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Einleitung 1

Einleitung
1.1 Gefaltonusregulation durch das NO/cGMP-System
11.1 Stickstoffmonoxid (NO)

Der zuerst von Furchgott & Zawadzki (1980) beschriebene endothelabhangige
relaxierende Faktor (EDRF), der die glatte GefaBmuskulatur relaxiert, wurde
aufgrund seiner biologischen und pharmakologischen Eigenschaften als
Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert (Furchgott et al., 1987; Ignarro et al., 1987). NO
ist ein aus nur zwei Atomen bestehendes, gasférmiges Radikal, das sowohl unter
physiologischen als auch unter pathophysiologischen Bedingungen eines der
wichtigsten Signal- und Effektormolekile darstellt. Es wird in Gegenwart von
Sauerstoff und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) in einer
zweistufigen Reaktion unter Bildung von L-Citrullin enzymatisch aus der Aminosaure
L-Arginin hergestellt (Palmer et al., 1988). Diese Reaktion wird von einer Gruppe von
Enzymen katalysiert, die als NO-Synthasen (NOS) bezeichnet werden (Knowles &
Moncada, 1994). Hierbei handelt es sich um Homodimere mit einem
charakteristischen Eisen-Protoporphyrin IX-Komplex, deren katalytische Aktivitat von
den Kofaktoren Flavin-Adenin-Dinucleotid, Flavin-Mono-Nucleotid und
Tetrahydrobiopterin abhéngig ist (Marletta, 1994; Bredt & Synder, 1994).

In Séugetierzellen lieBen sich bisher drei Isoformen der NOS nachweisen, die sich
nicht nur aufgrund ihrer Verteilung in den verschiedenen Kdrperzellen, sondern auch
durch ihre unterschiedliche Abhangigkeit von intrazellularem Kalzium (Ca®*) und ihr
Expressionsprofil unterscheiden (Férstermann et al., 1991). Es handelt sich um die
neuronale NOS (nNOS, Typ 1), die induzierbare NOS (iNOS, Typ Il) und die
endotheliale NOS (eNOS, Typ lll) (Nathan & Xie, 1994). Sowohl die nNOS als auch
die eNOS werden konstitutiv exprimiert, wahrend die Expression der iNOS Uber
transkriptionelle Induktion durch Zytokine und bakterielle Lipopolysaccharide
(Endotoxin) erfolgt. Die Isoform des Types | ist im zentralen und peripheren
Nervensystem zu finden. lhre Aktivierung erfolgt tiber intrazellulare Ca®*-Erhéhung
und die Bindung an Calmodulin (Marletta, 1994; Foérstermann et al., 1994). Die
Isoform des Typs Il wird in Makrophagen, glatten Gefallmuskelzellen, Endothelzellen

und anderen Zelltypen exprimiert (Bredt & Synder, 1994). Sie besitzt ein nicht
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kovalent gebundenes Calmodulin, welches das Enzym auch bei niedrigem Ca?'-
Spiegel aktiviert (Cho et al., 1992). Die eNOS ist hauptséchlich in den Endothelzellen
lokalisiert. Sie kann Uber rezeptorabhangige Agonisten wie Bradykinin und
Acetylcholin, oder durch die physiologisch wichtigere physikalische Stimulation
(Schubspannung des stromenden Blutes, pulsatile Dehnung) aktiviert werden. Die
Rezeptorstimulation fiihrt wie auch bei der nNOS durch intrazellulare Ca®*-Erhéhung
und Bindung an Calmodulin zur transienten Enzymaktivierung (Busse & Miilsch,
1990; Forstermann et al., 1994), wahrend die Schubspannung durch die Aktivierung
der Proteinkinase B und Phosphorylierung eines Serinrestes der NOS zu
langanhaltender NO-Bildung fihrt (Dimmeler et al., 1999).

Wichtige akute Funktionen des endothelialen NO sind u. a. die lokale Regulation des
BlutgefalRtonus, die Organdurchblutung, die Endothelpermeabilitit und Endothel-
wachstum sowie die Blutgerinnung (Moncada & Higgs, 1993). Langfristig schiitzt es
die Gefalwand vor atherosklerotischen Verénderungen und der sog. endothelialen
Dysfunktion (Haendeler et al., 1999; Zeiher et al., 1995).

Das endotheliale NO besitzt eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der
vaskuldren Homdostase. Es reguliert den Tonus der glatten Muskulatur in vielen
Blutgefaltypen (Furchgott & Zawadzki, 1980; Busse et al., 1985). Es entfaltet seine
relaxierende Wirkung nach abluminaler Diffusion in die angrenzenden glatten
Muskelzellen durch Aktivierung der |8slichen Guanylylcyclase (GC) und dem damit
verbundenen Anstieg der intrazelluldaren Konzentration von zyklischem Guanosin-
3’,5"-Monophosphat (cGMP) (Rapoport & Murad, 1983). Uber eine Aktivierung
cGMP-abhéngiger Kinasen kommt es anschlieBend zur Phosphorylierung und
Modulation der Aktivitdit Ca®'-regulierender Proteine, die zu einer Abnahme der
intrazellularen Ca®*-Konzentration fihren und die glattmuskulare Kontraktion
hemmen (Komas et al., 1991; Lugnier & Komas, 1993).

112 Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)

Im kardiovaskularen System spielt der NO/cGMP-Signaltransduktionsweg eine
bedeutende Rolle. Die NO-Bindung an den Eisen-Ham-Komplex der GC fihrt zu
einer Aktivierung des Enzyms und bewirkt binnen weniger Sekunden einen starken

Anstieg der intrazellularen cGMP-Konzentration (Moncada & Higgs, 1993; Murad,

1994). Die Signallibertragung tUber cGMP gehdrt zu den wichtigsten intrazellularen
Signalsystemen in Saugerzellen. Signale, die von aul3en zur Zelle gelangen, werden
durch cGMP als second messenger an intrazellulare Effektorproteine
weitervermittelt. cGMP reguliert eine Reihe von Enzymen wie Proteinkinasen,
zyklische Nukleotid-Phosphodiesterasen und spannungsabhéngige Kationenkanale
(Lincoln & Cornwell, 1993; Walter, 1984 & 1989; Kaupp, 1995). Diese bewirken die
spezifische Antwort der Zelle auf das &auRere Signal. Die strukturellen
Veranderungen der Zielproteine durch die Phosphorylierung kénnen vielfaltige
Konsequenzen haben. In der Regel kommt es zu einer Anderung der Aktivitit von
Enzymen und lonenpumpen.

Die cGMP-abhangige losliche Proteinkinase vom Typ | existiert in zwei Varianten
(Typ la und IB) (Orstavik, 1997), sie moduliert die intrazellulare Ca?*-Konzentration
(Lucas et al., 2000). Die membrangebundene Proteinkinase vom Typ Il (Jarchau et
al. 1994) wurde in Epithelzellen des Dunndarms identifiziert und daraus cloniert, sie
reguliert die Homdostase an der Zellmembran (Lucas et al., 2000). In der glatten
GefaBmuskulatur und in Thrombozyten aktiviert cGMP die Proteinkinase la (PKG).
Die PKG hemmt durch die Phosphorylierung verschiedener Proteine die Kontraktion
der glatten GefalBmuskulatur und die Thrombozytenaggregation (Walter, 1989). In
kultivierten glatten Muskelzellen aus Rattenaorten aktiviert die PKG einen
kalziumabhangigen K*-Kanal (Bx-Kanal) (Zhou et al., 1996b, Archer et al., 1994).
Dies fuhrt zur Hyperpolarisation der Muskelzellen und Uber eine Verminderung des
Ca?*-Einstroms zur Kontraktionshemmung (Bahnson et al., 1993). Je nach Gewebe,
Spezies und Zelltyp kann cGMP die intrazellulare Ca**-Konzentration auch durch die
Steigerung des Ca®*-Ausstroms, durch die Forderung der Ca®-Aufnahme in das
Sarkoplasmatische Retikulum und durch die Steigerung der Ca®'-Mobilisation
beeinflussen (Lucas et al., 2000).

Die Substrate der Proteinkinase | werden in verschiedene Gruppen unterteilt. Die
erste Gruppe umfat u.a. den IP3-Rezeptor, welcher primér an der Relaxation der
glatten Muskelzellen beteiligt ist (Komalavilas & Lincoln, 1996) sowie das
Vasodilator-stimulated Phosphoprotein  (VASP) und Vimentin, welche in die
Aktivierung von Plattchen und Neutrophilen involviert sind (Pryzwansky et al., 1995;
Aszodi et al., 1999). Das VASP dient als biochemischer Monitor fur die Aktivitat der
Proteinkinase | (Oelze et al., 2000). Es ist das Substrat der PKG in Thrombozyten
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sowie in Endothel- und glatten GefaBmuskelzellen (Draijer et al., 1995; Walter et al.,
1993).

Die zweite Gruppe beinhaltet den L-Typ Ca?*-Kanal, der neben der Phosphorylierung
zur Regulation des glattmuskuldren Gefalimuskeltonus und zur Kontraktilitdt des
Herzens beitragt (Jahn et al., 1988; Fukao et al., 1999), sowie die Ca?*-abhangige
zytosolische Phospholipase A;, die Tyrosin Hydroxylase und die Myosin-bindende
Untereinheit der Myosin-Leichtketten-Phosphatase, welche die Relaxation von
glatten Muskelzellen und die Vasodilatation koordiniert (Surks et al., 1999; Lucas et
al., 2000).

1.1.3 Mechanismus der GefaRkontraktion

Die Kontraktion und Relaxation der glatten Gefa@muskulatur wird durch den Anstieg
und den Abfall des intrazellularen Ca®'-Spiegels reguliert (Somlyo & Somlyo, 1994).
Eine ansteigende intrazellulare Ca?*-Konzentration verursacht (iber die Aktivierung
der Ca?/Calmodulin-abhangigen  Myosin-Leichtketten-Kinase ~ (MLCK)  eine
Kontraktion der glatten Muskelzellen. Die MLCK phosphoryliert die 20 kDa
Leichtketten des Myosins am Serin 19 und aktiviert die kontraktile Myosin-Adenosin-
Triphosphatase (ATPase) (Bennett & Waldman, 1995; Horowitz et al., 1996). Eine
sinkende intrazellulare Ca?*-Konzentration inaktiviert die Myosin-Leichtketten-Kinase
verbunden mit einer Dephosphorylierung der Myosin-Leichtketten durch die Myosin-
Leichtketten-Phosphatase (MLCP) und fuhrt zur Relaxation der glatten Muskelzellen
(Somlyo & Somlyo, 1994). Im glatten Muskel wird die Sensitivitdt des kontraktilen
Apparates gegeniber Kalzium durch intrazelluldre Botenstoffe reguliert. Diese
andern die Aktivitat der MLCP. Kontraktile Agonisten agieren Uber Signalmolekile
wie Proteinkinase C, Arachidonsdaure und Rho-Kinase. Sie steigern die
Empfindlichkeit der glatten GefaBmuskelzellen gegeniiber kontraktilen Stimuli durch
Hemmung der Myosin-Leichtketten-Phosphatase (Kimura et al., 1996; Kitazawa et
al., 1991). Umgekehrt regulieren endogenes NO, Atrialer Natriuretischer Faktor
(ANF) und exogene Stoffe wie Nitrovasodilatoren den Blutdruck durch die Aktivierung
der GC, Ansteigen des cGMP-Spiegels und Aktivierung der cGMP-abhéngigen
Proteinkinase la, welche fiir die NO-mediierte Vasorelaxation notwendig ist
(Lohmann et al., 1997; Pfeifer et al., 1998). Die cGMP-mediierte Relaxation der
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glatten Muskeln ist charakterisiert durch eine Reduktion der intrazelluldren Ca?*-
Konzentration und der Aktivierung durch die MLCP. Dies fiihrt zu einer Abnahme der
Sensitivitat des kontraktilen Apparates auf intrazellulares Kalzium (Surks et al.,
1999).

1.14 Lésliche Guanylylcyclase (GC)

Die GC ist der bedeutenste Rezeptor fir NO (Arnold et al., 1977; Palacios et al.,
1989). Sie ist ein heterodimeres Enzym, welches aus zwei Untereinheiten besteht
(Koesling et al., 1988 & 1990). Je nach Spezies und Gewebetyp existieren
verschiedene Subtypen der Untereinheiten. Die a;-Untereinheit besitzt ein
Molekulargewicht von 73 - 80 kDa, wahrend die 3;-Untereinheit ein Molekulargewicht
von 70 kDa aufweist (Gerzer et al., 1981a; Stone & Marletta, 1994). Die a-
Untereinheit konnte im menschlichen fétalen Gehirn nachgewiesen werden
(Harteneck et al., 1991). Die B,-Untereinheit hingegen wird vornehmlich in der Niere
und der Leber von Ratten exprimiert (Yuen et al., 1990). Die isolierten Untereinheiten
besitzen selbst keine katalytische Aktivitat, obwohl sie alle eine katalytische Doméane
aufweisen. Die cGMP-Synthese findet nur im dimeren Holoenzym statt. Die
Untereinheiten sind zum Teil austauschbar, ein funktionelles Enzym kann jedoch nur
durch die Kombination einer a- mit einer B-Untereinheit gebildet werden (Harteneck
et al., 1990; Buecheler et al., 1991; Foerster et al., 1996). Die GC ist ein Hamprotein,
sie besitzt eine nicht kovalent gebundene prosthetische Hamgruppe pro
Heterodimer. Diese ist fir den Aktivierungsmechanismus der GC von zentraler
Bedeutung. Die Stimulation erfolgt durch die Bindung von NO an das zweiwertige
Eisenatom des Hams und flhrt Gber eine Konformationsénderung zu einer bis zu
400-fachen Aktivitatserhdhung des Enzyms (Gerzer et al., 1981b; Stone & Marletta,
1995). Hamfreie GC-Préparationen lassen sich nicht durch NO stimulieren (Ignarro et
al., 1986), jedoch durch Hamanaloge wie Protoporphyrin IX (Ignarro, 1994). Es bildet
sich ein pentakoordinierter Ham-Nitrosyl-Eisen-Komplex. Dadurch wird die im
basalen Zustand vorhandene Histidin-Eisen-Bindung am Aminoséurerest Histidin-
105 der B-Untereinheit geldst (Zhao et al., 1998) und die Konformation des Proteins
verandert. In Mutanten mit der Aminosaure Phenylalanin anstelle von Histidin-105

kann keine Bindung an das Ham festgestellt werden. Auch eine Aktivierung des
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Enzyms durch NO ist dann - trotz erhaltener Basalaktivitét - nicht mehr moglich
(Wedel et al., 1994).

1.15 Aktivatoren der GC

Nitrovasodilatatoren sind eine Gruppe von pharmakologischen Substanzen, die
durch NO-Freisetzung eine Relaxation der glatten Gefalmuskulatur verursachen. Je
nach chemischer Struktur variiert der Mechanismus durch welchen NO freigesetzt
wird. Leicht reduzierbare Verbindungen wie Natriumnitroprussid (NNP) setzen NO
nicht enzymatisch, sondern durch die Aufnahme eines Elektrons frei (Harrison &
Bates, 1993). Die NO-Freisetzung aus NNP ist unter Lichtausschlul3 sehr gering. Die
im Blut vorhandenen Reduktionsmittel wie Thiole und Ascorbat fihren jedoch zu
einer therapeutisch nutzbaren NO-Freisetzung (Bates et. al.,, 1991). Der
Mechanismus der GC-Aktivierung durch NNP ist noch nicht genau charakterisiert.
Sie 148t sich in einigen Modellen nicht durch NO-Fanger wie Methylenblau hemmen,
so dal? méglicherweise eine direkte Interaktion des im NNP gebundenen NO mit der
Hamgruppe stattfinden kann (Bozinovski et al., 1994).

Bei organischen Nitraten, die nicht so leicht zu reduzieren sind, erfolgt die
Freisetzung von NO Uber einen bisher nicht genau bekannten enzymatischen
Mechanismus (Chung & Fung, 1990). Mdglicherweise sind Cytochrom P450-&hnliche
Enzyme daran beteiligt (Mulsch et al., 1995).

Ko et al. (1994) beschrieben erstmals die pharmakologische Wirkung des NO-
unabhéngigen Aktivators der GC 3-(5-Hydroxymethyl-2'-Furyl)-1-Benzylindazol
(YC-1). YC-1 besitzt direkte, endothelunabhangige vasodilatierende Wirkung auf
Ratten- und Kaninchenaorten und sensitiviert die GC schon in niedrigen
Konzentrationen gegentber NO (Mulsch et al., 1997). Die biologischen Wirkungen
von YC-1 wie Hemmung der glattmuskularen  Kontraktion  sowie
Thrombozytenadhésion und -aggregation werden Uber einen Anstieg des
intrazellularen cGMP vermittelt (Galle et al., 1999; Wu et al., 1995 & 1997). Es wurde
gezeigt, daR YC-1 und NO die GC synergistisch aktivieren (Friebe et al., 1996;
Mulsch et al., 1997).

Schwefelsubstituierte  Sulfonylamino-carbonsaure-N-arylamide  (S973448 und
HMR1766) sind Aktivatoren der Ham-oxidierten GC. Es handelt sich um Substanzen,

die selektiv die Eisen (Ill)-Form der GC aktivieren und Uber eine Steigerung der
cGMP-Produktion zu einer Vasorelaxation fuhren (Jannek, Dissertation in

Vorbereitung).

1.1.6 Akute Desensitivierung der GC

Die GC spielt eine Schlisselrolle in der Regulation der intrazellularen
Kalziumkonzentration. Daher muf3 ein physiologisch Mechanismus existieren, der
das Enzym reguliert (Kharitonov et al., 1997). Verschiedene Untersuchungen haben
eine verminderte GC-Aktivitdt gezeigt, wenn das Gewebe oder die Zellen mit NO-
freisetzenden Komponenten behandelt wurden und es konnte eine hohere
Sensitivitdt nachgewiesen werden, wenn das endogene NO gehemmt wurde
(Moncada et al., 1991; Papapetropoulus et al., 1996). An Mausen, die aufgrund eines
Gendefektes die endotheliale NO-Synthase nicht herstellen kénnen, wurde gezeigt,
daf3 die Sensitivitat gegenliber Nitrovasodilatatoren signifikant gesteigert, der weitere
Signaltransduktionsweg jedoch nicht veréndert ist. Endotheliales NO wie auch
chronisch verabreichtes exogenes NO fiihren zu einer akuten Desensitivierung der
GC bei unveranderter GC-Expression (Brandes et al., 2000).

