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1 Einleitung und Problemstellung

Eines der wichtigsten zelluldren Ubertragungssysteme in Saugerzellen ist das cyclische Guano-
sin-3*,5'-monophosphat (cGMP). Es bildet zusammen mit Stickstoffmonoxid (NO) das NO/
cGMP-System und spi€elt als ,, second messenger” eine entscheidende Rolle bei einer Vielzahl von
unterschiedlichen physiologischen Prozessen, insbesondere bei der Relaxation von glatten
Muskelzellen, der Verminderung der Plattchenadhdsion und -aggregation und der neuronalen
Signal Ubertragung[1'3]. Daher dienen Arzneistoffe, die zu einer Steigerung der cGM P-Konzentra-
tion in den Zielzellen (Zellen der glatten Geféalmuskulatur, Thrombozyten) fuhren, zur Vorbeu-
gung und Behandlung von Herz-Kreidauf-Erkrankungen. Kardiovaskulére Erkrankungen wie
z.B. Herzinfarkt und Angina pectoris gehdren in den westlichen Industrielandern seit Jahrzehnten

zu den haufigsten Todesursachen.

Der biologische Effekt von Stickstoffmonoxid wurde 1980 von Furchgott und Sawadzkil®!
entdeckt. Da die Struktur aufgrund der geringen Halbwertszeit noch ungeklart war, nannten sie
die Substanz ,, endothelium derived relaxing factor* (EDRF). 1987 gelang es Palmer et al.[®, NO
Uber Chemilumineszensmessungen zu identifizieren. Stickstoffmonoxid, das aus den Endothel zel -
len durch vasoaktive Substanzen (Acetylcholin, Bradykinin) freigesetzt wird, fuhrt Gber die Akti-
vierung der 16slichen Guanylatcyclase (SGC) zu einer Erhéhung des cGMP-Spiegels. Die daraus
resultierende Abnahme der Ca2*-Konzentration bewirkt u.a. eine Vasodilatation und Verminde-
rung der Thrombozytenadhasion und -aggregation. Die Effekte des cGMP werden durch cGMP-
abhéngige Proteinkinasen vermittelt. Ein NO-Mangel, der u.a. durch funktionseingeschrankte
Endothelzellen in atherosklerotisch verénderten Geféal3en verursacht wird, kann durch Gabe von
NO-Donoren (Glyceroltrinitrat, Isosorbiddinitrat) teilweise oder vollsténdig ausgeglichen
werden. NO-Donoren werden seit Jahren bei der Behandlung von Angina pectoris verwendet. Die
Bildung von Nitrat-Toleranzen machte aber die Suche nach NO-unabhangigen sGC-Aktivatoren

unverzichtbar.
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1.1 Guanylatcyclasen

Guanylatcyclasen sind seit den sechziger Jahren bekannt und konnten in den meisten Zellen wie
z.B. glatten Muskelzellen und Monozyten unterschiedlicher Herkunft nachgewiesen werdenl 261,
Guanylatcyclasen katalysieren die Synthese von cGM P aus Guanosin-5' -triphosphat (GTP) (siehe

Abb. 1).
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Abb. 1: Umsetzung von Guanosin-5‘-triphosphat (GTP) zu cyclischem Guanosin-3‘,5'-monophosphat (cGMP) (PP =
Pyrophosphat)

Aufgrund von unterschiedlichen strukturellen Merkmalen werden die Guanylatcyclasen in die
membrangebundenen und in die |6slichen Formen eingeteilt (siehe Abb. 2 auf Seite 3). Die
membrangebundenen oder auch partikuldren Guanylatcyclasen (pGC) sind Homodimere, die von
natriuretischen Peptiden stimuliert werden. Die léslichen Guanylatcyclasen (sGC) werden von
NO aktiviert. Sie bestehen aus einer o- (73-88 kDa) und einer B-Untereinheit (70-76 kDa) und
enthalten pro Heterodimer ein Ham al's prosthetische Gruppe[3]. Beide Untereinheiten sind fur die

Katalyse notwendig.
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Abb. 2: membrangebundene (pGC) und lgsliche (sGC) Guanylatcyclase[“]

