, dass PDES3 in zwei Isoformen existiert,
PDE3A und PDE3B [Shakur et al., 2001]. Die verschiedenen Isoformen
kommen in unterschiedlichen Geweben vor [Reinhardt et al., 1995]. Murray et
al. beschrieb das Vorkommen beider Isoformen in pulmonalen glatten
Muskelzellen [2002, 2006], das Vorkommen war hier sogar signifikant erhéht
bei Patienten mit idiopathischer und sekundarer pulmonaler Hypertonie [Murray
et al., 2006]. Weiterhin ist beschrieben worden, dass selektive Hemmung der
PDE3 die Effekte von cAMP-erhéhenden Therapeutika wie Prostazyklin-
Analoga auf vaskulares Remodeling in hypoxischem, pulmonalem Gewebe
potenzieren kann [Phillips et al., 2004]. Auch diese Studie unterstreicht die
Wichtigkeit der PDE3 im cAMP-Metabolismus in pulmonalen vaskularen Zellen.
Im Kontrast zu diesen Publikationen steht die von Dunkern et al. [2007]. Hier
wurde die Aktivitat der verschiedenen PDEs in pulmonalen Fibroblasten
untersucht, PDE3-Aktivitat konnte hier nicht nachgewiesen werden.
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In dieser Arbeit konnte wiederum durch RT-PCR und Western blot klar gezeigt
werden, dass die untersuchten humanen pulmonalen arteriellen glatten
Muskelzellen und Fibroblasten beide Isoformen der PDE3, PDE3A und PDES3B,

exprimieren.

Ein weiterer wichtiger Bestandteil im Metabolismus des cAMP in pulmonalen
Geweben stellt die PDE4 dar. Das Vorkommen der PDE4 in glatten
Muskelzellen und Fibroblasten wurde bereits in verschiedenen Publikationen
beschrieben [Polson und Strada, 1996; Osinski und Schrér, 2000]. In dieser
Arbeit konnten die basalen und lloprost-stimulierten cAMP-Spiegel durch
Applikation des PDE4-spezifischen Hemmstoffes Rolipram signifikant erhdht
werden. Die Anstiege waren vergleichbar mit denen, die durch Gabe des PDES3-
selektiven Hemmstoffes Quazinone erzielt wurden. Diese Ergebnisse
unterstreichen das gleichzeitige Vorkommen beider Isoformen, der PDE3 und
PDE4, in den untersuchten Zellen sowie eine vergleichbare funktionelle
Bedeutung im cAMP-Metabolismus.

Ferner konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Aktivierung der
|6slichen Guanylatzyklase durch Bay 41-2272 nicht nur zu erhéhten cGMP-
Spiegeln, sondern ebenfalls zu erhéhten Werten des basalen oder lloprost-
stimulierten cAMP fihrt. Diese Eigenschaften des Bay 41-2272 waren
vergleichbar mit denen des direkten PDE3-Hemmstoffes Quazinone.

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass Bay 41-2272 Effekte auslbt, die
klar auf erhbhte cAMP-Gehalte und die dadurch aktivierten Signalkaskaden
zurlckzuflhren sind. Zum einen wurde durch Bay 41-2272 ein Shift eines
Teiles des VASP von 46 kDa auf 50 kDa beobachtet. Dieser Shift ist durch
PKA-spezifische Phosphorylierung des VASP an Serin157 zu begrinden
[Reinhard et al., 2001; Butt et al., 1994; Smolenski et al., 2000].