Eine mogliche Ursache fir die Desaktivierung des Enzyms kénnten Redoxreaktionen
sein. Bei Anwesenheit von Sauerstoff wird die GC durch NO schnell oxidiert. Dies
fuhrt zu einer NO-Insensivitat der GC (Miilsch, 2000). Durch die Bindung von NO an
das Hameisen der GC wird die Histidin-Eisen (I1)-Bindung geldst (Stone & Marletta,
1994) und das Ham in die Eisen (lll)-Form Uberfuhrt. In diesem Oxidationszustand
kann es NO nicht binden. NO wird dann zu einem deutlich schwéacherem Stimulator
der cGMP-Produktion als bei der Eisen (ll)-Form des Enzyms (Craven & DeRubertis,
1978). Inhibitoren der NO-abhéngigen GC-Aktivitat wie 1H-[1,2,4]-Oxadiazolo[4,3,-a]-
Qinoxalin-1-One (ODQ) und Methylenblau fiihren zu einer Konversion des Eisen (1)
der Hamgruppe zur Eisen (Ill)-Form (Dierks & Burstyn, 1998; Schrammel et al.,
1996) und zur Abnahme der NO-Sensitivitat. Die GC in Rinderkoronarien unterliegt
einer spontanen sauerstoffabhéngigen Desensitivierung. Dies konnte durch den
Einsatz des Flavoprotein-Hemmers Diphenyliodonium nachgewiesen werden (lesaki
et al., 1999).
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Die hdmoxidierte GC kann durch starke Reduktionsmittel und Ascorbat reduziert und
wieder fiir NO sensitiviert werden (Olesen et al., 1998; Mulsch, 2000).

Es ist daher anzunehmen, dal die NO-Sensitivitat der GC in vivo durch den
Oxidationszustand des Hameisens reguliert wird.

Es konnte auch gezeigt werden, dal? der Redoxstatus der Proteinthiole eine wichtige
Rolle in der Enzymregulation spielt (Papapetropoulus et al., 1996; Dierks & Burstyn,
1998). Die Aktivierung der GC durch NO fihrt zu einer Disulfid-Bildung, die das
Enzym reversibel inaktiviert (Brandwein et al., 1981). Baltrons & Garcia konnten
1999 eine aktive Regulation des Enzyms nachweisen, indem sie zeigten, dal3 die
Behandlung mit Lipopolysacchariden die GC-Aktivitat und die Proteinlevel der ;-
Untereinheit in Astrogliazellen herabsetzt. Nach friiheren Untersuchungen von Zwiller
et al., 1985 katalysiert die Proteinkinase C die Phosphorylierung der GC in vitro und
fuhrt dadurch zu einem Anstieg der GC-Aktivitat. Inwieweit andere Proteinkinasen die
GC-Aktivitdt und NO-Sensitivitat beeinflussen, war zu Beginn dieser Arbeit nicht
bekannt.

1.2 GC-Regulation in Tiermodellen mit vaskularen Stérungen

1.2.1 Nitrattoleranz

Die vasodilatierende Wirkung von NO ist bei Erkrankungen wie arterielle Hypertonie,
Hypercholesterindmie und Diabetes mellitus deutlich herabgesetzt. Dies kann nicht
auf eine verminderte NO-Bildung zuruickgefuhrt werden, da die Expression der eNOS
bei diesen Erkrankungen eher kompensatorisch gesteigert als abgeschwécht ist
(Minzel et al., 1997). In verschiedenen Tiermodellen konnte nachgewiesen werden,
dalR die chronische in vivo Behandlung mit Nitroglycerol (NTG) zu einer
Toleranzentwicklung gegentiber organischen Nitraten sowie zu einer Kreuztoleranz
gegeniber anderen Nitrovasadilatatoren und endogenem NO fiihrt (Molina et al.,
1987).

NTG induziert die Vasorelaxation Gber die Freisetzung des vasoaktiven Metaboliten
NO (Feelisch & Kelm, 1991). Obwohl die akute Gabe von NTG zu einer starken
Vasodilatation fuhrt, zeigt sich bei der chronischen Applikation von NTG ein schneller

Wirkungsverlust in Form der Toleranzentwicklung (Minzel et al., 1995). Die
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Ursachen sind multifaktoriell. Sie umfassen neurohumorale Faktoren, wie die
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems sowie ansteigende Katecholamin- und
Vasopressinspiegel im Plasma (Munzel & Harrison, 1997). Ebenso konnte die
chronische Desensitivierung der GC (Molina et al., 1987) und eine verminderte
Expression der cGMP-abhangigen Proteinkinase | (Soff et al., 1997) nachgewiesen
werden. Die chronische Exposition von Zellen und Geweben in vitro mit hohen NO-
Konzentrationen fiihrt zu einer chronischen Desensitivierung der GC gegenilber
Nitrovasodilatatoren. Dieses Phanomen wird als in vitro Toleranz bezeichnet
(Waldman et al., 1986; Milsch et al., 1988) und ist mdglicherweise auch fiir die in
vivo Toleranz verantwortlich.

Im Tiermodell konnte an nitrattoleranten Kaninchen gezeigt werden (Minzel &
Harrison, 1997; Miunzel et al., 1995), daR die Bioverfiigbarkeit des NO durch erhéhte
endotheliale und glattmuskulére Bildung von Superoxidanionradikalen eingeschrankt
ist. Superoxid (O;) ist ein reaktives und toxisches Sauerstoffradikal, das
physiologisch in niedrigen Konzentrationen durch 1-Elektronenubertragung auf
Sauerstoffmolekille gebildet wird, wobei die Elektronen von verschiedenen Donoren
(NAD(P)H, Xanthin, Hypoxanthin) stammen. O, dismutiert spontan zu
Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff. Dieser Vorgang wird durch die
Superoxiddismutase (SOD) beschleunigt (Fridovich, 1978). Die Reaktion von Oz mit
NO ist dreimal schneller als die Dismutation durch SOD (Huie & Padjama, 1993).

Die sehr schnelle Reaktion mit O, zum ebenfalls kurzlebigen Peroxynitrit (ONOQ") ist
ein wichtiger Mechanismus zur Begrenzung der Bioverfiigbarkeit des NO (Darley-
Usmar et al., 1995; Freeman et al., 1995). Peroxynitrit wandelt sich spontan in das
biologisch inaktive anorganische Nitrat (NO3) um und wird ausgeschieden. Es kann
Tyrosinreste von Proteinen nitrieren und dadurch mit Tyrosinkinase- und G-Protein-
abhangigen Signaltransduktionswegen interferieren (Lander et al., 1993). Auch
hemmt Peroxynitrit die Prostazyklinbildung (Zou et al., 1999). Eine erhohte
Nitrotyrosinbildung 1aRt sich bei Atherosklerose (Beckman et al., 1994) und
Nitrattoleranz (Skatchkov et al., 1997) nachweisen.

In nitrattoleranten Kaninchen wird O2™ u.a. durch eine endotheliale NAD(P)H-Oxidase
generiert, die der NAD(P)H-Oxidase in neutrophilen Granulozyten &hnelt
(Rajagopalan et al., 1996). In Bluthochdruck- und Postinfarktmodellen wurde eine
NAD(P)H-Oxidase-Aktivitat im glatten Gefalimuskel fiir die endotheliale Dysfunktion

verantwortlich gemacht (Bauersachs et al., 1998).
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Neuere Untersuchungen von Cosentino et al. (1998) zeigen, dal auch die eNOS
selbst O, bildet, wenn der Kofaktor Tetrahydrobiopterin oder das Substrat L-Arginin

fehlen.

1.2.2 Bluthochdruck in Dahl-S-Ratten

Durch Bluthochdruck kommt es zu morphologischen wund funktionellen
Veranderungen in den BlutgefaRen. Das Renin-Angiontensin-System, Katecholamine
und salzreiche Nahrung tragen zur Entstehung von GefaRschédigungen beim
Bluthochdruck bei (Huttner & Gabbiani, 1983; Laragh et al., 1972; Limas et al.,
1980). Dahl entwickelte zwei Rattenstimme mit verschiedenen Tendenzen zum
Bluthochdruck. Der salzsensitive Stamm (DS) entwickelt einen Bluthochdruck, wenn
er mit salzreicher Diat gefittert wird und der salzresistente Stamm (DR) entwickelt
keine Hypertonie auf die Diat (Dahl et al., 1962). Das Modell weist Ahnlichkeiten zur
Hypertonie des Menschen auf, bei welchem Natrium zur Entstehung des hohen
Blutdruckes beitragt (Nicholls, 1984).

Die meisten Hypertoniemodelle zeigen, daR ein erhohter Blutdruck zu einer
Abnahme der endothelabhéangigen Relaxation fiihrt (Lischer & Vanhoutte, 1991). Im
Modell der Salz-induzierten Hypertonie wird vermutlich weniger NO gebildet (Lischer
etal., 1987a & b).

In der genetisch salzsensitiven Dahlratte mit Hypertonie ist der Einflud des
endothelialen NO auf die arteriellen WiderstandsgefalBe in der Muskulatur
herabgesetzt (Boegehold, 1992).

Andere Untersuchungen gehen davon aus, dafl der Bluthochdruck mit einer
gesteigerten Superoxidanion- und Wasserstoffperoxidproduktion assoziiert ist. Diese
wird durch zirkulierende Leukozyten und durch einen verminderten NO- sowie
Antioxidansspiegel ausgelost (Prabha et al., 1990; Kumar & Das, 1993). Dahl-S-
Ratten haben mehr Superoxid produzierende Leukozyten im Blut als die
normotensiven Dahl-R-Ratten (Shen et al., 1995). Auch Swei et al., 1997, konnten
feststellen, dal3 hypertensive DS eine hohere Wasserstoffperoxidkonzentration im
Plasma aufweisen als normotensive Kontrolltiere.

Der erhohte Blutdruck als Antwort auf die salzreiche Diat bei DS entsteht aufgrund

des ansteigenden peripheren und renalen GefaRwiderstandes (Simchon et al., 1989

& 1991). Die Ursache fiir die defekte GefalRantwort nach Gabe der salzreichen Diét
kann eine veranderte Produktion oder Wirkungsweise von vasodilatierenden
Faktoren sein. In Betracht kommen Veranderungen des Atrialen Natriuretischen
Faktors (Simchon et al., 1992; Nagase et al., 1997), des Arachidonsaure
Metabolismus (Roman et al., 1997), des Kallikrein-Kinin-Systems (Wang et al., 1996)
und des L-Arginin / NO - Signaltransduktionswegs. Der veranderte NO-Metabolismus
kann eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Hypertonie von DS spielen. Chen &
Sanders (1991 & 1993) =zeigten, daR die Salz-induzierte Hypertonie und
Nephrosklerose durch die Gabe der NO-Vorstufe L-Arginin verhindert werden kann.
He et al. (1997) konnten nachweisen, daf3 die Applikation von L-Arginin die abnorme
renale Hdmodynamik in DS normalisiert. In DS ist die renale Ausscheidung von NO-
Metaboliten und cGMP reduziert, dies kann ebenfalls durch L-Arginin-Gabe
normalisiert werden (Chen & Sanders, 1993). Die veranderte NO-Bildung und
-Wirkung ist auBerdem erkennbar an einer Abnahme der ACh-, Thrombin-, ADP-
induzierten endothelabhé&ngigen Relaxation in Aortenringen von DS (Luscher et al.,
1987 a & b).

DS zeigen vor dem Beginn der Hypertonie und dem Ansteigen des gesamten
peripheren GefalRwiderstandes einen gesteigerten renalen GefalBwiderstand als
Antwort auf salzreiche Diat (Simchon et al., 1989 & 1991). Die Veranderungen in der
Antwort der renalen Gefae sind assoziiert mit einer verminderten NO-Produktion
(Simchon et al., 1992 & 1996) und einer verminderten renalen NOS Aktivitat (Ikeda
et al., 1995).

Simchon et al. (1996) zeigten, daR die renalen GefaRe von DS hyperreaktiv auf
Vasokonstriktoren und hyporeaktiv auf Vasodilatatoren reagieren. Diese Studie
unterstitzt die Hypothese, dal3 die verénderte cGMP-Produktion eine primére Rolle
spielen kénnte bei dem Unvermégen der Nierengefal3e von DS auf salzreiche Diat zu
relaxieren. Solche Veréanderung konnen zur Salzretention und Entwicklung der
Hypertonie beitragen. DS kdnnen cGMP nicht in ausreichender Menge herstellen. Ob
die veranderte cGMP-Exkretion das Ergebnis einer verminderten cGMP-Produktion
oder NO-Produktion ist, ist noch unklar.

Durch Nierentransplantationen zwischen DS und DR wurde nachgewiesen, dal’ der
Genotyp der Nieren eine wichtige Rolle in der Pathogenese des Salz-induzierten
Bluthochdruckes spielt (Churchill et al., 1992; Morgan et al.,1990). Es wurde gezeigt,

da die Expression der B-Einheit der GC in Nieren von DS verandert ist. Die (3;1-
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Untereinheit des Enzyms ist vermindert, die 3;-Untereinheit ist verstarkt exprimiert.
Die B./a;-Untereinheiten bilden ein Heterodimer, welches eine verminderte NO-
Sensitivitat aufweist und die NO-stimulierte cGMP Akkumulation in den Zellen hemmt
(Gupta et al., 1997). Azam et al. (1998) konnten den Zusammenhang zwischen NO-
Signalweg, Blutdruck und Salzsensitivitat aufzeigen. Die verminderte NO-Sensitivitét
und NO-stimulierte cGMP-Bildung lassen darauf schlieRen, dal eine verminderte

GC-Aktivitat zur Salzsensitivitat beitragt.

1.3 Ziel der Arbeit

Das Ziel des ersten Teils der Arbeit war es, den Mechanismus der akuten und
chronischen Desensitivierung der GC gegenuber NO aufzuklaren. Dazu sollte
zunachst die akute Desensitivierung der glattmuskularen GC bei intakter
GefaRfunktion durch die Messung der isometrischen Kontraktion von Gefafdringen in
Organbadversuchen untersucht werden. Hierbei sollte die NO-Sensitivitat und der
Ham-Redox-Status der GC analysiert werden. Das Kontraktions- und
Relaxationsverhalten von isolierten Aorten, die aus gesunden Ratten prépariert
wurden, diente als MaB fur die Aktivitdt der GC. Um die Signal-
transduktionsmechanismen der GC-Desensitivierung néher zu charakterisieren,
sollte die Wirkung von endogenem und exogenem NO sowie dem Atrialen
Natriuretischen Faktor auf die GC untersucht werden.

Mit Hilfe neu entwickelter Aktivatoren der GC sollte die akute und die chronische
Aktivierung der Ham-oxidierten GC analysiert und der EinfluR der NO-Sensitivitéat,
des H&m-Redox-Status und der Proteinexpression auf die Regulation der GC
ermittelt werden. Hierzu wurden neu entwickelte schwefelsubstituierte Sulfonylamino-
carbonsaure-N-arylamide (S973448 und HMR1766) verwendet, die selektiv die Eisen
(IN)-Form der GC aktivieren und aus diesem Grund geeignet sind, mdgliche
Verschiebungen des Redoxgleichgewichtes der GC nachzuweisen.

Mit Hilfe von isometrischen Kontraktionsmessungen an isolierten GefaRringen im
Organbad sollte aulRerdem untersucht werden, ob diese Pharmaka - ahnlich wie die
organischen Nitrate - bei langerer Applikation zu einer Toleranzentwicklung und
Wirkungsabschwéchung fiihren und ob sie geeignet waren, die organischen Nitrate

bei der Behandlung von Krankheitshildern mit endothelialer Dysfunktion, wie
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Atherosklerose und Bluthochruck, zu ersetzen. Hierzu sollten Ratten Uber einen
Zeitraum von drei Tagen bzw. vier Wochen mit diesen Substanzen behandelt
werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten Aortensegmente aus Ratten verwendet werden, die
eine experimentell induzierte Stérung der GefaRfunktion aufweisen. Es wurden das
Tiermodell der nitrattoleranten Ratte und des Salz-induzierten Bluthochdrucks der
Dahl-S-Ratte gewahlt, um zu untersuchen, ob bei diesen vaskularen Stérungen eine
chronische GC-Desensitivierung vorliegt. Um zu ermitteln, auf welcher Ebene die
GC-Funktion gestort ist, sollten die NO-Sensitivitat, der Him-Redox-Status und die
Proteinexpression analysiert werden. Hierbei sollten ebenfalls die neu entwickelten
Aktivatoren der Ham-oxidierten GC eingesetzt werden.
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Il Material und Methoden

2.1 Material

211 Substanzen

Die Bezugsquellen fur die Substanzen waren:

Acetylcholin, Atrialer Natriuretischer Faktor, Benzamidin, BSA, Diclofenac, EDTA,
DTT, Leuptetin, TEMED, Nw-Nitro-L-Arginin-Methylester, N®-Nitro-L-Arginin,
Phenylephrin, Natriumnitroprussid, Sucrose von Sigma (Deisenhofen).
Calciumchlorid-Dihydrat, Ca-EDTA, Glucose, Kaliumchlorid, Magnesiumsulfat-
Heptahydrat, Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat, Natriumnitrit von Merck
(Darmstadt).

Bromphenolblau, Glycin, HEPES, Ponceau S-Ldsung, Tween 20 von Serva
(Heidelberg).

Bradford-L&sung, Acrylamid von Roth (Karlsruhe).

Magnesiumchlorid-Hexahydrat, Natriumchlorid, TEMED von AppliChem (Darmstadt).
Cremophor, HMR1766, Hydroxyethylcellulose 0,5 %, Polyethylenglykol 400,
S973448, YC-1 von Aventis (Frankfurt/M.).

Ketamin (Exalgon 1000®) von Rhéne Merieux (Laupheim).

Xylazin (Rompun TS®), polyklonaler a; (GC)-Antikérper (IgG Kaninchen) von Bayer
(Leverkusen).

polyklonaler B:1 (GC)-Antikdrper (IgG Kaninchen) von Dr. P. Yuen (Memphis, USA).
SDS, anti-Kaninchen-1gG (IgG Ziege) von Calbiochem (Bad Soden).

polyklonaler Peptid-Antikdrper (IgY Huhn) gegen a1/Bi-Untereinheiten der GC,
polyklonaler Antikdrper anti-Huhn-IgY (IgG Kaninchen) von BioGenes (Berlin).
Dimethylsulfoxid von Fluka (Neu-Ulm).

AMPS von BioRad (Miinchen).

Pferdeserum (Seromed®) von Biochrom (Berlin).

Heparin-Natrium (Liquemin N 25.000%) von Hoffmann-La Roche (Grenzach-Wyhlen).
Nitroglycerol 2,25 % in Glucose Monohydrat von Pohl-Boskamp (Hohenlockstedt).
Nitroglycerol-Lésung 9,6 % von Unikem (Kopenhagen, Danemark).