Dain den Thrombozyten nur sGC identifiziert wurdenl”l, wird ihre Aktivierung naher beschrie-
benl381, Das Ham-Geriist der SGC enthdlt Eisen als Zentralatom, das vermutlich mit der
Aminosdure Histidin 105 (Hist-105) aus dem N-terminalen Rest der B-Untereinheit assoziiert.
NO bindet an das Eisenatom, so dal3 ein hexakoordinierter Komplex entsteht. Dabei wird das
Eisenatom aus der Ebene des Porphyrinringes herausgehoben. Die sGC ist jetzt geringflgig
stimuliert. Die Histidin-Eisen-Bindung lockert sich. Dadurch bildet sich ein pentakoordinierter
Nitrosyl-Eisen-Ubergangskomplex aus, der aufgrund der veranderten Konformation zu einer 100-
bis 400fachen Aktivierung des Enzyms fihrt. GTP bindet an die 16sliche Guanylatcyclase und
wird vermutlich Uber weitere Metallionen und den Imidazol-Ring des Histidins zum cGMP
umgesetzt.

Die Umwandlung vom hexa- zum pentakoordinierten Komplex stellt den geschwindigkeitsbe-
stimmenden Schritt dar und kann durch die NO-Konzentration beeinfluft werdenl?. NO
bestimmt somit Uber seine Konzentration nicht nur, wieviele Enzymmolekile aktiviert werden
sollen, sondern auch wie schnell.

Auch Kohlenmonoxid (CO) bindet an das Eisenatom unter der Bildung eines hexakoordinierten
Komplexes und aktiviert die SGC um das Vierfache2®l. Das Eisenatom wird dabei ebenfalls aus
der Ebene des Porphyrinringes herausgehoben. Eine Spaltung der Eisen-Histidin-Bindung wird
nicht registriert.

Die hexa- und pentakoordinierten Komplexe wurden durch UV-spektroskopische Untersuchungen
belegt.

Hamfreie 16sliche Guanylatcyclasen konnen durch Protoporphyrin IX stimuliert werden®!.
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Ko et a1 gelang es 1994 erstmals, eine Substanz (Y C-1) zu synthetisieren, welche die I6sliche
Guanylatcyclase unabhangig von NO direkt aktiviert. YC-1, ein Benzylindazol-Derivat (siehe
Abb. 3), fuhrt Gber eine direkte Erhthung des cGMP-Spiegels u.a. zu einer Relaxation der glatten
GefaBmuskulatur in vitrol'®! einer Senkung des Blutdruckes in Ratten!1®! und einer Hemmung
der Thrombozytenaggregation!’18l. Es zeigt auch in vivo antithrombotische Eigenschaften!9).
Y C-1 (100 pmol/L) oder NO (0.1 pmol/L DEA/NOl) jewells einzeln fuhren in intakten Blutpl att-
chen in vitro zu einer ca. 10fachen Steigerung des cGMP-Spiegels. Beide Substanzen zusammen
steigern die intrazellulére cGM P-Konzentration enorm (> 1000fach)[20]. Eine 300 umolare Y C-1-
L6sung erhoht die Aktivitét der 16slichen Guanylatcyclase um den Faktor 100. Die Kombination
ausYC-1 und NO (100 pmol/L YC-1 + 10 umol/L DEA/NO) fuhrt zu einer ca. 800fachen Steige-
rung der sGC-Aktivitat?ll. Damit zeigt eine Kombination aus'Y C-1 und NO tberadditive Effekte
bei der Steigerung der cGM P-Konzentration sowie der Aktivitét der sGC.

YC-1:

3-(5-Hydroxymethyl-2-furyl)-
1-phenylmethyl-benzo[c]pyrazol

Abb. 3: Strukturformel von YC-1

Der Wirkmechanismus von Y C-1 ist noch nicht vollstandig geklart. Vermutlich greift YC-1 an
eine allosterische Bindungsstelle an und bewirkt Uber eine Senkung der Dissoziationsgeschwin-
digkeit der Liganden von dem Ham-Gerlist den Uberadditiven Effektl??. Martin et al.l®
beschreiben Ham-abhangige und H&m-unabhéngige Komponenten bei der Aktivierung der sGC.

Die Arbeitsgruppe um Gallel? gibt neben der Aktivierung der |6slichen Guanylatcyclase durch

Y C-1 auch eine Inhibition der verschiedenen Isoformen der Phosphodiesterasen (PDE) an.