Weiterhin war Bay 41-2272 in der Lage, antimitogene Wirkungen zu vermitteln.
Bay 41-2272 war hier jeweils fahig, sowohl diese Effekte in Abwesenheit von
lloprost zu induzieren, als auch die durch lloprost hervorgerufenen Effekte noch
zu verstarken. Die antimitogene Wirkung durch erhéhte cAMP-Werte in glatten
Muskelzellen wurde bereits beschrieben [Yan et al., 2011], die Wirkungen
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erhéhter cGMP-Spiegel werden noch diskutiert. Einige Autoren konnten flr
beide Nukleotide, cAMP und cGMP, antiproliferative Wirkungen in glatten
Muskelzellen zeigen [Cornwell et al., 1994; Grosser et al., 1995], hingegen
wurden in Fibroblasten sogar stimulatorische Effekte des cGMP auf die
Proliferation beschrieben [Hassid et al., 1994]. Southgate und Newby [1990]
demonstrierten antiproliferative Effekte fir den PKA-Agonisten 8-Bromo-cAMP,
nicht jedoch flir den PKG-Agonisten 8-Bromo-cGMP. Cornwell et al. [1994]
konnte zeigen, dass erhéhte cGMP-Level durch NO-Analoga in glatten
Muskelzellen von Ratten antimitogene Wirkungen haben, allerdings konnten
diese Wirkungen nicht durch den PKG-Aktivator pCPT erzielt werden.
Zusammenfassend konnte fir NO-Donatoren eine antiproliferative Wirkung
gezeigt werden, diese Wirkung scheint jedoch nicht durch die cGMP-
abhangigen Signalkaskaden vermittelt zu werden. Auch Osinski et al. [2001]
schrieb die antimitogenen Wirkungen von organischen Nitraten nicht der
Aktivierung von PKG sondern der Aktivierung von PKA durch Hemmung der
PDES zu.

Die angegebenen Studien sind mit den Ergebnissen dieser Arbeit vereinbar.
Hier konnte ebenfalls ein antimitogener Effekt durch Bay 41-2272 demonstriert
werden. Dieser Effekt konnte durch den potenten PKG-Inhibitor DT-2 [Taylor et
al., 2004] nicht verhindert oder abgeschwéacht werden, so dass davon
auszugehen ist, dass die antiproliferativen Wirkungen PKG-unabhangig
vermittelt werden. Ein alternativer Erklarungsansatz fur die verminderte DNA-
Synthese nach Stimulation durch Bay 41-2272 stellte die durch erhéhtes cAMP
vermittelte Aktivierung der PKA dar. Allerdings konnte auch der PKA-Hemmstoff
PKlmyr die antiproliferativen Wirkungen des Bay 41-2272 sowie des lloprost
nicht antagonisieren. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass
die antimitogenen Effekte durch erhéhtes cAMP nicht einer Aktivierung der PKA
zuzurechnen sind. Diese These konnte ebenfalls dadurch gestitzt werden,
dass das PKA-Analogon dbcAMP keinen Einfluss auf die DNA-Synthese
ausubt. Das Epac-spezifische cAMP-Analogon 8-pCTP-2°-O-Me-cAMP
hingegen war in der Lage, die durch PDGF induzierte DNA-Synthese signifikant
zu senken. Diese Ergebnisse lassen sich dahingehend interpretieren, dass die
antiproliferativen Effekte durch erh6htes cAMP weniger via PKA, sondern durch
die cAMP-Epac-Kaskade begrindet zu sein scheinen. Antiproliferative
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Wirkungen durch Epac sind bereits zuvor beschrieben worden [Haag et al.,
2008].

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit klar das Potential des sGc-Aktivators Bay
41-2272, den cAMP-Gehalt in humanen pulmonalen glatten Muskelzellen und
Fibroblasten zu erhéhen. Dieser Anstieg ist durch Hemmung der PDE3 bei
erhdhten cGMP-Spiegeln zu begriinden. Durch die Stabilisierung des cAMP
vermittelt Bay 41-2272 nicht nur cGMP- und PKG-abhangige Wirkungen,
sondern aktiviert ebenfalls Kaskaden, die durch erhéhtes cAMP begrindet sind.
Dies konnte durch Nachweis einer Hemmung der DNA-Synthese demonstriert
werden. Diese Eigenschaften kdénnten sich vorteilhaft bei der Therapie von
Patienten mit pulmonaler Hypertonie auswirken. Auch fir weitere potente sGc-
Aktivatoren kénnten diese Ergebnisse von Bedeutung sein.

Eine Kombination von Bay 41-2272 mit dem Prostazyklin-Analogon lloprost
kénnte eine sinnvolle MaBnahme darstellen, der Desensibilisierung des IP-
Rezeptors entgegenzuwirken. Neben erhdhter cGMP-Werte durch direkte
Aktivierung der sGc und den daraus resultierenden Wirkungen konnte gezeigt
werden, dass Bay 41-2272 die lloprost-stimulierten cAMP-Spiegel zu erh6hen
vermag und dass sich die Wirkungen beider Substanzen sogar potenzieren.
Dies konnte anhand der Proliferationsbestimmungen beobachtet werden. Durch
die Stabilisierung des cAMP via PDES-Inhibition kdnnten niedrigere
Dosierungen des lloprost bendétigt werden, um die gewlnschten Effekte zu
erzielen. Durch niedrige Dosierungen kénnte eine rasch einsetzende
Desensibilisierung des IP-Rezeptors abgeschwéacht werden.