Tris-Base von United States Biochemical (Cleveland, USA).
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212 Zusammensetzung der Lésungen 2.1.2.3 Loésungen fur Proteinaufarbeitung, SDS-Page und Immunoblot
2.1.2.1 Die Praparation der Aorten wurde in Hepes-Tyrode-Pufferldsung a) Homogenisationspuffer

durchgefuhrt. Diese wies folgende Zusammensetzung auf:

NaCl 1320 mM
Hepes 94 mM
Glucose 50 mM
KCI 40 mM
MgCl, 0,49 mM
CaCl, 1,0 mM b)

2.1.2.2 Fir die Organbadversuche wurde eine Krebs-Henseleit-Pufferldsung

verwendet. Sie war wie folgt zusammengesetzt:

NaCl 1190 mM
KCI 47 mM
CaCl, 1,6 mM
MgSO4 1,2 mM c)
NaHCO3 21,0 mM
KH,PO, 1,2 mM
Ca-EDTA 0,026 mM
Glucose 120 mM
Diclofenac 0,02 mM
Fir die Vorkontraktionen der Aorten im Organbad wurde eine kaliumreiche Krebs- d)

Henseleit-Pufferldsung angesetzt. Diese bestand je nach Versuchsansatz aus
40,0 mM KCI und 45,0 NaCl oder 80,0 mM KCI und 45,0 mM NaCl und wies

ansonsten die gleiche Zusammensetzung wie die bereits beschriebene Krebs-

Henseleit-Pufferldsung auf.

Tris/HCI pH 7 20
Sucrose 250
EDTA 0,2
Leupeptin 10
Benzamidin 2
DTT 10

Trenngel 8 %
2,7 ml Acrylamidlésung

mM
mM
mM
pg/ml
mM
mM

(30 % Acrylamid, 0,8 % N,N‘-Methylen-bisacrylamid)

3,7ml Tris 1 M (pH 8,8)
3,4 ml Agua bidest

100 pl SDS 10 %
80 pl AMPS 10 %
10 pl TEMED

Sammelgel 4 %

390 pl Acrylamidldsung
375 pl Tris 1 M (pH 6,8)
2,2 ml Agua bidest

30 ul SDS 10 %
20 pl AMPS 10 %
4 pITEMED

Elektrophoresepuffer

Tris 250 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 %
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e)

s)]

h)

Probenpuffer (modifiziert nach Laemmli, 1970)

SDS

Glycin
Bromphenolblau
Tris/HCI (pH 6,8)
DTT

Transferpuffer
Glycin

Tris

Methanol

Waschpuffer |
Tween 20

NaCl
Tris/HCI (pH 7,5)

Blockingpuffer
Pferdeserum

BSA

Tween 20

NaCl

Tris/HCI (pH 7,5)

Waschpuffer Il
NaCl

Tris/HCI (pH 7,5)

2%

10 %
0,01 %
62,5 mM
25 mM

160 mM
25 mM
20 %

0,3%
20 mM
50 mM

10 %
3%
0,05 %
20mM
50 mM

20 mM
50 mM
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213 Losungsvorschriften

1) YC-1 (3-(5"Hydroxymethyl-2"Furyl)-1-Benzylindazol)
MG = 304,35 g/mol

Fir  die  Organbadversuche  wurde  YC-1 in dem Lésungsmittel
Glycopherol/Cremophor RH 40 75:25 (1:4 in Aqua bidest) nach folgender Vorschrift

gelost:

- 1 mg YC-1 wurde in 100 pl Glycopherol/Cremophor RH 40 75:25 bei 40° C
aufgeldst, in 20 pl Aliquots Gberfiihrt und bei - 20° C aufbewahrt.

- Am Versuchstag wurde eine Stammldsung von 8,3 mM hergestellt, indem
jeweils ein Aliquot mit 60 pl Aqua bidest verdiinnt wurde.

- Fur die Organbadkonzentrationen 0,1 uM und 1 uM wurde die Stammldsung
entsprechend 1:10 mit Aqua bidest verdiinnt. Fir Organbadkonzentrationen
ab 10 uM wurde die Stammldsung unverdinnt verwendet.

2) Schwefelsubstituierte Sulfonylamino-carbonsaure-N-arylamide
a) S973448 MG = 612,15 g/mol
b) HMR1766 MG = 598,50 g/mol

Fir die Organbadversuche wurden diese Substanzen in dem Lésungsmittel DMSO

nach folgender Vorschrift gelost:

- Es wurde zuné&chst eine 10 mM Stammldsung mit DMSO hergestellt.

- AnschlieBend wurde die Stammldsung mit 37° C warmer Krebs-Henseleit-
Pufferlésung auf 100 uM verdinnt.

- Fur die Organbadkonzentrationen von 0,1 uM und 1 uM wurde die verdiinnte

Ldsung und fir Konzentrationen ab 10 uM die Stamml&sung verwendet.

Alle anderen verwendeten Substanzen wurden in Aqua bidest gelost.
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2.2 Methoden

221 Tierspezies und Haltungsbedingungen

Es wurden ménnliche und weibliche Wistar Ratten (Harlan Winkelmann, Borken),
mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles River, Sulzfeld) sowie mannliche Dahl-
S-Ratten (Mdllegaard, Ry, Danemark) verwendet. Die Tiere wurden auf staubfreiem
Holzgranulat (Altrominfaser, Altromin Tier-Labor-Service, Lage) in 550x330x200 mm
groBen Makrolon-Kafigen (Erich Becker, Castrop-Rauxel) gehalten. Die Futterung
erfolgte mit der Altromin-Standard-Di&t Nr. 1320 (Altromin Tier-Labor-Service, Lage)
und Leitungswasser ad libitum. Die Raumtemperatur des Tierstalls betrug zwischen
21° - 25° C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 45 - 65 %. Der Raum wurde in
einem zirkadianen hell-dunkel Lichtrhythmus im Verhaltnis 10:14 (7.00 - 17.00 Uhr)
mit Neonlampen beleuchtet.

2.2.2 Tiermodelle

2.2.2.1 Behandlung mit der Substanz S973448 fiir 3 Tage

Mannliche Sprague-Dawley-Ratten, ca. 350 - 400 g Korpergewicht (KG), wurden
Uber einen Zeitraum von 3 Tagen mit der Substanz S973448 oder dem
Lésungsmittel Polyethylenglykol 400 (PEG 400) behandelt. Die Substanz wurde
dreimal t&glich in einer Dosierung von 10 mg/kg KG subkutan injiziert. Die
Kontrollgruppe erhielt lediglich das LOsungsmittel, was einer subkutan injizierten
Menge von 1 mllkg KG entsprach. Am 4.Tag wurden die Tiere mit einer
intraperitonealen Injektion von 100 mg/kg KG Ketamin (Exalgon 1000®) und 5 mg/kg
KG Xylazin (Rompun TS®) anasthesiert. Durch Punktion der A. abdominalis wurden
die Ratten entblutet. Danach wurde die A. thoracalis unter Vermeidung von Zug und

Druck entnommen.
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2.2.2.2 Behandlung mit der Substanz HMR1766 fir 3 Tage

Mannliche Sprague-Dawley-Ratten, ca. 350 - 400 g KG, erhielten drei Tage lang
zweimal téglich 10 mg/kg KG HMR1766 bzw. das Losungsmittel PEG 400 1 mi/kg
KG subkutan injiziert. Am 4.Tag wurden die Tiere wie unter Kap. 2.2.2.1
beschrieben anésthesiert und durch Punktion der A. abdominalis entblutet. Die A.
thoracalis wurde entnommen und das gewonnene Blut fir die Bestimmung der

Plasmaspiegelkonzentration von HMR1766 verwendet (Fa. Aventis, Frankfurt/M.).

2.2.2.3 Behandlung mit der Substanz HMR1766 fir 4 Wochen

Mannlichen Sprague-Dawley-Ratten, ca. 350 - 400 g KG, wurde Uber einen Zeitraum
von vier Wochen einmal taglich 30 mg/kg KG HMR1766 (Charge HT1) bzw. 2 mi/kg
KG der Tréagersubstanz Hydroxyethylcellulose 0,5 % oral Uber eine Schlundsonde
eingegeben. Zwei Stunden nach der letzten Applikation wurden die Tiere wie bereits
beschrieben narkotisiert, entblutet und das gewonnene Blut fur die Bestimmung der
Plasmaspiegelkonzentration von HMR1766 verwendet (Fa. Aventis, Frankfurt/M.).
Die A. thoracalis wurde fiir die nachfolgenden isometrischen Relaxationsmessungen

entnommen.

2.2.2.4 Implantation der osmotischen Minipumpe

Zur Erzielung einer Nitrattoleranz in vivo wurden bei ménnlichen Wistar Ratten, ca.
300 g Korpergewicht (KG), osmotische Minipumpen (Alzet 2ML1, Charles River,
Sulzfeld) implantiert. Die Minipumpen wurden mit 2 ml Nitroglycerol-Lésung 9,6 % in
Ethanol (Unikem A/S, Kopenhagen, Danemark) oder nur mit dem L&sungsmittel
Ethanol 98 % gefullt. Die Tiere wurden mit einer intraperitonealen Injektion von
100 mg/kg KG Ketamin (Exalgon 1000®) und 5 mg/kg KG Xylazin (Rompun TS®)
anasthesiert. Die Minipumpe wurde nach Rasur und Desinfektion der Haut zwischen
den Schulterblattern in einer subkutanen Tasche implantiert. Die Freisetzung der
Substanzen aus der Minipumpe erfolgte in einer kontinuierlichen Pumprate von

10 pl/h. Dies entsprach einer Freisetzungsrate von 1 mg/h Nitroglycerol (NTG). Am
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3. Tag wurden die Ratten wie beschrieben narkotisiert. Nach Injektion von 1.000 IE
Heparin (Liquemin N 25.000%) in die V. cava caudalis wurden die Tiere mittels
Durchtrennung der A. abdominalis entblutet. Danach wurde die A. thoracalis

vorsichtig entnommen.

2.2.2.5 Futterung mit salzreicher Diat

Mannliche Dahl-S-Ratten wurden im Alter von 3 Wochen fir 10 Wochen mit einer
salzreichen Diat (Altromin Standard Diat Nr. 1324 plus 4 % NacCl, Altromin Tier-
Labor-Service, Lage) gefittert. Die Kontrollgruppe erhielt fiir denselben Zeitraum die
gleiche Diat ohne NaCl-Zusatz. Im Alter von 13 Wochen (Kérpergewicht ca. 300 g)
wurden die Tiere wie bereits beschrieben anésthesiert. Die A. thoracalis wurde nach
der intravendsen Injektion von 1.000 IE Heparin in die V. cava caudalis und dem

Entbluten der Tiere entnommen.

2.2.3 Isolation von Gefal3ssegmenten der A. thoracalis der Ratte

Die Ratten, 300 - 400 g Kdorpergewicht (KG), wurden mit einer intraperitonealen
Injektion von 100 mg/kg KG Ketamin und 5 mg/kg KG Xylazin anésthesiert. Nach
Injektion von 1.000 IE Heparin in die V. cava caudalis wurden die Tiere mittels
Durchtrennung der A. abdominalis entblutet. Die A. thoracalis wurde unter
Vermeidung von Zug und Druck enthommen und in einer mit Hepes-Tyrode-
Pufferlosung gefullten, eisgekihlten Petrischale von umgebenden Fett- und
Bindegewebe gelést. Das Gefalllumen wurde mit Hepes-Tyrode-Pufferlésung
durchspilt und die Aorta in 2 - 3 mm lange Ringe geschnitten. Bei einem Teil der
Ringe wurde das Endothel mechanisch entfernt, indem die Gefairinge mit Hilfe einer
ins GefaRlumen eingefuhrten Pinzette auf einer angefeuchteten Unterlage vorsichtig
gerollt wurden. AnschlieBend wurden die Aortensegmente zur isometrischen
Kontraktionsmessung zwischen einem fixierten Haken am Boden des Organbades
(Eigenbau) sowie einem Kraftaufnehmer (Isometrischer Transducer GM2, FMI
GmbH, Seeheim) eingespannt. Das mit Krebs-Henseleit-Pufferlosung gefillte

Organbad wurde mit einer Thermostabilisiereinheit auf 37° C temperiert und mit
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Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid) begast. Die mit dem Kraftaufnehmer
registrierten Tonusénderungen wurden durch einen Verstarker (Eigenbau) verstérkt
und mit einem Vier-Kanal-Schreiber (Linseis L 2200, Fa. Linseis GmbH, Selb) bei
einer Papiergeschwindigkeit von 10 - 50 cm/h aufgezeichnet. Vor jedem Versuch
erfolgte eine Kalibrierung mit Eichgewichten (Eigenbau).

224 Durchfiihrung der isometrischen Kontraktionsmessungen im Organbad

Die isometrischen Kontraktionsmessungen im Organbad wurden - soweit nicht

anders vermerkt - nach folgenden Versuchsprotokollen durchgefihrt:

2.2.4.1 Methode A

Nach dem Einbringen in das Organbad wurden die GefaRringe schrittweise auf 2 g
vorgedehnt, um eine fir die maximale Kontraktion optimale Vorspannung zu
erhalten. Dies erfolgte Uber einen Zeitraum von 50 - 60 min. Nach Erreichen des
stabilen Ausgangsniveaus wurde mit den Kontraktionsversuchen begonnen. Die
Kontraktilitat aller GefaRe wurde mit kaliumreicher Krebs-Henseleit-Pufferlésung
(40 mM K*) getestet. Hierfir wurde die Organbadldsung vollstandig ausgetauscht.
Alle Versuche fanden in Gegenwart von Diclofenac (0,02 mM in der Krebs-Henseleit-
Pufferlésung) statt, um die Prostaglandinsynthese zu hemmen. Die Uberpriifung der
Endothelintegritat erfolgte im AnschluR an die K'-induzierte Kontraktion mit Hilfe
einer Acetylcholin-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Konzentrationen: 1 nM, 10 nM,
100 nM, 1 uM, 10 uM). Durch die Kontraktion mit kaliumreicher Krebs-Henseleit-
Pufferlésung wurde gewahrleistet, dal? nur die NO-mediierte Vasorelaxation selektiv
erfal3t wurde, nicht jedoch die durch den endothelialen hyperpolarisierenden Faktor-
induzierte Kontraktionshemmung. Nach anschlielRender Waschung der GefaRe mit
Krebs-Henseleit-Pufferlésung und einer Ruhephase auf dem Ausgangsniveau fiir
10-20 min, erfolgte die Kontraktion mit dem o-Adrenozeptor-Agonisten
Phenylephrin (300 nM). Nach dem Erreichen eines stabilen Tonus erfolgten durch
die Zugabe der entsprechenden Dilatatoren kumulative Konzentrations-Wirkungs-
Kurven (KWK) bis zur maximal erreichbaren GefaRrelaxation. Wurden verschiedene

Dilatatoren verwendet, erfolgte nach mehrmaligem Waschen der Geféal3e und einer
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Ruhephase von 10 - 15 min eine erneute Kontraktion mit Phenylephrin (300 nM) mit
nachfolgender KWK firr die zu untersuchende Substanz. Die Zugabe der nachst
héheren Konzentration erfolgte sofort nach der maximal erreichbaren Relaxation der
vorherigen Konzentration. Da sich jedoch bei den Substanzen S973448, HMR1766
und YC-1 nach der Zugabe der einzelnen Konzentrationen kein stabiles
Relaxationsniveau einstellte, wurden diese Wirkstoffe, um vergleichbare Kurven zu
erhalten, im Abstand von 20 min hinzugegeben und die maximale Relaxation der

GefalRe nach diesem Zeitraum ermittelt.

2.2.4.2 Methode B

Nach dem Einbringen in das Organbad wurden die Geféalsegmente in einer
Zeitspanne von 40 - 50 min schrittweise auf 1 g vorgespannt. Die Kontraktilitat der
GefaBe wurde mit 80 mM kaliumreicher Krebs-Henseleit-Pufferlosung tberpruft.
Auch hier fanden die Versuche in Gegenwart von 0,02 mM Diclofenac statt. Die
Vorkontraktionen wurden dreimal durchgefiihrt, dazwischen wurden die GefaRe
ausgewaschen und fur 15 min im Ruheniveau belassen. Die Uberpriifung des
Endothels erfolgte wie unter Kap. 2.2.4.1 beschrieben. AnschlieRend wurde die
endotheliale NO-Synthase durch die Gabe von N®-Nitro-L-Arginin (300 uM oder
30 uM jeweils far 30 min) ausgeschaltet, um eine durch endotheliales NO
hervorgerufene Relaxation zu verhindern. Die nachfolgenden Kontraktionen wurden
durch die Zugabe einer entsprechenden Konzentration des a-Adrenozeptor-
Agonisten Phenylephrin ausgeldst, so daB alle GeféaRstiicke einer Organbadserie ein
vergleichbares Kontraktionsniveau von ca. 80 % der letzten K'-induzierten
Vorkontraktion aufwiesen. Nach dem Erreichen eines stabilen Tonus erfolgten

kumulative KWK wie unter Kap. 2.2.4.1 beschrieben.

2.2.5 Isolierung der nativen Proteine

Die Rattenaorten wurden unter flissigem Stickstoff mit einem Pistill fein gemorsert, in
ein gekihltes Eppendorfgefal? uberfuhrt und gewogen. Je nach Probengewicht
wurde die funffache Menge (g/Vol) des Homogenisationspuffers hinzugefugt und die
Probe 30 min auf Eis inkubiert. Die aufgeschlossenen Proben wurden bei 10000 g fur
10 min zentrifugiert und aus dem Uberstand wurde der Gesamtproteingehalt nach
Bradford (1976) ermittelt. Die Aufbewahrung der Proteinproben erfolgte bei - 70° C.

2.2.6 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese zur Proteinauftrennung

Proteinproben unterschiedlicher Reinheitsgrade kdnnen Uber die Gelelektrophorese
auf ihre Proteinzusammensetzung und Homogenitét Uberprift werden. Durch die
Zugabe von SDS denaturieren die Proteine und erhalten proportional zu ihrer GréRRe
eine negative Ladung. Somit entfallen Trennungseigenschaften durch
unterschiedliche Ladung, und die Proteine kénnen im Polyacrylamidgel nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden.