1. N,N-Diethylaminodiazenolat-2-oxid; NO wird spontan freigesetzt
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1.2 Phosphodiesterasen (PDE)

Der Abbau von cyclischen Nucleotiden wie cGMP und cAMP (cyclisches Adenosin-3‘,5 -mono-
phosphat) wird Uber Phosphodiesterasen (PDE) reguliert. Derzeit sind 11 verschiedene PDE-
Familien bekanntl2>-271, 1n den Thrombozyten befinden sich die PDE vom Typ 2,3 und 5, die tber
cGMP miteinander in Wechselwirkung stehen (siehe Tabelle 1). Die PDE 5 ist dabel mit der
hochsten Konzentration vertreten und katalysiert die Hydrolyse von cGMP zu GMP (Guanosin-
5'-monophosphat). Sie reguliert damit Uber den Abbau von cGMP die Konzentration in den
Zellen und die biologische Aktivitét von cGMP.

Tab. 1: Phosphodiesterasen vom Typ 2,3 und 5

Enzym Substrat
PDE 2 cGMP-stimulierte PDE cGMP, cAMP
PDE 3 cGMP-inhibierte PDE CAMP
PDE5 cGMP-spezifische PDE cGMP

Die PDE 5 ist ein Homodimer mit einer Molekularmasse von 190 kDa. In jeder Untereinheit
befinden sich N-terminal in der regulatorischen Domain zwei alosterische cGMP-Bindungsstel-
len und eine Phosphorylierungsstelle (Serin92). In der katalytischen Domain, im Carboxy-Termi-
nus liegen die cGMP-katalytische Bindungsstelle und zwei Zn2+-Bindungsnotive[28'3°]. Das
cGMP bindet an die katalytische Seite und erhdht dartiber die Bindung von cGMP an die alo-
sterischen Bindungsstellen, die fur die Regulierung der Katalyse nétig sind. Bei hohen cGMP-
Konzentrationen wird die Phosphorylierungsstelle durch die Aktivierung der allosterischen
Bindungsstellen freigelegt und Uber eine cGM P-abhangige Proteinkinase-katalysierte Phosphory-
lierung am Serin92 die PDE 5 zusétzlich aktiviert. Die physiologische Bedeutung dieser negati-
ven Feedbackschleife ist noch nicht vollstandig geklarti39.

Die Hemmung der PDE 5 durch Substanzen wie Zaprinast fuhrt Gber die Erhdhung des cGMP-
Spiegels zu einer Hemmung der Thrombozytenadhé&sion und -aggregation. Derzeit sind die drel
Inhibitoren der PDE 5 Sildenafil (Viagra®), Tadalafil (Cialis®) und Vardenafil (Levitra®) zur
Behandlung der erektilen Dysfunktion auf dem Markt. Sie bewirken eine Relaxation der Schwell-

korpermuskulatur im Penis.
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1.3 Zielsetzung

Nach Vergleich von sGC-Aktivatoren wie YC-1 und PDE-5-Inhibitoren (Zaprinast, Sildenafil
(Vi agra®)) konnte aufgrund von Strukturverwandtschaften ein Arbeitsschema entwickelt werden,
um Substanzen darzustellen, die beide Enzyme beeinflu3en (siehe Abb. 4). Im Zentrum steht ein
stickstoffreicher Heterocyclus, der mit einem lipophilen Rest (Aromat oder Alkyl-Gruppen)
substituiert ist. Aul3erdem ist das Ringsystem Uber einen Spacer mit einem H-Brtcken-Donor/-

Akzeptor verbunden.

N
lipophiler Rest - \J

YC-1 Sildenafil (Viagra®)
N-Heterocyclus

\

Spacer

H-Briuckenbindung

Abb. 4: Arbeitsschema zur Entwicklung von gemischten sGC-Aktivatoren/PDE 5-Inhibitoren

Ziel dieser Arbeit war es, Substanzen mit Purin-Grundkdrper nach dem in Abb. 4 angegebenen
Schema zu synthetisieren und auf ihre antiaggregatorischen (in vitro) und antithrombotischen (in
vivo) Eigenschaften zu testen. Die Substanzen sollten Gber eine Erh6hung des cGM P-Spiegels,
die durch Aktivierung der sGC und/oder Hemmung der PDE 5 ausgelost werden kann, die
Thrombozytenaggregation hemmen. Die Benzyl-Gruppe sollte dabei als lipophiler Rest einge-
bunden werden. Methylen-Gruppen und benzoide Aromaten sollten Uberwiegend als Spacer
fungieren. Die Wasserstoffbriickenbildung sollte durch Einbringen von Hydroxy-, Ether-, Amino-

Gruppen oder basischen Heterocyclen ermdglicht werden.