Die Kombination des Bay 41-2272 mit anderen cAMP-erhéhenden
Therapeutika wie Sympathomimetika kénnte ebenfalls eine Mdglichkeit sein,

um die Dosierungen dieser Therapeutika zu reduzieren.

Ein klinischer Nutzen der neuen sGC-Stimulatoren wurde zuletzt in einigen
Studien gezeigt [Larche et al., 2013].

So konnte Bay 41-2272 in verschiedenen Modellen von PAH eine Senkung des
mittleren pulmonalarteriellen Drucks und des vaskularen Widerstandes
bewirken, einhergehend mit einer Erhéhung der kardialen Auswurfleistung.

Weiterhin wurde eine Inhibition des vaskularen Remodelling sowie der

45



Rechtsherzhypertrophie nachgewiesen [Stasch et al., 2013]. Thorsen et al.
[2010] demonstrierte, dass Bay 41-2272 im Tierversuch die Entwicklung einer
chronisch-hypoxischen pulmonalen Hypertonie entgegenwirken konnte. Hierbei
wurden Ratten einer chronischen Hypoxie ausgesetzt. Es zeigte sich, dass Bay
41-2272 in gleichem MaBe die hypoxiebedingte Zunahme des
rechtsventrikularen systolischen Drucks und die Rechtsherzhypertrophie
unterbinden konnte wie Sildenafil, welches ein Standardtherapeutikum der PAH
darstellt. Auch Weissmann et al. [2014] arbeiteten die positive Beeinflussung
des Bay 41-2272 in Bezug auf pulmonale Hypertonie in einem Tiermodel
heraus. Sie zeigten, dass sGC-Stimulatoren Ratten, die Zigarettenrauch
ausgesetzt waren, vor der Entstehung einer pulmonalen Hypertonie bzw. eines

Emphysems schiitzt.

Riociguat ist der einzige Vertreter der sGC-Stimulatoren, der in klinische
Studien eingeschlossen wurde. Es ist ausgehend von Bay 41-2272 mit
verbesserten pharmakologischen Eigenschaften entwickelt worden.

Insgesamt wurde Riociguat von den Patienten gut vertragen [ldrees et al., 2014;
Cannon et al., 2014].

Vielversprechende klinische Studien wurden 2013 von Ghofrani et al. im Jahre
2013 verodffentlicht. Es handelt sich hierbei um CHEST-1 und PATENT-1.
CHEST-1 (Chronic thromboembolic pulmonary hypertension sGC-stimulator
trial 1) untersuchte die Wirksamkeit des Riociguat bei Patienten mit CTEPH, bis
dato bestand die einzige Therapiemdglichkeit dieser Patienten in der
pulmonalen Endarteriektomie, allerdings ist ein GrofBteil der Betroffenen
inoperabel. Riociguat verbesserte die 6-Minuten-Gehstrecke, den pulmonalen
GefaBwiderstand, NT-proBNP-Werte sowie die funktionelle WHO-Klasse. Es
stellt somit eine neue Therapieoption bei inoperablen Patienten dar.

PATENT-1 (Pulmonal arterial hypertension sGC-stimulator trial 1) untersuchte
die Wirksamkeit des Riociguat bei Patienten mit symptomatischer PAH. In diese
Studie eingeschlossen wurden sowohl Patienten ohne bisherige Therapie, als
auch Patienten, welche zusétzlich mit einem Endothelin-Rezeptorantagonisten
oder einem Prostazyclin (vorwiegend inhalativ) behandelt wurden. Auch in
dieser Studie verbesserte Riociguat die 6-Minuten-Gehstrecke um etwa 36 m
im Vergleich zur Plazebogruppe. Positive Effekte zeigten sich auch in Bezug
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auf den pulmonalen GefaBwiderstand, die kardiale Auswurfleistung, den NT-
proBNP-Spiegel, die WHO-Klasse und den Borg-Dyspnoe-Score.
Interessanterweise lieBen sich die Verlangerungen der 6-Minuten-Gehstrecke
unter Riociguat in allen Subgruppen nachweisen, sowohl bei Patienten ohne
weitere Therapie, als auch bei Patienten, die zusatzlich mit Endothelin-
Rezeptorantagonisten oder Prostazyclin behandelt wurden. Die Frage, ob das
Riociguat eine Verbesserung bei Prostazyclin-vorbehandelten Patienten
ausschlieBlich Uber cGMP-abhéngige Effektoren oder ebenfalls tber erhdhte
cAMP-Spiegel und dadurch aktivierte Kaskaden hervorruft, wird in dieser Studie
nicht beantwortet. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen jedoch die Vermutung
nahe, dass die Effekte Uber beide second messenger, cGMP und cAMP,
vermittelt werden. PATENT-1 zeigt erstens sehr deutlich, dass sGC-
Stimulatoren eine viel versprechende Therapiealternative bei PAH darstellen,
zweitens zeigt die Studie, dass die Kombination von Prostacyclin und sGC-
Stimulatoren sehr sinnvoll zu sein scheint.