Fir die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-Page) nach
Laemmli (1970) wurde die BIORAD Mini Protein Il Apparatur (BioRad, Miinchen)
verwendet. Zur Auftrennung der a;- und Bi-Untereinheiten der GC wurden SDS-
Polyacrylamidgele mit einem 4 %-igem Sammelgel und einem 8 %-igem Trenngel
verwendet. Die Trenngelldsung (ca. 5 ml/Gel) wurde in die Plattenapparatur
(0,75 mm, 6 x 9,5cm) gegossen. Fir den anschlieBenden Gellauf wurde der
Elektrophoresepuffer verwendet. Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und
5- 10 min bei 96° C aufgekocht, um eine komplette Denaturierung der Proteine zu
erreichen. Danach wurden die Proben abzentrifugiert (30 sec, 10000 g) und auf das
Proteingel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei Raumtemperatur und einer

Stromstarke von 10 mA (Sammelgel) bzw. 20 mA (Trenngel).
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2.2.7 Immunoblot (Western Blot)

Zur weiteren Analyse der Proteine nach SDS-Page wurden diese auf eine Membran
(Nitrozellulose, Schleicher & Schuell, Dassel) transferiert. Dadurch wurden die
Proteine immobilisiert und besser zugénglich fur einen immunologischen Nachweis,
da sie nur auf die Oberflache der Membran geblottet wurden.

Zum elektrophoretischen Transfer der Proteine wurde eine Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Apparatur (BioRad, Minchen) verwendet. Die Proteine im
SDS-Polyacrylamidgel wurden in Transferpuffer auf die Nitrozellulosemembran
Ubertragen. Der Proteintransfer (60 min, 4° C) erfolgte bei einer Spannung von 100 -
150 Volt bei einer maximalen Stromstéarke von 250 mA.

Anschlieend wurden die Nitrozelluloseblots zweimal mit Wasser gewaschen und
1min in 0,2 % Ponceau S-Lésung angefarbt. Hierdurch konnte der Erfolg des
Transfers und die gleichmafige Beladung des Gels Uberprift werden.

Zum Entfarben der Proteinbanden wurden die Blots in Waschpuffer | geschwenkt
und zur Abséttigung unspezifischer Proteinbindungsstellen 40 min mit Blockingpuffer
behandelt. Bei 4°C erfolgte die 12-stindige Inkubation des Blots mit einem
spezifischen polyklonalen Antikdrper (AK) (IgY-AK aus Huhn Kap. 3.1.4 bzw. IgG-AK
aus Kaninchen Kap. 3.2.1.6 / Kap. 3.2.3.1) gegen die a;- und B;-Untereinheiten der
GC, um eine Antigen-AK-Bindung zu erhalten. Hierbei waren die AK im
Blockingpuffer 1:500 verdiinnt. Um den ungebundenen AK zu entfernen, wurden die
Blots finfmal mit Waschpuffer | (je 2 min) und zweimal mit Waschpuffer Il (je 20 min)
gewaschen und erneut 20 min mit Blockingpuffer bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach erfolgte die Inkubation (1 h, Raumtemperatur) mit einem sekundéren
Peroxidase-konjugierten polyklonalen AK (IgG-AK aus Kaninchen, 1:10000 im
Blockingpuffer, Kap. 3.1.4), der die IgY-AK des Huhnes erkennt bzw. anti-Kaninchen-
IgG-AK aus Ziege Kap. 3.2.1.6 / Kap. 3.2.3.1). Der ungebundene AK wurde wie der
1. AK durch Waschen entfernt. Die Detektion des sekundaren AK-Enzym Konjugats
erfolgte mit dem ECL®-System (Amersham-Buchler), das uber die von der
Meerrettich-Peroxidase katalysierte Spaltung ein fluoreszierendes Signal erzeugt.
Nach dem Auflegen eines Rontgenfilms (Fuji RX-Film, Du Pont) konnten die
Proteinbanden als Schwarzung des Films erkannt werden. Zur semi-quantitativen
Bestimmung der relativen Proteinmengen wurden die Filme densitometrisch

ausgewertet (Scion Image Beta II).
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2.2.8 Statistische Auswertung

Die deskriptive Darstellung der Daten erfolgte durch Angabe der Mittelwerte +
Standardabweichung. Die agonisteninduzierte Kontraktion und Relaxation der
GefaRBe im Organbad wurde als Verénderung der isometrischen Kontraktion [in
Gramm] registriert und die Relaxation prozentual bezogen auf die Vorkontraktion
angegeben (Relaxation [%]). Soweit angegeben, wurden die molaren
Konzentrationen der Substanzen, die die halbmaximale Kontraktion bzw. Relaxation
(ECso) erzeugten, fur jede Konzentrations-Wirkungs-Kurve errechnet. Die
Kurvenanpassung der graphischen Darstellung erfolgte mit dem Programm Slide
Write Plus™ V2.0 (Advanced Graphics Software Inc., Carlsbad, USA). Um die
statistische Signifikanz von Unterschieden zu prifen, wurde der Student-t-test fir
gepaarte Daten angewandt (Graph Pad Instat tm, Graph Pad Software, San Diego,
USA). Nachfolgend wurde eine Bonferroni-Korrektur fur den multiplen Vergleich
durchgefuhrt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen.
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1] Ergebnisse
3.1 GC-Regulation bei intakter GefaRfunktion

3.11 Akute Desensitivierung der glattmuskuldren GC gegeniiber NO durch das
Endothel

Das Ziel dieser Untersuchungen war es, zu klaren, durch welchen Mechanismus das
Endothel die akute Desensitivierung der l6slichen Guanylylcyclase (GC) gegeniber
NO in den Rattenaorten, die durch exogenes NO relaxiert wurden, bewirkt. Es wurde
untersucht, ob die GC der glatten GefaBmuskulatur beeinflusst wird und - falls dies
zutrifft - durch welchen Mechanismus ihre Empfindlichkeit gegeniiber NO geandert
wird. Weiterhin wurde ermittelt, ob die GC direkt durch NO desensitiviert wird, oder
ob die Desensitivierung die Folge einer gesteigerten cGMP-Bildung ist.

3.1.1.1 Nachweis der Wirkung des bei isometrischer Kontraktion aus Rattenaorten
in vitro freigesetzten endothelialen NO

a) mannliche Ratten

50

——PE 30 nM
—PE 50 nM

Kontraktion [%]

L-NNA [log M]

Abb. 1a Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von N®-Nitro-L-Arginin
(L-NNA) fur die Kontraktion von endothelintakten Aortensegmenten der
A. thoracalis von mannlichen Ratten nach submaximaler Vorkontraktion mit
Phenylephrin (PE). Die L-NNA-induzierte Kontraktion wurde relativ zur
maximalen (80 mM K'-induzierten) Kontraktion [%)] dargestellt. Die Symbole
reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 1 (PE 30 nM) und
2 (PE 50 nM) Tieren, pro Tier wurden 2-4 Aortenringen gleichzeitig
untersucht.
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b) weibliche Ratten

50

——PE 30 nM
—PE 50 nM

Kontraktion [%)]

L-NNA [log M]

Abb. 1b Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von N®-Nitro-L-Arginin
(L-NNA) fur die Kontraktion von endothelintakten Aortensegmenten der
A. thoracalis von weiblichen Ratten nach submaximaler Vorkontraktion mit
Phenylephrin (PE). Die L-NNA-induzierte Kontraktion wurde relativ zur
maximalen (80 mM K'-induzierten) Kontraktion [%)] dargestellt. Die Symbole
reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 1 (PE 30 nM) und
2 Tieren (PE 50 nM), pro Tier wurden 2-4 Aortenringen gleichzeitig
untersucht.

Zunachst wurde festgestellt, unter welchen experimentellen Bedingungen die basale
endotheliale NO-Freisetzung den GefalRtonus am starksten beeinflusst. Die
Voraussetzung zum Nachweis der kontraktionshemmenden Wirkung des basal
freigesetzten NO ist, dal3 ein aktiver Geféf3tonus vorliegt, ahnlich der in vivo
Situation. Die Rattenaorten wurden daher mit dem a-Adrenozeptor Agonisten
Phenylephrin (PE) aktiv, aber submaximal kontrahiert und die basale NO-Freisetzung
durch die nach Hemmung der NO-Synthase mit N®-Nitro-L-Arginin (L-NNA) erzielte
Tonussteigerung demaskiert.

Da es in der Literatur Hinweise auf Geschlechtsunterschiede in der basalen NO-
Freisetzung gibt (Stallone, 1993), wurden fir diese Versuche sowohl mannliche als
auch weibliche Ratten verwendet. Die Versuche wurden nach der Methode B
(Kap. 2.2.4.2) durchgefiihrt. Die Endothelintegritdét wurde durch Stimulation der
endothelabhéngigen Relaxation mit Acetylcholin (ACh), das in kumulativen
Konzentrationen (1 nM - 10 pM) zugesetzt wurde, nachgewiesen. Bei den
mannlichen Tieren lag die maximale Relaxation nach Zugabe von 10 pM ACh bei
33 % (ECsp 300 nM) und bei den weiblichen Tieren bei 40 % (ECso 340 nM) (ohne
Abb.). AnschlielBend wurden die GefaBsegmente mit PE (30 - 50 nM) kontrahiert.

Zum Nachweis des endothelialen NO wurde nach 15 min der NO-Synthase-Hemmer
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L-NNA in kumulativen Konzentrationen zugegeben (100 nM - 30 uM) und jeweils die
zusatzliche maximal erzielte Tonussteigerung ermittelt. Wie in Abb. la dargestellt,
betrug bei den ménnlichen Tieren die durch 30 uM L-NNA induzierte Kontraktion
nach Tonisierung mit 30 nM PE 30 % (ECso 660 nM L-NNA) und nach Tonisierung
mit 50 nM PE 27 % (ECso 295 nM L-NNA). Es war demnach ein Unterschied
zwischen mit 30 nM und mit 50 nM PE-tonisierten GeféaRen hinsichtlich der
kontraktilen Potenz, nicht aber der Effizienz (Maximaleffekt) des L-NNA festzustellen.
Nur im unteren Konzentrationsbereich trat eine geringfligig stérkere Kontraktion bei
den mit 50 nM PE kontrahierten Segmenten auf. Somit scheint die basale NO-
Freisetzung den mit 30 nM PE als auch den mit 50 nM PE induzierten Tonus in
gleichem Ausmalf3 herabzusetzen.

Bei den weiblichen Tieren (Abb. 1b) wurde nach Tonisierung mit 30 nM PE eine
maximale Kontraktion von 21 % mit 10 pM L-NNA erreicht (ECso 870 nM L-NNA). Bei
starkerer Tonisierung mit 50 nM PE betrug die maximale Tonussteigung durch
L-NNA 35 % (ECso 590 nM L-NNA). L-NNA zeigte eine starkere kontraktile Wirkung
bei 50 nM PE gegeniiber den mit 30 nM PE kontrahierten Segmenten. Bei 30 uM
L-NNA war hingegen eine leichte Abnahme der Kontraktion auf 20 % (30 nM PE)
bzw. 32 % (50 nM PE) zu beobachten. Die basale NO-Freisetzung liel3 sich bei den
weiblichen Tieren am besten bei einer Konzentration von 50 nM PE und 10 puM
L-NNA nachweisen. Beim Nachweis der basalen NO-Freisetzung zeigten die
Aortenringe der weiblichen Tiere eine deutliche Konzentrationsabhéangigkeit von PE
(30 nM oder 50 nM), wahrend dies bei den méannlichen Tieren nur hinsichtlich der
kontraktilen Potenz von L-NNA, nicht jedoch der Effizienz, erfolgte. In Bezug auf die
Gesamtmenge des basal nachzuweisenden NO bestand jedoch kein wesentlicher
Unterschied zwischen den méannlichen und den weiblichen Tieren.

Bei gleicher Vortonisierung mit PE wurden &hnliche Ergebnisse bei der Verwendung
des eNOS-Inhibitors N®-Nitro-L-Arginin-Methylester ~erzielt. Es konnte kein
Unterschied im Ausmall der durch eNOS-Hemmung induzierten zusatzlichen
Kontraktion und der ECso im Vergleich zu L-NNA festgestellt werden. Auch konnten
keine geschlechtsspezifischen Unterschiede nachgewiesen werden (ohne
Abbildung).
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3.1.1.2 EinfluR des endothelialen NO auf die Natriumnitroprussid-induzierte

Relaxation Phenylephrin-kontrahierter Rattenaorten in vitro
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Abb. 2 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Natriumnitroprussid
(NNP; 0,1 nM - 30 nM) auf Phenylephrin- (PE) und NG-Nitro-L-Arginin- (L-
NNA; 30 uM) kontrahierte endothelintakte Aortensegmente der A. thoracalis
von einer mannlichen (a) und einer weiblichen (b) Ratte. Die Symbole
reprasentieren Mittelwerte von je 2 GefaRringen. Die Standardabweichung ist
kleiner als die SymbolgréRe (a).

In diesen Versuchen wurde unter den zuvor ermittelten Versuchsbedingungen
(30 uM L-NNA) der EinfluR von basal freigesetztem endothelialen NO auf die
Sensitivitat der Aorten gegeniiber exogen appliziertem NO analysiert. Die Versuche
wurden nach der Methode B durchgefuhrt. Die Endothelintegritdét wurde mit
Acetylcholin (1 nM - 10 uM) Uberprift. Die maximale Relaxation betrug bei dem

mannlichen Tier 33 % (ECso 320 nM) und bei dem weiblichen Tier 58 %
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(ECs0 230 nM). Danach wurden die Gefaflze mit Phenylephrin kontrahiert. Es wurden
die zuvor ermittelten optimalen PE-Konzentrationen verwendet, d.h. die Aortenringe
des ménnlichen Tieres wurden mit 30 nM PE tonisiert und die Aortenringe des
weiblichen Tieres mit 50 nM PE. Danach wurde ein Teil der GefaRsegmente mit
30 uM L-NNA Kkontrahiert, um die basale NO-Bildung auszuschalten. Die nicht mit
L-NNA-behandelten Kontrollsegmente wurden mit PE auf das gleiche
Kontraktionsniveau wie die L-NNA-inkubierten Aortensegmente gebracht, dies
entsprach ca. 70 % der mit 80 mM K*-induzierten Kontraktion. Hierfiir waren bei dem
mannlichen Tier 60 nM PE und bei dem weiblichen Tier 100 nM PE notwendig. Nach
dem Erreichen eines stabilen Kontraktionsniveaus wurde eine kumulative
Natriumnitroprussid- (NNP) Konzentrations-Wirkungskurve (0,1 nM - 30 nM)
aufgenommen. Der NO-Donor NNP bewirkte ab einer Konzentration von 0,1 nM eine
konzentrationsabhéngige Relaxation der Geféafl3ringe. Bei den Aortensegmenten der
mannlichen Ratte lag die ECso bei 2,1 nM NNP (Abb. 2a), bei der weiblichen Ratte
lag die ECso bei 1,9 nM NNP (Abb. 2b). Die maximale Relaxation (100 %) wurde bei
beiden Tieren bei einer NNP-Konzentration von 30 nM erreicht. Die Hemmung der
NO-Synthase durch L-NNA (30 uM) bewirkte sowohl bei der mannlichen als auch bei
der weiblichen Ratte eine Linksverschiebung der NNP-KWK. Bei dem mannlichen
Tier lag die ECso bei 0,7 nM und bei dem weiblichen Tier bei 0,8 nM. Die maximale
Relaxation der GefalRsegmente wurde bei einer NNP-Konzentration von 10 nM
erreicht. Der Versuch zeigte, daf3 - unabhéngig vom Geschlecht des Tieres - der
glatte GefalBmuskel der Rattenaorta durch die basale endotheliale NO-Bildung
gegeniiber der relaxierenden Wirkung von NNP desensitiviert wurde.

Mit den in Abb.1 und Abb.2 gezeigten Vorversuchen wurden die Versuchs-
bedingungen fiir die nachfolgenden Experimente festgelegt.
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3.1.1.3 EinfluR von exogen zugefiihrtem NO auf die Natriumnitroprussid-induzierte

Relaxation von Rattenaorten in vitro
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Abb. 3 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Natriumnitroprussid
(NNP; 0,1 - 100 nM) auf Phenylephrin- (PE) kontrahierte endothelintakte
Aortensegmente mannlicher Ratten. Vor der PE-Kontraktion wurden die
Aortenringe fir 30 min entweder mit NG-Nitro-L-Arginin (L-NNA; 30 pM) oder
mit L-NNA (30 puM) in Anwesenheit von Natriumnitrit (30 pM oder 70 uM)
inkubiert. Die Symbole reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von
3 - 7 Tieren, pro Tier wurden 2 - 4 Aortenringe gleichzeitig untersucht (* p <
0,05 L-NNA vs. Kontrolle; + p < 0,05 L-NNA vs. L-NNA/Natriumnitrit 70 pM).

Um zu Uberprifen, ob es sich bei der endothelabh&ngigen Desensitivierung der
Rattenaorten gegenuber der NNP-induzierten Relaxation um einen NO-mediierten
Prozel? handelt, oder ob ein anderer endothelvermittelter Mechanismus zugrunde
liegt, wurden die Rattenaortensegmente nach Ausschaltung der endothelialen NO-
Synthase durch L-NNA mit exogenem NO inkubiert, um die endogene NO-Bildung zu
substituieren. Als exogener NO-Donor wurde Natriumnitrit (NaNO,) gewahlt, da
dieses gleichméaRig spontan und langsam zu NO umgesetzt wird. Uber das
chemische Gleichgewicht mit salpetriger Saure (HNO;, pKs 4,3) wird nach der
Formel:
NO; +H,O -  HNOz+OH
2HNO; - H;O0+N;O;3 - NO+NO;

auch bei neutralem pH standig in geringem Umfang NO aus Natriumnitrit gebildet.
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Die Versuche wurden nach der Methode B durchgefiihrt. Im Anschluss an die ACh-
KWK wurden die GefalRsegmente fir 30 min mit 30 pM L-NNA oder mit 30 pM L-
NNA in Anwesenheit von 30 pM bzw. 70 pM Natriumnitrit inkubiert. AnschlieRend
wurden die GefaRe mit Phenylephrin auf ca. 80 % der mit K*-induzierten Kontraktion
kontrahiert. Bedingt durch die Hemmung der endothelialen NO-Synthase kam es bei
den L-NNA-behandelten Segmenten zu einer Verstarkung der vasokonstriktorischen
Potenz von Phenylephrin. Diese Gefaldringe bendtigten weniger PE (30 - 90 nM) als
die nicht mit L-NNA-behandelten Ringe (70 - 200 nM), um den gleichen Tonus zu
erreichen. Durch NaNO, wurde die vasokonstriktorische Potenz von PE wieder
herabgesetzt. Je nach Konzentration des zugesetzten Natriumnitrits variierte die
benotigte PE-Konzentration zur Einstellung von 80 % der K'-induzierten
Kontraktionsniveaus zwischen 40 - 100 nM in Gegenwart von 30 uM Natriumnitrit
und 100 - 500 nM PE bei 70 uM Natriumnitrit.

Abb. 3 zeigt die Verdnderungen der Potenz des NNP nach Hemmung der NO-
Synthese durch L-NNA und bei gleichzeitiger Zugabe von Natriumnitrit. Bei den
GefaRringen mit intakter endothelialer NO-Bildung lag die ECso bei 6,3 nM NNP, die
maximale Relaxation (100 %) der GefaRsegmente erfolgte bei 100 nM NNP. Die
Hemmung der NO-Synthese durch L-NNA fiihrte ab einer Konzentration von 0,3 nM
NNP zu einer signifikanten Linksverschiebung der KWK. Die ECso betrug nur 1,4 nM
NNP und die maximale Relaxation wurde schon nach Zugabe von 30 nM NNP
erreicht. Durch Zugabe von Natriumnitrit wurde dieser Effekt wieder aufgehoben.
30 uM  Natriumnitrit bewirkten keine deutliche Verschiebung der mit L-NNA
aufgenommenen NNP-KWK (ECso 1,9 nM NNP, maximale Relaxation bei 100 nM).
Der Effekt des NO-Synthase-Inhibitors auf die vasokonstriktorische Potenz von NNP
wurde durch die Zugabe von 70 uM Natriumnitrit vollstédndig aufgehoben. Die ECso
lag in Gegenwart von L-NNA und 70 uM Natriumnitrit bei 6,8 nM NNP, die maximale
Relaxation wurde nach Zugabe von 100 nM NNP erreicht und zeigte keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe mit intakter NO-Synthese. Anhand
dieser Versuche konnte gezeigt werden, dal exogen zugefilhrtes NO die glatte
GefaBmuskulatur der Ratte gegenuber der relaxierenden Wirkung von NNP in

gleichem Maf3e desensitiviert wie endogen gebildetes NO.
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3.1.1.4 Einflul des Atrialen Natriuretischen Faktors auf die Natriumnitroprussid-

induzierte Relaxation von Rattenaorten in vitro
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Abb. 4 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Natriumnitroprussid
(0,1 nM - 100 nM) auf Phenylephrin- (PE) kontrahierte endothelintakte Aorten-
segmente mannlicher Ratten. Vor der Kontraktion wurden die Aortenringe
30 min mit NG-Nitro-L-Arginin (L-NNA; 30 pM) oder mit L-NNA (30 pM) in
Anwesenheit des Atrialen Natriuretischen Faktors (ANF; 1 nM) inkubiert. Die
Symbole repréasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 3 Tieren, pro
Tier wurden 2 - 4 Aortenringe gleichzeitig untersucht (* p < 0,05 L-NNA vs.
L-NNA/ANF).

In dieser Versuchsserie wurde die Frage geklart, ob es sich bei der Desensitivierung
der GC gegeniiber exogenem NO um einen cGMP-vermittelten Mechanismus
handelt. Hierzu wurden die Aortensegmente mit dem Atrialen Natriuretischen Faktor
(ANF) inkubiert. ANF aktiviert die partikuldare Guanylylcyclase und fiihrt Gber den
Anstieg von cGMP und Aktivierung der cGMP-abh&ngigen Proteinkinase zu einer
Vasorelaxation (Murad et al., 1987). Die Versuche wurden nach der Methode B
durchgefiihrt. Nach Uberpriifung der Endothelintegritit mit ACh wurden die
GefaRsegmente 30 min mit 30 uM L-NNA oder mit 30 uM L-NNA in Anwesenheit des
ANF (1 nM) inkubiert. In dieser Konzentration l6ste ANF noch keine Relaxation aus.
Die Kontraktion erfolgte mit PE auf ca. 80 % der maximal erreichten K*- induzierten
Kontraktion. Die dafir notwendige PE-Konzentration lag wie in Abb. 3 gezeigt bei
30-90 nM fur die eNOS-gehemmten und bei 80 - 200 nM fir die unbehandelten

Kontrollen, wéahrend die mit L-NNA- und ANF-behandelten Aortensegmente zwischen
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70 und 200 nM PE bendétigten. Die KWK der L-NNA-behandelten Aortensegmente
wies eine signifikante Linksverschiebung gegeniiber der KWK der mit L-NNA und
ANF gleichzeitig behandelten Aortenringe auf. Die ECso lag bei 1,2 nM NNP. Die
maximale Relaxation von 100 % wurde nach Zugabe von 30 nM NNP erreicht.
Demgegeniber zeigten die mit L-NNA und ANF behandelten Segmente eine ECsg
von 5,3 nM NNP und die maximale Relaxation erfolgte bei 100 nM NNP.

Bei den Aortensegmenten der Kontrollgruppe lag die ECso bei 4,9 nM NNP und die
maximale Relaxation wurde nach Zugabe von 100 nM NNP erreicht. Somit konnten
keine signifikanten Unterschiede dieser Gruppe gegenuber den gleichzeitig mit
L-NNA und ANF behandelten Aortensegmenten festgestellt werden.

Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dal? ANF sehr wahrscheinlich tber
eine Steigerung der cGMP-Bildung zur Desensitivierung der Rattenaorten gegeniber

der NNP-induzierten Vasorelaxation fiihrt.
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3.12 Einflui von endogenem NO auf den Oxidationszustand des Hameisens der

GC in isolierten Rattenaorten

Mit diesen Untersuchungen wurde geklart, ob die Desensitivierung der GC durch
endothelial gebildetes NO zu einer Verschiebung des Redoxgleichgewichtes
zugunsten der Ham-oxidierten GC fuhrt. Dazu wurde die Substanz S973448
eingesetzt, die selektiv die Hameisen-oxiderte Form der GC aktiviert (Jannek,

Dissertation in Vorbereitung).
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Abb. 5 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von S973448 (100 nM -
30 pM) und Dimethylsulfoxid (DMSO) als Losungsmittelkontrolle (0,01 — 3 %o)
auf Phenylephrin- (PE) kontrahierte (60 - 200 nM) endothelintakte Segmente
der A, thoracalis der Ratte. Vor der Kontraktion wurden die Aortenringe 30 min
mit N®-Nitro-L-Arginin (L-NNA; 30 pM) inkubiert. Die Symbole représentieren
Mittelwerte + Standardabweichung von 2 Tieren, pro Tier wurden
3 Aortenringe (DMSO je 1 Ring) gleichzeitig untersucht (* p < 0,05 L-NNA vs.
Kontrolle).

Die Versuche wurden nach der Methode B - wie bereits beschrieben - durchgefihrt.
Um die vermutete Oxidation der GC durch endothelial gebildetes NO zu verhindern,
wurde ein Teil der Aortenringe mit L-NNA (30 uM) inkubiert. Die Ausschaltung der
endothelialen NO-Synthase bewirkte wie zuvor beschrieben eine Verstérkung der
vasokonstriktorischen Potenz von PE. Die L-NNA-behandelten Gefal3segmente
bendtigten nur 60 - 90 nM PE, wéahrend die Kontrollgeféa3e erst mit 200 nM PE auf

Ergebnisse 39

das Kontraktionsniveau von 80 % der K'-induzierten Kontraktion gebracht werden
konnten. Bei den unbehandelten Aorten loste S973448 nach der Zugabe von 0,1 puM
noch keinen relaxierenden Effekt aus (Abb. 5). Eine deutliche Relaxation war erst ab
einer Konzentration von 1 pM zu erkennen (3,6 % Relaxation). Die ECsy von
S973448 lag bei 8,9 uM und die maximale Relaxation dieser Aortensegmente betrug
78 %. Die Antwort der L-NNA-behandelten Gefaldringe war bei niedrigen
Konzentrationen mit 1 % Relaxation (0,1 pM S973448) und 3,7 % Relaxation (1 pM
S973448) vergleichbar mit dem Ergebnis der unbehandelten Aorten und zeigte
keinen signifikanten Unterschied zu diesen. Nach Zugabe von 10 uM S973448 war
jedoch ein signifikanter Unterschied im Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung zwischen den L-NNA-behandelten und unbehandelten Gefal3en deutlich.
Die ECso der unbehandelten Gefallsegmente betrug 8,9 uM, die maximale
Relaxation lag bei 78 %. Bei den L-NNA-behandelten Segmenten betrug die ECso nur
6,8 UM. Die Maximalantwort dieser Segmente lag bei 88 %. Diese im Vergleich zu
den Kontrollsegmenten verstérkte Relaxation der L-NNA-behandelten Aortenringe
1aRt darauf schlief3en, daR die GC offenbar nicht durch das endothelial gebildete NO
oxidiert wurde.

Bei jedem Versuch wurden mit zwei Aortenringen Konzentrations-Wirkungs-Kurven
des LoOsungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSO) erstellt. DMSO zeigte eine
vasorelaxierende Wirkung, die nach Zugabe von 3 %. bei den Kontrollgefal3en bei
16 % und bei den L-NNA-behandelten Segmenten bei 27 % lag.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dal’ die Substanz S973448 (ber die
Aktivierung der Ham-oxidierten GC eine signifikante Relaxation der Aortensegmente
bewirkte. Jedoch konnte kein Hinweis auf eine mdogliche Desensitivierung der GC
durch ein verandertes Redoxgleichgewicht gefunden werden. Im Gegenteil, auch in
diesem Fall fihrte die Hemmung der endogenen NO-Bildung mit L-NNA zu einer
schwachen, aber signifikanten Steigerung der vasorelaxierenden Potenz dieses
neuartigen, NO-unabh&ngigen GC-Aktivators.
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3.1.3 Einflul3 einer chronischen Aktivierung der Ham-oxidierten GC in vivo auf die

NO-Sensitivitét des Enzyms in isolierten Rattenaorten

Mit Hilfe dieser Versuche wurde die chronische Wirkung von S973448 und HMR1766
auf die vasorelaxierende Funktion der léslichen Guanylylcyclase an Rattenaorten
untersucht. Es wurde ermittelt, ob es in der A. thoracalis der Ratte nach chronischer
Exposition (3 Tage oder 4 Wochen) mit Aktivatoren der Ham-oxidierten GC zu einer
Wirkungsabschwachung gegenuber diesen Substanzen (Eigentoleranz) und

gegenilber organischen Nitraten sowie endogenem NO (Kreuztoleranz) kommt.

3.1.3.1 Akute relaxierende Wirkung von S973448 in vitro auf Aorten von S973448-
behandelten Ratten (3 Tage)
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Abb. 6 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von S973448 (100 nM -
30 uM) auf Phenylephrin- (PE) kontrahierte (300 nM) endothelintakte
Segmente der A. thoracalis von S973448-behandelten Ratten (3 Tage) und
Kontrollratten. Die Symbole reprasentieren Mittelwerte + Standard-
abweichung von 3 - 4 Tieren, pro Tier wurden 6 Aortenringe gleichzeitig
untersucht (*p < 0,05 S973448 vs. Kontrolle).

Ergebnisse 41

Mit diesen Untersuchungen wurde Uberprift, ob es durch die chronische in vivo
Applikation von S973448 bei Ratten zu einem Wirkungsverlust gegenuber dieser
Substanz in den Aorten kommt. Die Ratten wurden drei Tage lang 2 x t&glich mit
10 mg/kg KG S973448 s.c. behandelt (Volumen 1 ml/kg KG). Die Kontrollratten
erhielten entsprechend 1 ml/kg KG des Lésungsmittels Polyethylenglykol 400 (PEG
400) s.c. (Kapitel 2.2.2.1). Am 4. Tag wurden die Tiere wie bereits beschrieben
anasthesiert und die thorakalen Aorten fiir die isometrischen Kontraktionsmessungen
im Organbad eingespannt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach Methode A.
Nach Uberpriifung der ACh- (10 nM - 1 pM) und NTG- (1 nM - 10 uM) Sensitivitét der
GeféaRe erfolgte nach Kontraktion mit PE (300 nM) die Erstellung der S973448-KWK
(100 nM - 30 uM). Wie in Abb. 6 dargestellt, fihrte S973448 ab einer Konzentration
von 1 pM zu einer signifikanten konzentrationsabhangigen Relaxation sowohl der
S973448-vorbehandelten GefaRe als auch der Kontrollringe. Die Aortensegmente
der Kontrolltiere wiesen eine ECso von 3,6 uM S973448 auf. Die Zugabe von 30 uM
S973448 bewirkte eine maximale Relaxation von 74 %. Die Aortensegmente der
S973448-behandelten Ratten wiesen eine ECsy von 5,1 uM auf. Die maximale
Relaxation dieser Segmente lag bei einer Konzentration von 30 uM S973448 bei
87 %. Die Aortenringe der S973448-behandelten Ratten zeigten nach der Zugabe
von 10 uM und 30 pM S973448 eine deutlich verstérkte Relaxation gegenuber den
Kontrollsegmenten. Diese war bei einer Konzentration von 10 pM S973448
signifikant.

Es konnte damit gezeigt werden, daR die dreitagige Applikation des Aktivators der
Ham-oxidierten GC (S973448) zu keiner Wirkungsabschwachung (Eigentoleranz)
gegeniiber dieser Substanz fiihrte. Im Gegenteil: es war sogar bei der akuten Gabe
von 10 pM und 30 uM S973448 eine Verstarkung der glattmuskuléren Relaxation zu
beobachten.
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3.1.3.2 Akute relaxierende Wirkung von Acetylcholin in vitro auf Aorten von
S973448-behandelten Ratten (3 Tage)
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Abb. 7 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Acetylcholin (10 nM -
1 uM) auf K*-kontrahierte (40 mM) endothelintakte Segmente der A. thoracalis
von S973448-behandelten Ratten (3 Tage) und Kontrollratten. Die Symbole
reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 3 - 4 Tieren, pro Tier
wurden 6 Aortenringe gleichzeitig untersucht.

Das Ziel dieser Versuche war es, festzustellen, ob eine dreitdgige Behandlung von
Ratten mit S973448 die Wirkung des endothelabhéngigen Vasodilatators Ach auf die
isolierten Rattenaorten beeinfluBt. Um den endothelialen hyperpolarisierenden Faktor
auszuschalten und die NO-mediierte Relaxation selektiv zu erfassen, wurden die
GefaRe mit kaliumreicher (K* 40 mM) Krebs-Henseleit-Pufferlésung kontrahiert
(Methode A). Nach dem Erreichen eines stabilen Kontraktionsniveaus wurde, wie in
Abb. 7 dargestellt, die KWK von ACh (10 nM - 1 uM) aufgenommen. ACh induzierte
in beiden Behandlungsgruppen eine konzentrationsabhangige Vasorelaxation. Die
ECso der Kontrollaorten lag bei 110 nM ACh und die maximale Relaxation betrug
38% (1pM ACh). Bei den S973448-behandelten Rattenaorten zeigte sich ein
ahnlicher Effekt. Die ECso lag hier bei 100 nM ACh, die maximale ACh-induzierte
Relaxation betrug 42 %. Signifikante Unterschiede zwischen den S973448-
behandelten Gefal3en und den KontrollgefaBen konnten nicht beobachtet werden.
Eine Kreuztoleranz von S973448 gegeniiber endogenem NO (ACh) war in den

Rattenaorten bei diesen Versuchen somit nicht nachzuweisen.
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3.1.3.3 Akute relaxierende Wirkung von Nitroglycerol in vitro auf Aorten von
S973448-behandelten Ratten (3 Tage)
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Abb. 8 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Nitroglycerol (NTG;
1nM - 10 pM) auf Phenylephrin- (PE) kontrahierte (300 nM) endothelintakte
Segmente der A. thoracalis von S973448-behandelten Ratten (3 Tage) und
Kontrollratten. Die Symbole reprasentieren Mittelwerte + Standard-

abweichung von 3 - 4 Tieren, pro Tier wurden 6 Aortenringe gleichzeitig
untersucht.

Die Versuche wurden nach der Methode A durchgefiihrt. Um festzustellen, ob es
durch die dreitdgige Zufuhr von S973448 bei den Ratten zu einer
Toleranzentwicklung, d.h. zu einem Wirkungsverlust gegentuber exogenem NO in
Form von organischen Nitraten kommt (Kreuztoleranz), wurde im Anschlul an die
ACh-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung eine Nitroglycerol (NTG)-KWK (1 nM -
10 puM) aufgenommen. Die ECso der Aortenringe der Kontrollratten lag bei 130 nM,
wahrend die ECso der S973448-behandelten Aortensegmente 104 nM NTG betrug
(Abb. 8). Die durch 10 pM NTG-induzierte Maximalantwort der Kontrollsegmente lag
bei 87 %, die der S97344-behandelten Segmente bei 89 % Relaxation. Im gesamten
Kurvenverlauf konnten keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die NTG-
induzierte Relaxation der GeféaRRe festgestellt werden. Ein Wirkungsverlust gegentiber
NTG konnte in unseren Untersuchungen nicht nachgewiesen werden, d. h. die
dreitédgige chronische Aktivierung der Ham-oxidierten GC in vivo fihrte zu keiner
Kreuztoleranz gegeniiber exogenem NO (NTG) in den Rattenaorten.
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3.1.3.4 Akute relaxierende Aktivierung von HMR1766 in vitro auf Aorten von
HMR1766-behandelten Ratten (3 Tage)

Mit Hilfe dieser Untersuchungen wurde ermittelt, ob es durch die chronische
Verabreichung von HMR1766 (3 Tage) bei Ratten in vivo zu einem Wirkungsverlust
gegenuber dieser Substanz kommt. HMR1766 z&hlt wie die Leitsubstanz S973448
zu den Aktivatoren der Ham-oxidierten GC und induziert wie diese eine

konzentrationsabhangige Relaxation der Rattenaorten.
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Abb. 9 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von HMR1766 (100 nM -
30 pM) auf Phenylephrin-(PE) kontrahierte (300 nM) endothelintakte
Segmente der A. thoracalis von HMR1766-behandelten Ratten (3 Tage) und
Kontrollratten. Die Symbole reprasentieren Mittelwerte + Standard-
abweichung von 3 Tieren, pro Tier wurden 6 Aortenringe gleichzeitig
untersucht.