Den Studien CHEST-1 und PATENT-1 schlossen sich die offenen
Langzeitstudien CHEST-2 und PATENT-2 an, die Ergebnisse dieser Studien

bleiben abzuwarten.
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5. Schlussfolgerungen

Die pulmonale arterielle Hypertonie stellt trotz diverser medikamentéser
Angriffspunkte eine schwere Erkrankung dar. Ohne Therapie betragt die
mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung keine drei Jahre. Viele der
betroffenen Patienten erfahren trotz der Therapie keine oder nur wenig

Besserung.

Ein vielversprechendes neueres Ziel der medikamentdésen Therapie ist die
Aktivierung der lbslichen Guanylatzyklase. Stellevertretend fiir diese
Substanzklasse wurde in dieser Arbeit das Bay 41-2272 untersucht. Die
Versuche dieser Arbeit demonstrieren, dass Bay 41-2272 auf zellularer Ebene
positive Effekte auf die PAH auslbt. So vermag es einerseits, den
intrazellularen cGMP-Gehalt zu erhéhen, weiterhin konnten ebenfalls erhéhte
cAMP-Spiegel gemessen werden. Es konnten ebenfalls cAMP-abhangige
Signalkaskaden nachgewiesen werden. Es ist daher davon auszugehen, dass
die Aktivatoren der I6slichen Guanylatzyklase einen festen Platz in der Therapie
der PAH innehaben werden. Zuletzt wurde Riociguat zur Behandlung
zugelassen, in den ersten klinischen Studien zeigte es bereits deutliche positive
Effekte. Es bleibt abzuwarten, welche Erkenntnisse die Langzeitstudien
PATENT-2 und CHEST-2 noch liefern. Eine Aussage darlber, ob die mittlere
Uberlebenszeit durch diese Substanzklasse beeinflusst wird, ist zu diesem
Zeitpunkt noch nicht mdglich.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass eine Kombination der
medikamentésen Angriffspunkte eine Mdglichkeit zur Verbesserung der
Behandlung darstellen kénnte. So kénnte durch die gleichzeitige Anwendung
von lloprost und einem Aktivator der ldslichen Guanylatzyklase der
Desensibilisierung des IP-Rezeptors entgegengewirkt werden. Es konnte
gezeigt werden, dass das Ausmaf der Desensibilisierung in hohem MaBe von
der Dosierung des lloprost abhangt. Weiterhin wurde dargestellt, dass Bay 41-
2272 in der Lage ist, den intrazellularen cAMP-Gehalt zu erhdhen. Dies galt

sowohl fur den basalen, als auch fir den durch lloprost-induzierten cAMP-
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Spiegel. Bei gleichzeitiger Anwendung kénnten daher niedrige Dosierungen des
lloprost notwendig sein, um den gewinschten klinischen Effekt zu vermitteln.
Bay 41-2272 selbst Ubt keine Effekte auf die Desensibilisierung aus.

In der klinischen Studie PATENT-1 ist ein Nutzen bei der Patientengruppe, die
mit Prostazyklinanaloga vorbehandelt wurde, durch das Riociguat beschrieben
worden, so konnte beispielsweise die 6-Minuten-Gehstrecke verlangert werden.
Eine Aussage Uber den zellularen Mechanismus wurde hierbei nicht gemacht,
es ist jedoch davon auszugehen, dass ein Teil der Wirkung Uber cAMP-
abhangige Signalwege zu erklaren ist.
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