Fir diese Versuche erhielten die Ratten Uber einen Zeitraum von drei Tagen zweimal
taglich 10 mg/kg KG HMR1766 s.c. injiziert. Die Kontrollratten bekamen das
entsprechende Volumen (1 ml/kg KG) PEG 400 s.c. verabreicht. Am 4. Tag wurden
die Ratten narkotisiert und durch Punktion der A. abdominalis entblutet.
Anschliel3end wurden die thorakalen Aorten entnommen. Das gewonnene Blut wurde
zur Bestimmung der Plasmakonzentration von HMR1766 verwendet. Es konnten
12,0 + 3,5 pg/ml Mittelwert + Standardfehler HMR1766 im Plasma nachgewiesen
werden (Fa. Aventis, unveréffentlicht). Nach Uberpriifung der ACh- (10 nM - 10 puM)
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und NTG- (1 nM — 30 pM) Sensitivitat wurden die GefaRe mit 300 nM PE kontrahiert.
Danach wurde die HMR1766-Konzentrations-Wirkungsbeziehung (100 nM - 30 puM)
ermittelt. Die Durchfuihrung der Versuche erfolgte nach der Methode A. Wie in Abb. 9
dargestellt, fuhrte HMR1766 zu einer konzentrationsabh&éngigen Relaxation der
Aorten aus HMR1766-behandelten und PEG 400-behandelten Ratten (Kontrolltiere).
Der kontraktionshemmende Effekt von HMR1766 war ab einer Konzentration von
1 uM sowohl bei den Substanz- als auch bei den PEG 400-behandelten Tieren
signifikant. Die Aortensegmente der Kontrollratten wiesen eine halbmaximale
Relaxation bei 10 pM HMR1766 auf. Bei den Gefaliringen der HMR1766-
behandelten Ratten war die ECso mit 11 pM fast identisch. Nach Zugabe von 30 pM
HMR1766 betrug die Relaxation der Aortenringe in beiden Gruppen 75 %. Im
gesamten Verlauf der KWK war zwischen den Aortensegmenten der HMR1766-
behandelten Ratten und der Kontrollratten kein Unterschied in Bezug auf die
relaxierende Wirkung auf HMR1766 zu erkennen. Somit war auch bei diesem
Aktivator der H&m-oxidierten GC nach dreitdgiger Applikation keine
Eigentoleranzentwicklung festzustellen.
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3.1.3.5 Akute relaxierende Wirkung von Acetylcholin in vitro auf Aorten von
HMR1766-behandelten Ratten (3 Tage)
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Abb. 10 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Acetylcholin (10 nM
- 10 pM) auf K'-kontrahierte (40 mM) endothelintakte Segmente der
A. thoracalis von HMR1766-behandelten Ratten (3 Tage) und Kontrollratten.
Die Symbole reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 3 Tieren,
pro Tier wurden 6 Aortenringe gleichzeitig untersucht.

Um zu uUberprifen, ob eine Vorbehandlung der Ratten in vivo mit HMR1766 Uber
einen Zeitraum von drei Tagen zu einer Abnahme der endogenen NO-Sensitivitat in
den Rattenaorten in vitro fiihrt, wurde die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von
ACh (10 nM — 10 uM) ermittelt. Wie in Methode A dargestellt, wurden die Gefalze mit
40 mM  K'-reicher Krebs-Henseleit-Losung  kontrahiert und die ACh-KWK
durchgefuhrt. Abb. 10 zeigt die Agonisten-induzierte Vasorelaxation der HMR1766-
und PEG 400-behandelten Rattenaortenringe. Zwischen den beiden Gruppen waren
im gesamten Verlauf der KWK keine signifikanten Unterschiede zu erkennen. Eine
deutliche Relaxation der Segmente beider Gruppen war ab einer Konzentration von
100 nM ACh zu beobachten. Die ECso der Kontrollratten lag bei 310 nM ACh, die
maximale Relaxation betrug 49 %. Die ECso der HMR1766-behandelten Ratten
betrug 280 nM ACh, die maximale Relaxation nach Zugabe von 10 pM ACh war mit
52 % fast identisch zu der Relaxation der Kontrollaorten. Wie auch nach der
Behandlung mit dem Aktivator der Ham-oxidierten GC S973448 (ber drei Tage kam
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es nach der Behandlung mit HMR1766 Uiber einen Zeitraum von drei Tagen zu keiner

Kreuztoleranz gegeniiber endogenem NO.

3.1.3.6 Akute relaxierende Wirkung von Nitroglycerol in vitro auf Aorten von
HMR1766-behandelten Ratten (3 Tage)
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Abb. 11 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von NTG (1 nM - 30 puM)
auf Phenylephrin- (PE) kontrahierte (300 nM) endothelintakte Segmente der
A. thoracalis von HMR1766-behandelten Ratten (3 Tage) und Kontrollratten.
Die Symbole représentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 3 Tieren,
pro Tier wurden 6 Aortenringe gleichzeitig untersucht.

In diesen Versuchen wurde untersucht, ob die dreitdgige Applikation von HMR1766
in vivo zu einer Kreuztoleranz gegenuber exogenem NO fiihrt. Als organischer NO-
Donor wurde Nitroglycerol verwendet. Die Versuche wurden wie bereits unter Abb. 9
beschrieben durchgefiihrt. In Abb. 11 ist die konzentrationsabhéngige Relaxation der
Rattenaorten auf NTG (1 nM — 30 pM) dargestellt. Die Aortensegmente der
Kontrollratten wiesen eine ECsy von 160 nM NTG und eine maximale
vasorelaxierende Antwort von 96 % bei einer Konzentration von 30 pM NTG auf.
Demgegeniiber wurde bei den HMR1766-behandelten Ratten eine ECso von 130 nM
NTG ermittelt. Der maximale Effekt von NTG von 97 % wurde wie auch bei den
Kontrollringen nach einer Zugabe von 30 pM NTG erreicht. Die NTG-induzierte

Vasorelaxation wies bei den Konzentrationen von 1 nM bis 30 uM keine signifikanten
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Unterschiede zwischen den HMR1766-behandelten und den Kontrollratten auf. Auch
bei diesem Aktivator der Ham-oxidierten GC ist nach dreitagiger Behandlung der
Ratten in vivo keine Kreuztoleranz der Rattenaorten gegeniuber exogenem NO
nachzuweisen.

3.1.3.7 Akute relaxierende Wirkung von HMR1766 in vitro auf Aorten von
HMR1766-behandelten Ratten (4 Wochen)

Ziel dieser Untersuchungen war es, zu ermitteln, ob die chronische Exposition der
Ratten mit HMR1766 in vivo Uber einen Zeitraum von vier Wochen zu einer
Abschwéachung der vasorelaxierenden Wirkung dieser Substanz in den Rattenaorten
fahrt (Eigentoleranz).
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Abb. 12 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von HMR1766 (100 nM -
30 pM) und Dimethylsulfoxid (DMSO) als Losungsmittelkontrolle (0,01 - 3 %o)
auf Phenylephrin-(PE) kontrahierte (300 nM - 800 nM) endothelintakte
Segmente der A. thoracalis von HMR1766-behandelten Ratten (4 Wochen)
und Kontrollratten. Die Symbole représentieren Mittelwerte + Standard-
abweichung von 5 Tieren, pro Tier wurden 5 - 8 Aortenringe gleichzeitig
untersucht.

Die Ratten erhielten Uber einen Zeitraum von vier Wochen einmal téglich 30 mg/kg
KG HMR1766 bzw. 2 ml/kg KG der Tragersubstanz Hydroxyethylcellulose 0,5 % oral

verabreicht. Zwei Stunden nach der letzten Applikation wurden die Tiere
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anasthesiert, durch Punktion der A. abdominalis entblutet und die thorakalen Aorten
wurden entnommen. Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen ergab einen
Gehalt von 9,4 + 3,7 ug/ml MW + Standardfehler HMR1766 im Plasma (Fa. Aventis,
unverdffentlicht). Die Versuche wurden nach der Methode A - wie unter Abb. 9
beschrieben - ausgefihrt. Abb. 12 zeigt die HMR1766-induzierte konzentrations-
abhangige Relaxation der Rattenaorten. Die Konzentrations-Wirkungsbeziehung war
zwischen den HMR1766- und Hydroxyethylcellulose-behandelten Rattenaorten
anndhernd identisch, es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Ab einer Konzentration von 1 pM fihrte HMR1766 zu einer deutlichen
Relaxation der GefaRringe. Die Aortensegmente sowohl der mit HMR1766-
behandelten Ratten als auch der Kontrolltiere wiesen eine ECso von 12 pyM HMR1766
auf. Bei der Zugabe von 30 pM HMR1766 relaxierten die GefélRe in beiden Gruppen
maximal auf 75 %.

Das Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) bewirkte bei einer Konzentration von
3 %o eine Vasorelaxation von 26 %.

Wie schon bei der Uberpriifung der Eigentoleranz nach drei Tagen ist auch hier nach
vier Wochen Vorbehandlung mit HMR1766 keine Eigentoleranzentwicklung zu
beobachten. Die Kurven verlaufen deckungsgleich zu den KWK der Aortensegmente
der drei Tage HMR1766-behandelten Ratten (Abb. 9).
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3.1.3.8 Akute relaxierende Wirkung von Acetylcholin in vitro auf Aorten von
HMR1766-behandelten Ratten (4 Wochen)
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Abb. 13 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Acetylcholin (10 nM
- 10pM) auf K'-kontrahierte (40 mM) endothelintakte Segmente der
A.thoracalis von HMR1766-behandelten Ratten (4 Wochen) und
Kontrollratten. Die Symbole reprasentieren Mittelwerte + Standard-

abweichung von 5 Tieren, pro Tier wurden 5 - 8 Aortenringe gleichzeitig
untersucht.

Mit Hilfe dieser Versuchsreihe wurde nachgewiesen, daf3 eine Behandlung von
Ratten Uber einen Zeitraum von vier Wochen mit HMR1766 zu einer Abschwéchung
der endogenen NO-Sensitivitat fihrt. Als endothelabhé&ngiger Vasodilatator wurde
ACh in den Konzentrationen von 10 nM — 10 uM verwendet. Der Versuchsablauf
erfolgte wie unter Abb.9 beschrieben. Die Agonisten-induzierte Kontraktions-
hemmung war bei beiden Gruppen ab einer Konzentration von 100 nM ACh
signifikant. Die maximale Kontraktionshemmung der HMR1766-behandelten
Rattenaorten bzw. der Kontrollgruppe betrug 54 % (Abb.13). Ein geringer
Unterschied war in der ECsp zu erkennen. Die Aorten aus den Hydroxyethylcellulose-
behandelten Kontrollratten wiesen eine ECsg von 130 nM ACh auf, wahrend Aorten
aus den HMR1766-behandelten Ratten eine ECso von 170 nM ACh zeigten. Somit
lieR sich nachweisen, daR beziglich der ACh-induzierten endothelabhéngigen
Relaxation auch nach der Applikation Gber einen Zeitraum von vier Wochen kein
Unterschied zwischen den HMR1766- und Hydroxyethylcellulose-behandelten
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Rattenaorten bestand. Eine Kreuztoleranzentwicklung gegeniiber endogenem NO
konnte auch nach vierwochiger Applikation von HMR1766 nicht nachgewiesen
werden.

3.1.3.9 Akute relaxierende Wirkung von Nitroglycerol in vitro Aorten von HMR1766-
behandelten Ratten (4 Wochen)
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Abb. 14 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von NTG (1 nM - 30 pM)
auf Phenylephrin- (PE) kontrahierte (300 nM) endothelintakte Segmente der
A.thoracalis von HMR1766-behandelten Ratten (4 Wochen) und
Kontrollratten. Die Symbole reprasentieren Mittelwerte + Standard-

abweichung von 5 Tieren, pro Tier wurden 5 - 8 Aortenringe gleichzeitig
untersucht.

Um festzustellen, ob es nach vierwéchiger Zufuhr von HMR1766 bei den Ratten zu
einer Kreuztoleranz gegenuber exogenem NO in Form von organischen Nitraten
kommt, wurde die Konzentrations-Wirkungsbeziehung von NTG an den HMR1766-
und Hydroxyethylcellulose -behandelten Rattenaorten ermittelt. Die Versuche wurden
wie unter Abb. 9 beschrieben durchgefiihrt. NTG flihrte bei beiden Gruppen ab einer
Konzentration von 10 nM zu einer konzentrationsabhéngigen signifikanten
Relaxation der Gefalsegmente (Abb.14). Die ECs, der Aortenringe der
Kontrollratten lag bei 89 nM. Die ECs, der HMR1766-behandelten Aortensegmente
betrug 72 nM. Die durch 30 uM NTG-induzierte Maximalantwort der Geféa3e betrug
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bei den Kontrollratten 93 % und bei den HMR1766-behandelten Ratten 96 %
Relaxation. Ab einer Konzentration von 10 nM zeigten die HMR1766-behandelten
Aorten eine gegeniber den Kontrollen verstérkte Vasorelaxation. Eine Kreuztoleranz
der HMR1766-behandelten Aorten gegeniiber exogenem NO konnte somit nicht
nachgewiesen werden. Diese Aorten zeigten sogar eine verbesserte Relaxation auf
den NO-Donor im Vergleich zu den Kontrollaorten.
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3.14 Western Blot Analyse der Expression der ai- und der f;-Untereinheit der
GC von HMR1766-behandelten Ratten (4 Wochen)

In diesem Experiment wurde untersucht, inwieweit die Behandlung von Ratten mit
dem Aktivator der Ham-oxidierten GC HMR1766 Uber einen Zeitraum von vier
Wochen zu einer Veranderung der Expression der a3- und der p;-Untereinheit der
GC in den Rattenaorten fuhrt.
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Abb. 15 Vergleich der GC-Expression aus Aortenextrakten von HMR1766-behandelten
Ratten (B) und Kontroliratten (K). Jeweils 40 ug Protein des 10000 g Uberstandes wurden
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran
wurde die a;- und die B;-Untereinheit der GC detektiert.

a) Aufnahme des Immunoblots

b) Densitometrische Auswertung der immunreaktiven Banden. Die Balken reprasentieren
Mittelwerte + Standardabweichung von 5 Tieren.
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Fur diesen Versuch wurde aus den thorakalen Aorten nach dem im Methodenteil
(Kap. 2.2.5) beschriebenen Verfahren ein Proteinextrakt préapariert. Die Proteine
wurden mit SDS (Natriumdodezylsulfat) denaturiert, elektrophoretisch auf einem
8%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert. Die a;-Untereinheit und die B;-Untereinheit der GC wurden mittels eines
spezifischen IgY-Antikérpers (Huhn) und eines anti-IgY-Antikdrpers (Kaninchen)
detektiert. Wie in Abb. 15 dargestellt, war die Expression beider Untereinheiten der
GC bei den Aortenextrakten der HMR1766-behandelten Ratten nicht signifikant
verdndert im Vergleich zu den Kontrollratten, obwohl HMR1766-behandelte Tiere
tendenziell einen Anstieg der GC-Expression erkennen lie3en.

3.2 GC-Regulation bei vaskularen Stérungen

Zur Untersuchung der chronischen GC-Desensitivierung bei vaskulédren Stérungen
wurden zwei Tiermodelle untersucht. Im Tiermodell der nitrattoleranten Ratte fihrt
die chronische Applikation von Nitroglycerol zu einer Toleranzentwicklung und
endothelialen Dysfunktion (Molina et al., 1987). Im Modell des salzinduzierten
renalen Bluthochdrucks bei Dahl-S-Ratten entwickeln die Tiere aufgrund eines
Gendefektes nach der Gabe einer salzreichen Diat eine Hypertonie (Dahl et al.,
1962).

3.2.1 EinfluR von Nitrattoleranz auf NO-Sensitivitat, Ham-Redox-Zustand und

Expression der GC

Es wurde untersucht, ob es durch die dreitdgige Exposition von Ratten mit
Nitroglycerol-Lésung (9,6 %) in vivo zu einer verminderten glattmuskuléaren Antwort
der Aorten gegenliber exogen zugefuhrten organischen Nitraten kommt
(Eigentoleranzentwicklung). Auerdem wurde Uberprift, ob eine Kreuztoleranz zu
anderen NO-abhéngigen Relaxationsmechanismen wie anorganische, exogen
zugefihrte Nitrate (NNP) und endogenem NO (ACh) sowie S973448 und HMR1766
besteht. Zur Erzielung der Nitrattoleranz wurden den Ratten osmotische Minipumpen
implantiert (Kap. 2.2.2.4), aus welchen kontinuierlich 1 mg/h Nitroglycerol freisetzt
wurde. Die Kontrollratten bekamen Minipumpen, die nur mit dem Ldsungsmittel
Ethanol 98 % geflllt waren, implantiert. Am 3. Tag nach der Implantation der
Pumpen wurden die Ratten wie bereits beschrieben narkotisiert und die thorakalen

Aorten entnommen.
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3.2.1.1 Akute relaxierende Wirkung von Nitroglycerol in vitro auf Aorten von NTG-
behandelten Ratten (3 Tage)

251

50 4

Relaxation [%]

——-NTG
——Kontrolle

751

100 T T T
-9,5 -9 -8,5 -8 -7,5 -7 -6,5

NTG [log M]

Abb. 16 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Nitroglycerol (1 nM -
100 nM) auf Phenylephrin-kontrahierte (300 nM) endothelintakte Segmente
der A. thoracalis von NTG-behandelten Ratten (3 Tage) und Kontrollratten.
Die Symbole représentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 3 Tieren,
pro Tier wurden 3 - 4 Aortenringe gleichzeitig untersucht (* p < 0,05 NTG vs.
Kontrolle).

Um festzustellen, ob die Aortensegmente der NTG-behandelten Ratten eine Toleranz
gegeniiber akut appliziertem NTG in vitro aufweisen, wurden KWK der Aortenringe
mit NTG angefertigt (Munzel et al., 1995). Die Versuche wurden nach der Methode A
durchgefiihrt. Die NTG-KWK (1 nM - 30 uM) wurde im AnschluB an die Uberpriifung
der Endothelintegritat mit ACh und dem Nachweis der NNP-Sensitivitéat durchgefuhrt.
NTG induzierte in beiden Gruppen ab einer Konzentration von 3 nM eine
Kontraktionshemmung der Gefa3e (Abb. 16). Die ECsq der Aortenringe der
Kontrollratten lag bei 9,3 nM NTG. Bei einer Konzentration von 100 nM NTG betrug
die maximale Relaxation 89 %. Demgegeniiber wiesen die Aortensegmente der
NTG-behandelten Ratten eine ECsg von 13 nM auf und eine maximale Relaxation
von 71 % bei 100 nM NTG. Nach Zugabe von 3 nM - 100 nM NTG war eine
signifikante Abschwéchung der Relaxation der NTG-behandelten Rattenaortenringe
im Vergleich zu den Geféal3en der Kontrollratten zu beobachten. Der Versuch belegte
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daher, daf’ die Vorbehandlung mit NTG an der glatten GefaBmuskulatur der Aorten
eine Verminderung der vasorelaxierenden Potenz des NO-Donors NTG bewirkte
(Eigentoleranz).

3.2.1.2  Akute relaxierende Wirkung von Natriumnitroprussid in vitro auf Aorten von
NTG-behandelten Ratten (3 Tage)
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Abb. 17 Kumulative Dosis-Wirkungs-Kurve von Natriumnitroprussid (1 nM -
1 uM) auf Phenylephrin-kontrahierte (300 nM) endothelintakte Segmente der
A. thoracalis von NTG-behandelten Ratten (3 Tage) und Kontrollratten. Die
Symbole repréasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 3 Tieren, pro
Tier wurden 3 - 4 Aortenringe gleichzeitig untersucht (* p < 0,05 NTG vs.
Kontrolle).

Es wurde untersucht, ob es nach dreitdgiger in vivo Behandlung von Ratten mit
Nitroglycerol zu einer Kreuztoleranzentwicklung gegeniiber dem anorganischen NO-
Donor NNP kommt. Die Versuche wurden nach der Methode A durchgefuhrt. Die
NNP-KWK (1 nM - 1 uM) wurde im Anschlul an die Uberpriifung der Endothel-
integritdt mit ACh aufgenommen. NNP bewirkte eine konzentrationsabhangige
Vasorelaxation. Wie in Abb. 17 dargestellt, lag die ECso bei den Aortensegmenten
der Kontrollratten bei 17 nM NNP, die maximale Relaxation von 100 % wurde nach
Zugabe von 1 pM NNP erreicht. Bei den Aortenringen der NTG-behandelten Ratten
lag die ECso bei 33 nM NNP und die maximale Relaxation von 100 % wurde
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ebenfalls nach Zugabe von 1 pM NNP erreicht. Signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen waren lediglich nach Zugabe von 3 nM, 10 nM und 30 nM NNP
zu erkennen. Bei hoheren Konzentrationen des NO-Donors (100 nM, 300 nM und
1 uM) konnte die verminderte Ansprechbarkeit der GeféaBsegmente der NTG-
behandelten Ratten hingegen nicht beobachtet werden, die Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen waren hier nicht signifikant. Eine Kreuztoleranz zwischen NTG

und NNP konnte somit nur bei den niedrigen Konzentrationen nachgewiesen werden.

3.2.1.3 Akute relaxierende Wirkung von Acetylcholin in vitro auf Aorten von NTG-
behandelten Ratten (3 Tage)
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Abb. 18 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von ACh (1 nM - 10 pM)
auf K*-kontrahierte (40 mM) endothelintakte Segmente der A. thoracalis von
NTG-behandelten Ratten (3 Tage) und Kontrollratten. Die Symbole
reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 4 - 7 Tieren, pro Tier
wurden 3 - 6 Aortenringe gleichzeitig untersucht (* p < 0,05 NTG vs.
Kontrolle).

Mit diesen Untersuchungen wurde Uberpriift, ob es durch die dreitdgige in vivo
Vorbehandlung von Ratten mit Nitroglycerol (NTG) zu einer Kreuztoleranz der
Aortensegmente gegeniiber endothelial gebildetem NO kommt. Aus diesem Grund
wurde der endothelabhéngige Vasodilatator ACh verwendet. Die Kontraktion der
GefaRe fand mit 40 mM kaliumreicher Krebs-Henseleit-Pufferlésung statt, um die
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Ausschaltung des endothelialen hyperpolarisierenden Faktors zu gewahrleisten und
ausschlie3lich die NO-induzierte Kontraktionshemmung zu erfassen. Die Versuche
wurden nach der Methode A durchgefuhrt. ACh induzierte in beiden
Behandlungsgruppen ab einer Konzentration von 100 nM eine Vasorelaxation
(Abb. 18). Die ECs lag bei den Aortenringen der Kontrollratten bei 213 nM und die
maximale Relaxation betrug 44 %. Im Vergleich dazu war die Wirkung von ACh auf
die Gefallsegmente der NTG-behandelten Ratten abgeschwacht. Hier betrug die
ECs0 269 nM und die maximal erreichte Relaxation betrug nur 31 % bei 10 uM ACh.
Im Bereich 1 pM und 10 pM war die Antwort der GefaRsegmente auf den
endothelabhangigen Vasodilatator bei den NTG-behandelten Ratten signifikant
vermindert.

Mit dieser Versuchsreihe konnte nachgewiesen werden, daf3 die in vivo Behandlung
von Ratten mit dem organischen NO-Donor NTG zu einer Kreuztoleranzentwicklung
der glatten GeféaBmuskulatur gegeniber dem endothelabhé&ngigen Dilatator ACh
fuhrte.
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3.2.1.4 Akute relaxierende Wirkung von S973448 in vitro auf Aorten von NTG- Die durch die hochste DMSO-Konzentration (3 %.) induzierte Relaxation der
behandelten Ratten (3 Tage) Aortenringe der Kontrollratten betrug 47 % und die der nitrattoleranten Ratten 14 %.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse konnte festgestellt werden, da die in vivo

induzierte Nitrattoleranz in den Rattenaorten zu keiner Kreuztoleranz gegeniber

' o ' o - h : s %0 DMSO S973448 fiihrte

251

3.2.1.5 Akute relaxierende Wirkung von HMR1766 in vitro auf Aorten von NTG-
behandelten Ratten (3 Tage)
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Abb. 19 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von S973448 (100 nM -
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30 pM) und der Losungsmittelkontrolle DMSO (0,01 — 3 %o) auf Phenylephrin- 754 NTG

kontrahierte (300 nM) endothelintakte Segmente der A. thoracalis von NTG- ——Kontrolle

behandelten Ratten (3 Tage) und Kontrollratten. Die Symbole reprasentieren

Mittelwerte + Standardabweichung von 3 Tieren, pro Tier wurden 2 - 3

Aortensegmente gleichzeitig untersucht. 100 T T T T T T '
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Mit dieser Versuchsreihe wurde ermittelt, ob die in vivo induzierte Nitrattoleranz
Abb. 20 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von HMR1766 (100 nM -

(Abb. 16) eine Kreuztoleranz gegenliber dem spezifischen Aktivator der Ham- 30 pM) auf Phenylephrin-induzierte Kontraktion (300 nM) endothelintakter
- . . P Segmente der A. thoracalis von NTG-behandelten Ratten (3 Tage) und

oxidierten GC - S973448 - auslost. Die Versuche wurden wie in Methode A Kontroll_ratten. Die _Symbole représentie_ren Mittelwert_e_iStandardabweichung

beschrieben durchgefiihrt. Die S973448-mediierte GefaRrelaxation (100 nM - 30 uM) von 4 Tieren, pro Tier wurden 2 Aortenringe gleichzeitig untersucht.

wurde an den Aorten nach Testung der Endothelintegritat und der NO-Sensitivitat

untersucht. S973448 induzierte eine konzentrationsabhangige Vasorelaxation o . . )
) ) ] ] Mit dieser Versuchsserie wurde untersucht, ob es zu einer Kreuztoleranz zwischen
(Abb. 19). Die GefaRsegmente der Kontrollratten zeigten eine ECso von 2,3 uM. Die . . . . .
) ) ) ) ) ) dem Aktivator der oxidierten GC, HMR1766, und organischen Nitraten kommt. Die
maximale Relaxation lag bei 89 %. Die Ergebnisse bei den Aortensegmenten der . ) .
_ _ _ ) Experimente wurden analog der Methode A - wie unter Abb. 19 beschrieben -
NTG-behandelten Ratten waren &hnlich, hier betrug die ECso 2,8 pM und die . . . . . . . .
durchgefuhrt. HMR1766 induzierte in beiden Gruppen eine konzentrationsabhangige
maximale Relaxation lag wie bei den Kontrollratten bei 89 %. Es waren keine . u . . .
o ) ] ) Relaxation der GefalRe. Ein deutlicher Effekt der Substanz war ab einer
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zu erkennen. . . . N
Konzentration von 1 uM zu beobachten. Die ECs lag bei den GeféaRsegmenten der

NTG-behandelten Ratten bei 11 uM und bei den Segmenten der Kontrollratten bei
6 uM. Die maximale Relaxation war bei beiden Gruppen fast identisch. Sie betrug bei
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einer Konzentration von 30 pM HMR1766 bei den Aortensegmenten der
Kontrollratten 78 % und bei den Aortenringen der NTG-behandelten Ratten 74 %
(Abb. 20). Im gesamten Verlauf der Konzentrations-Wirkungsbeziehung waren die
Unterschiede zwischen den Aortenringen der beiden Gruppen nicht signifikant. Diese
Ergebnisse belegen, dal auch bei der akuten Zugabe dieses Aktivators der Ham-
oxiderten GC HMR1766 - wie bereits bei S973448 gezeigt wurde - keine

Kreuztoleranz zu Nitroglycerol nachzuweisen ist.

3.2.1.6 Western Blot Analyse der Expression der o:- und der Bi-Untereinheit der
GC von NTG-behandelten Ratten (3 Tage)

In diesem Experiment wurde untersucht, inwieweit die in vivo induzierte Nitrattoleranz
zu einer Veranderung der Expression der a;- und der (3;-Untereinheit der GC in den
Rattenaorten fiihrt. Die Western Blot Analyse erfolgte wie bereits im Methodenteil
(Kap.2.2.7) beschrieben. Die a;-Untereinheit und die B:-Untereinheit der GC wurden
jeweils mit polyklonalen 1gG-Antikdrpern (Kaninchen) und einem anti-Kaninchen-1gG-

Antikdrper (Ziege) detektiert.
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Abb. 21 Effekt der chronischen Nitroglycerol (NTG) Behandlung auf die Expression der a;-
Untereinheit der GC in Aorten von NTG-toleranten Ratten und Kontrollratten. Jeweils 40 ug
Protein des 10000 g Uberstandes wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Transfer der
Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran wurde die a;-Untereinheit der GC detektiert.

a) Aufnahme des Immunoblots
b) Densitometrische Auswertung der immunreaktiven Banden. Die Balken

reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 4 Tieren (* p < 0,05
NTG vs. Kontrolle).
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Abb. 22 Effekt der chronischen Nitroglycerol (NTG) Behandlung auf die Expression der ;-
Untereinheit der GC in Aorten von NTG-toleranten Ratten und Kontrollratten. Jeweils 40 ug
Protein des 10000 g Uberstandes wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Transfer der
Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran wurde die B;-Untereinheit der GC detektiert.

a) Aufnahme des Immunoblots
b) Densitometrische Auswertung der immunreaktiven Banden. Die Balken

reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 4 Tieren (* p < 0,05
NTG vs. Kontrolle).

Die Expression der a;- und der B;-Untereinheit der GC war bei den NTG-toleranten
Ratten im Vergleich zu den Kontrollratten signifikant um das ca. 2-fache verstéarkt
(Abb. 21 und Abb. 22).

3.2.2 EinfluR von Salz-induziertem renalen Bluthochdruck auf NO-Sensitivitat und

Ham-Redox-Zustand der I6slichen Guanylylcyclase in Dahl-S-Ratten

Mit dieser Versuchsreihe sollte Uberprift werden, ob es bei Dahl-S-Ratten, die Uber
einen Zeitraum von 10 Wochen mit einer salzreichen Diat (4 % NacCl) gefiittert
wurden, zu einer Veranderung der Endothelfunktion und der Sensitivitat gegentber
exogen zugeflihrten Nitraten sowie Aktivatoren der Ham-oxidierten GC kommt. Die
Tieren wiesen nach der 10-wdchigen Fitterung einen systolischen arteriellen
Blutdruck von 223 mm Hg und eine Herzfrequenz von 428 Schlagen/min auf. Die
Kontrollratten erhielten Uber den gleichen Zeitraum eine Standarddiat (0,2 % NacCl).
Diese Tiere wiesen einen systolischen arteriellen Blutdruck von 129 mm Hg und eine
Herzfrequenz von 327 Schlagen/min auf. Die Blutdruck- und Herzfrequenz-

messungen wurden von der Fa. Aventis, Frankfurt/M. durchgefuhrt.

3.2.2.1 Akute relaxierende Wirkung von ACh in vitro auf Aorten von Dahl-S-Ratten
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Abb. 23 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Acetylcholin (1 nM -
10 pM) auf K'-kontrahierte (40 mM) endothelintakte (E+) und
deendothelialisierte Segmente (E-) der A. thoracalis von Dahl-S-Ratten, die
mit einer salzreichen Diat (4 % NaCl) oder mit einer Standarddiat (0,2 %
NaCl) gefuttert wurden. Die Symbole reprasentieren Mittelwerte +
Standardabweichung von 2 - 4 Tieren (* p < 0,05 E+ 4 % NaCl vs. E+ 0,2 %
NacCl).
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Mit diesen Versuchen wurde ermittelt, ob sich bei Dahl-S-Ratten mit Salz-induziertem
Bluthochdruck die endothelabhéngige Relaxation der Aortenringe verandert und ob
es zu einer Abnahme der NO-Sensitivitdt der GC kommt. Aus diesem Grund wurde
der endothelabh&ngige Vasodilatator Acetylcholin (ACh) verwendet. Die Versuche
wurden nach der Methode A durchgefiihrt. Ab einer Konzentration von 100 nM
induzierte ACh in allen Aortenringen eine konzentrationsabhéngige Relaxation
(Abb. 23). Diese war nach Zugabe von 100 nM, 1 yuM und 10 pM ACh bei den
endothelintakten Aorten der mit salzreicher Diat gefiitterten (hypertensiven) Ratten
im Vergleich zu den mit Standarddi&t gefutterten (normotensiven) Ratten signifikant
abgeschwacht Die maximale Relaxation lag bei den endothelintakten Aorten-
segmenten der normotensiven Ratten nach Zugabe von 10 uM ACh bei 57 % (ECso
239 nM) und bei den hypertensiven Ratten bei nur 37 % (ECso 288 nM). Bei den
deendothelialisierten Aortenringen wurde die halbmaximale Relaxation nach Zugabe
von 562 nM ACh bei den normotensiven und 831 nM ACh bei den hypertensiven
Ratten erreicht. Die maximale Relaxation war mit 14 % bei den mit Standarddiat
gefutterten Ratten und 16 % bei den mit salzreicher Diét gefiitterten Ratten fast
identisch. Signifikante Unterschiede konnten zwischen diesen beiden Gruppen im
gesamten Kurvenverlauf nicht festgestellt werden. Es konnte somit gezeigt werden,
dal? es durch die Gabe einer salzreichen Diat tGber 10 Wochen und dem damit
verbundenen renalen Bluthochdruck zu einer Abnahme der ACh-induzierten

endothelabhéngigen Relaxation in Rattenaorten kommt.
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3.2.2.2 Akute relaxierende Wirkung von NNP in vitro auf Aorten von Dahl-S-Ratten
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Abb. 24 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Natriumnitroprussid
(1 nM - 3 uM) auf Phenylephrin-kontrahierte (300 nM) deendothelialisierte (E-)
Segmente der A. thoracalis von Dahl-S-Ratten, die mit einer salzreichen Diat
(4 % NaCl) oder mit einer Standarddiat (0,2 % NacCl) gefuttert wurden. Die
Symbole repréasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 2 - 4 Tieren,
pro Tier wurden 2 - 3 Aortenringe gleichzeitig untersucht (* p < 0,05 E- 4 %
NaCl vs. E- 0,2 % NacCl).

Mit Hilfe dieser Experimente wurde nachgewiesen, daf? die Fltterung der salzreichen
Diat und der dadurch induzierte renale Bluthochdruck in Dahl-S-Ratten zu einer
Verénderung der NO-Sensitivitdt der Aorten fihrt. Die Versuche wurden nach der
Methode A durchgefuhrt. Im AnschluR an die kumulative ACh-WK wurden die
deendothelialisierten Aortenringe mit 100 uM L-NNA inkubiert, um die Ausschaltung
der endothelialen NO-Synthase zu gewahrleisten. Nach der Kontraktion mit 300 nM
PE wurde die vasorelaxierende Antwort auf die Gabe von NNP in ansteigenden
Konzentrationen (1 nM - 3 uM) gemessen (Abb. 24). Die Aortensegmente der mit
Standarddiat gefutterten Dahl-S-Ratten wurden durch 16 nM NNP halbmaximal
relaxiert. Die maximale Relaxation (100 %) wurde bei einer NNP-Konzentration von
1 uM erreicht. Demgegeniber lag die ECso bei den Aortenringen der mit salzreicher
Diat gefiitterten Ratten bei 30 nM NNP. Die maximale Relaxation von 97 % wurde bei
diesen Segmenten erst nach der Gabe von 3 pM NNP erreicht. Die Aorten der

hypertensiven Ratten zeigten somit eine signifikante Rechtsverschiebung der NNP-
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KWK. Die verminderte vasorelaxierende Wirkung von NNP war jedoch nicht so
ausgepragt wie bei ACh (Abb. 23).

Die endothelintakten Aorten beider Gruppen wiesen einen &hnlichen Kurvenverlauf
auf wie die in Abb.24 gezeigten deendothelialisierten Aortenringe. Bei den
endothelintakten GefaRen der normotensiven Ratten betrug die ECso 14 nM, die
maximale Relaxation von 100 % wurde nach Zugabe von 1 uM NNP erreicht. Die
GefalRe der hypertensiven Ratten wiesen eine ECso von 25 nM auf und die maximale
Relaxation von 96 % wurde wie auch bei den deendothelialisierten Segmenten erst
nach Zugabe von 3 pM erreicht (Daten nicht dargestellt).
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3.2.2.3 Akute relaxierende Wirkung von YC-1 in vitro auf Aorten von Dahl-S-Ratten
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Abb. 25 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von YC-1 (100 nM -
30 pM) und Cremophor als Lésungsmittelkontrolle (0,0003 — 0,09 %) auf
Phenylephrin-kontrahierte (300 nM) endothelintakte (@) und
deendothelialisierte (b) Segmente der A. thoracalis von Dahl-S-Ratten, die mit
einer salzreichen Diat (4 % NaCl) oder mit einer Standarddiat (0,2 % NaCl)
gefuttert wurden Die Symbole reprasentieren Mittelwerte + Standard-
abweichung von 2 - 3 Tieren, pro Tier wurden 2 - 3 Aortenringe gleichzeitig
untersucht (* p < 0,05 E+ 4 % NaCl vs. E+ 0,2 % NacCl).

Mit dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob es bei Dahl-S-Ratten durch die
Fltterung einer salzreichen Diat und dem damit verbundenen renalen Bluthochdruck
zu einer direkten Stdrung der Aktivierung der GC - unabhéngig von NO - kommt, d.h.
ob die Ham-abhangige Aktivitat der GC beeintrachtigt wird. Fir die Untersuchungen
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wurde der direkte, NO-unabhangige GC-Aktivator YC-1 verwendet. Die Versuche
wurden wie bereits unter Abb. 24 beschrieben durchgefiihrt und nach der PE-
induzierten  Kontraktion wurde die YC-1-Konzentrations-Wirkungsbeziehung
(100 nM - 30 pM) aufgenommen. YC-1 induzierte in allen GeféRringen eine
konzentrationsabhangige Relaxation (Abb. 25).

Bei den endothelintakten GefaBen war die Agonisten-induzierte Kontraktions-
hemmung der Aorten sowohl bei den mit Standarddiat gefutterten Ratten
(normotensive Ratten) als auch bei den mit salzreicher Diat gefiitterten Ratten
(hypertensive Ratten) ab einer Konzentration von 1 uM YC-1 signifikant (Abb. 25a).
Bei den endothelintakten Aorten der mit Standarddiat gefiitterten Ratten lag die ECso
bei 2,9 uM. Die maximale Relaxation von 95 % wurde bei einer Konzentration von
30 uM YC-1 erreicht. Die endothelintakten Aorten der mit salzreicher Diat gefitterten
Ratten wiesen eine ECso von 6 pM und eine maximale Relaxation von nur 78 % auf.
Diese Aortenringe zeigten bei einer Konzentration 30 pM eine signifikante
Rechtsverschiebung der YC-1-KWK gegeniber den Aorten der normotensiven
Ratten. Die YC-1-abhéngige Aktivierung der GC war demnach bei den
endothelintakten Aorten der hypertensiven Ratten abgeschwacht.

Die deendothelialisierten Gefal3e (Abb. 25b) zeigten bei den normotensiven Ratten
erst nach Zugabe von 10 pM YC-1 eine signifikante Relaxation, die GeféaRe der
hypertensiven Tiere relaxierten jedoch wie auch die endothelintakten Ringe schon
nach Zugabe von 1 uM YC-1.

Die deendothelialisierten Aortenringe (Abb. 25b) der normotensiven Ratten wurden
durch 17 uM YC-1 halbmaximal relaxiert und zeigten eine maximale Relaxation von
67 % bei einer Konzentration von 30 pM YC-1. Bei den deendothelialisierten
Aortensegmenten der hypertensiven Ratten war der Verlauf der YC-1-KWK &hnlich.
Hier war eine ECso von 11 pM nachzuweisen und die maximale Relaxation lag bei
nur 63 %. Die Unterschiede zwischen den Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der
deendothelialisierten Aorten waren im gesamten untersuchten Konzentrationsbereich
nicht signifikant.

Auffallend war jedoch, daf3 bei den endothelintakten Aorten der normotensiven
Ratten eine signifikante Potenzierung der relaxierenden Wirkung von YC-1
gegenuber den deendothelialisierten GefalRen festzustellen war (Abb. 25a/b). Dies
war bei den endothelintakten Aorten der hypertensiven Ratten nicht in diesem

Ausmall zu beobachten. Die KWK der endothelintakten Segmente war hier
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gegenuber den deendothelialisierten Aortenringen zwar signifikant nach links
verschoben, jedoch nicht so deutlich wie bei den normotensiven Dahl-S-Ratten. Der
EinfluB des Endothels schien somit bei den Aortensegmenten der hypertensiven
Ratten weniger stark ausgepragt zu sein wie bei den Segmenten der normotensiven
Ratten.

Das Losungsmittel Cremophor bewirkte auch in der hochsten applizierten
Konzentration von 0,09 % nur einen schwachen Effekt. Wie in Abb. 25a dargestellt,
I0ste er bei den endothelintakten Aorten der normotensiven Ratten eine Relaxation
von 5 % und bei den endothelintakten Aorten der hypertensiven Ratten eine
schwache Kontraktion von 4 % aus.

In den deendothelialisierten Aorten der mit Standarddiat gefitterten Dahl-S-Ratten

(Abb. 25b) verursachte Cremophor eine Relaxation von 8 %.

3.2.2.4 Akute relaxierende Wirkung von S973448 in vitro auf Aorten von Dahl-S-

Ratten
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Abb. 26 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von S973448 (100 nM -
30 pM) und der Losungsmittelkontrolle DMSO (0,01 — 3 %o) auf Phenylephrin-
kontrahierte (300 nM) endothelintakte Segmente der A. thoracalis von Dahl-S-
Ratten, die mit einer salzreichen Diat (4 % NaCl) oder mit einer Standarddiat
(0,2 % NaCl) gefuttert wurden. Die Symbole représentieren Mittelwerte +
Standardabweichung von 2 - 4 Tieren, pro Tier wurden 2 - 3 Aortenringe
gleichzeitig untersucht (* p < 0,05 E+ 4 % NaCl vs. E+ 0,2 % NaCl).
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In dieser Versuchsserie wurde geklart, ob es bei den hypertensiven Ratten zu einer
Anderung des Redoxgleichgewichtes der léslichen Guanylylcyclase zugunsten der
oxidierten Form kommt. Aus diesem Grund wurde als spezifischer Aktivator fir die
oxidierte Form der GC die Substanz S973448 eingesetzt. Die Versuche wurden wie
unter Abb. 24 beschrieben durchgefiihrt. S973448 induzierte bei beiden Gruppen
eine konzentrationsabhangige Vasorelaxation (Abb. 26), die bei den normotensiven
Tieren ab einer Konzentration von 10 uM S973448, bei den hypertensiven Ratten
jedoch schon nach der Gabe von 1 uM S973448 signifikant war. Bei den Aorten der
normotensiven Ratten lag die ECso bei 9,5 pM. Die maximale Relaxation von nur
43 % wurde nach Zugabe von 30 pM S973448 erreicht. Die Aortenringe der
hypertensiven Ratten wiesen hingegen eine ECso von 11,4 pM auf, die maximale
Relaxation lag bei 69 %. Die Aortensegmente der hypertensiven Ratten reagierten
empfindlicher auf S973448 als die Aortensegmente der normotensiven Ratten. Der
Unterschied zwischen den beiden Gruppen war bei einer Konzentration von 30 uM
S973448 signifikant.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, da bei den hypertensiven Dahl-S-
Ratten die GC zum grof3eren Teil in der oxidierten Eisen (lll)-Form vorliegt als bei
den normotensiven Ratten.

Das Losungsmittel DMSO fihrte auch in der héchsten Konzentration von 3 %. nur zu
einer schwachen Relaxation der GefalRsegmente von 4 %.
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3.2.2.5 Akute relaxierende Wirkung von HMR1766 in vitro auf Aorten von Dahl-S-

Ratten
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Abb. 27 Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve von HMR1766 (100 nM -
30 puM) auf Phenylephrin-kontrahierte (300 nM) endothelintakte Segmente der
A. thoracalis von Dahl-S-Ratten, die mit einer salzreichen Diat (4 % NaCl)
oder mit einer Standarddiat (0,2 % NaCl) gefittert wurden. Die Symbole
repréasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 2 - 4 Tieren, pro Tier
wurden 2 - 3 Aortenringe gleichzeitig untersucht (* p < 0,05 E+ 4 % NaCl vs.
E+ 0,2 % NacCl).

Das Ziel dieser Untersuchungen war es, zu ermitteln, ob der spezifische Aktivator der
oxidierten Form der GC HMR1766 - wie S973448 - zu einer verstérkten
glattmuskuléaren Antwort bei Aorten von hypertensiven Ratten fuhrt. Die Versuche
wurden nach der Methode A durchgefiihrt. Die Erstellung der HMR1766-KWK
erfolgte im AnschluR an die Uberprifung der NO-Sensitivitit. Wie in Abb. 27
dargestellt, fihrte HMR1766 sowohl bei den normotensiven als auch bei den
hypertensiven Dahl-S-Ratten zu einer konzentrationsabhéngigen Relaxation, die bei
den Aorten der normotensiven Ratten nach Zugabe von 1 uM signifikant war. Diese
Gefalle relaxierten bei 6 yM HMR1766 halbmaximal, die maximale Relaxation von
79 % wurde nach Gabe von 30 uM HMR1766 erreicht. Demgegeniber war die
Vasorelaxation der Aorten der hypertensiven Ratten erst bei einer Konzentration von
10 pM HMR1766 signifikant. Die ECso lag bei 12 pM und die maximale Relaxation

betrug nur 36 %. Die Relaxation der Aortenringe der hypertensiven Ratten war somit



74 Ergebnisse

signifikant abgeschwéacht und wies im Bereich von 10 uM und 30 pM eine signifikante
Rechtsverschiebung der HMR1766-KWK auf.

3.2.3 Einflu3 von Salz-induziertem renalen Bluthochdruck auf die Expression der
GC in Dahl-S-Ratten

3.2.3.1 Western Blot Analyse der Expression der o;- und der Bi-Untereinheit der
GC in Dahl-S-Ratten

In diesem Experiment wurde untersucht, ob die Expression der a;- und der ;-
Untereinheit der GC in den Proteinextrakten von Aorten der mit salzreicher Diét
gefutterten, hypertensiven Dahl-S-Ratten gegentber den mit Standarddiat
gefutterten, normotensiven Dahl-S-Ratten verdndert ist. Dies wurde mit Hilfe der
Western Blot Analyse nachgewiesen (Methode Kap. 2.2.7).

Die a;-Untereinheit und die Bi-Untereinheit der GC wurden jeweils mit polyklonalen
IgG-Antikorpern (Kaninchen) und einem anti-Kaninchen-lgG-Antikérper (Ziege)
detektiert.
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Abb. 28 Vergleich der a;-GC-Expression aus Aortenextrakten der mit
salzreicher Diat (4 % NaCl) gefitterten, hypertensiven Ratten gegeniber den
mit Standarddiat (0,2 % NaCl) gefutterten, normotensiven Ratten. Jeweils
40 ug Protein des 10000 g Uberstandes wurden elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran
wurde die a;-Untereinheit der GC detektiert.

a) Immunoblot der a;-Untereinheit der GC
b) Densitometrische Auswertung der immunreaktiven Banden. Die Balken

reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 4 Tieren (* p < 0,05
4 % NaCl vs. 0,2 % NacCl).
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Abb. 29 Vergleich der p;-GC-Expression aus Aortenextrakten der mit
salzreicher Diat (4 % NaCl) gefitterten, hypertensiven Ratten gegentber den
mit Standarddiat (0,2 % NacCl) gefitterten, normotensiven Ratten. Jeweils
40 ug Protein des 10000 g Uberstandes wurden elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran
wurde die S;-Untereinheit der GC detektiert.

a) Immunoblot der B;-Untereinheit der GC

b) Densitometrische Auswertung der immunreaktiven Banden. Die Balken
reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von 4 Tieren.

In diesen Versuchen konnte gezeigt werden, daf die Expression der a;-Untereinheit
der GC der hypertensiven Ratten gegeniiber den normotensiven Kontrolltieren um
das 2,8-fache signifikant vermindert war.

Die Untersuchung der 1-Untereinheit der GC erbrachte jedoch eine nur tendenzielle,
nicht signifikante Erniedrigung der Expression bei den hypertensiven Ratten im
Vergleich zu den normotensiven Kontrolltieren.

Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden des Rontgenfiimes ergab eine

nur 1,3-fache Verminderung der [3:-Expression.

. —— - '”i we | - ,-(GC)-UE (70 kDa)

\% Diskussion

Die vaskulare Dysfunktion tritt bei verschiedenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie
Bluthochdruck, Atherosklerose und Thrombose auf. Nach dem gegenwaértigen Stand
der Forschung manifestiert sich diese Storung der GefaRfunktion in einer
Beeintrachtigung der NO-abhangigen GeféaRrelaxation auf endothelabhangige
Agonisten und exogene NO-Donoren (Adams et al., 1998; Schachinger & Zeiher,
2000; Miilsch, 2000). Eine Schlusselrolle bei der Vermittiung der NO-abhéngigen
GefaRrelaxation nimmt die lésliche Guanylylcyclase (GC) ein. Es ist zu vermuten,
dal es bei der vaskularen Dysfunktion zu einer Stdrung auf der Ebene dieses
wichtigen NO-Rezeptors kommit.

In Tiermodellen mit vaskularer Dysfunktion wurde eine reduzierte m-RNA- und
Proteinexpression (KI6R et al., 2000) und NO-Sensitivitdt der GC (Robinson et al.,
1982) beschrieben. Andererseits wurde eine Steigerung der vaskularen GC-
Expression (Bauersachs et al., 1999) oder NO-Sensitivitat (Sadoff et al., 1996) bei
Tiermodellen mit chronischer Herzinsuffizienz nachgewiesen.

Mit dieser Arbeit wurden folgende Ziele verfolgt:

Im ersten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, tber welchen Mechanismus die
akute Desensitivierung der glattmuskuldren GC bei intakter GefaRfunktion durch
endotheliales oder exogenes NO moduliert wird. Es ist bekannt, daf} eine akute
Hemmung der endothelialen NO-Freisetzung eine hohere Sensitivitdt der GC
gegenuber NO in Rattenaorten verursacht. Der daftir verantwortliche Mechanismus
auf molekularer Ebene konnte jedoch bisher nicht aufgeklart werden (Moncada et al.,
1991). Papapetropoulos et al. (1996) stellten bei Untersuchungen an glatten
GefaBmuskelzellen von Ratten fest, dalR nach der Behandlung mit hohen
Konzentrationen von exogenem NO mdglicherweise die Oxidation des Hameisens
der GC zu einer verminderten NO-Empfindlichkeit fuhrt.

Erganzend hierzu sollte die akute und chronische Aktivierung der Ham-oxidierten GC
analysiert werden. Dies wurde mit Hilfe der neu entwickelten, selektiven Aktivatoren
der Eisen (lll)-Form der GC S973448 und HMR1766 in vitro untersucht.

Weiterhin  sollte in entsprechenden Tiermodellen die Entstehung von
Toleranzentwicklungen dieser neuartigen Pharmaka charakterisiert werden. Hierbei

sollte insbesondere die Fragestellung geklart werden, ob die Substanzen langfristig
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geeignet waren, organische Nitrate in der Behandlung vaskulérer Dysfunktionen zu
ersetzen.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte geklart werden, ob in Tiermodellen mit einer Stérung
der Funktion des glatten Gefalimuskels die chronische Desensitivierung der GC zu
einer Veranderung der NO-Empfindlichkeit, des Oxidationsstatus und der Expression
dieses NO-Rezeptor-Proteins fuhrt. In friheren Untersuchungen konnte im
Tiermodell der nitrattoleranten Ratte die chronische Desensitivierung der GC (Molina
et al., 1987) und eine verminderte Expression der cGMP-abhéngigen Proteinkinase |
(Soff et al., 1997) nachgewiesen werden.

Im Hypertoniemodell der genetisch salzsensitiven Dahlratte konnten Azam et al.
(1998) eine verminderte NO-Sensitivitdt und NO-stimulierte cGMP-Bildung zeigen.
Dies laf3t darauf schlieBen, daR eine verminderte GC-Aktivitat zur Salzsensitivitat
beitragt. Es konnte nachgewiesen werden, daR in Nieren von Dahl-S-Ratten die
Expression der B-Untereinheiten der GC verandert ist. Die B;-Untereinheit ist

vermindert, die B,-Untereinheit ist verstérkt exprimiert (Gupta et al., 1997).

5.1 GC-Regulation bei intakter GefaRfunktion

5.1.1 Akute Desensitivierung der glattmuskularen GC gegeniber exogenem NO
durch das endotheliale NO

In diesen Versuchen wurde die akute Desensitivierung der l6slichen Guanylylcyclase
durch das endotheliale NO analysiert. Es wurde untersucht, durch welchen
Mechanismus die GC ihre Empfindlichkeit gegentiber NO &ndert und ob es sich
hierbei um einen direkten NO vermittelten Mechanismus handelt oder ob die
Desensitivierung eine Folge der gesteigerten cGMP-Bildung ist.

Zum Nachweis der basalen endothelialen NO-Freisetzung in vitro wurden
isometrische Kontraktionsmessungen an isolierten GefaRringen von Rattenaorten
durchgefuhrt. Zunachst wurde festgestellt, unter welchen experimentellen
Bedingungen die basale endotheliale NO-Freisetzung den GefaRtonus am starksten
beeinflult. Die endotheliale NO-Bildung wurde durch den Inhibitor der endothelialen
NO-Synthase (eNOS) NC-Nitro-L-Arginin (L-NNA) unterdriickt und die Rattenaorten
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mit dem a-Adrenozeptoragonisten Phenylephrin (PE) submaximal kontrahiert. Die so
erzielte Tonussteigerung der Aorten diente als MaR fir die basale NO-Freisetzung.
Initiale Untersuchungen zum Einflu der basalen NO-Bildung auf die NO-Sensitivitat
der GefaRmuskulatur wurden an Aorten von mannlichen Ratten durchgefiihrt, die mit
der gleichen PE-Konzentration Kkontrahiert wurden, unabhéngig von ihrem durch
Kalium (80 mM K*)-induzierten maximalen Kontraktionsniveau. Diese GefaR-
segmente wiesen somit keinen einheitlichen Tonus auf. Unter diesen Bedingungen
lieR sich kein signifikanter Unterschied zwischen L-NNA-behandelten und
unbehandelten Gefalringen beziglich der NO-Sensitivitdt nachweisen. Die
geféBRrelaxierende Antwort auf den NO-Donor Natriumnitroprussid (NNP) war bei
beiden Gruppen gleich. Als mdogliche Erklarung wurde in der Literatur einerseits
beschrieben, daf} bei der basalen NO-Freisetzung erhebliche geschlechtsspezifische
Unterschiede bestehen (Stallone, 1993; Kauser & Rubanyi, 1994) und andererseits
Unterschiede in der basalen endothelialen NO-Bildung nur bei gleichem Tonus der
GefaRsegmente vor der Gabe des NO-Donors nachzuweisen sind und nicht bei
gleicher Konzentration des Agonisten Phenylephrin (Moncada et al., 1991). Der
gleiche Tonus ist nur durch unterschiedliche PE-Konzentrationen zwischen den mit
einem Hemmer der endothelialen NO-Synthase behandelten und unbehandelten
Aortenringen zu erreichen (Moncada et al., 1991). Aus diesem Grund wurden
mannliche und weibliche Ratten verwendet, um die endothelinduzierte
Desensitivierung der Rattengefal3e bei gleichem Tonus der Aortenringe mit
unterschiedlicher PE-Konzentration nachzuweisen.

Die Wirkung der basalen NO-Freisetzung durch das Endothel war bei den weiblichen
Tieren abhangig von der PE-Konzentration (30 nM und 50 nM), wéhrend dies bei den
mannlichen Tieren nur hinsichtlich der kontraktilen Potenz, nicht jedoch der Effizienz
(Maximaleffekt) von L-NNA der Fall war (Abb. 1a & 1b). Diese Befunde &hneln
friheren Untersuchungen von Stallone (1993) in welchen nachgewiesen wurde, dald
der NO-Synthase-Inhibitor N®-Monomethyl-L-Arginin die Sensitivitat und auch die
maximale Antwort auf PE bei Aorten von weiblichen Tieren starker beeinflu3t als bei
méannlichen Ratten. Die Antwort auf PE lag bei den Untersuchungen dieser Autoren
bei den weiblichen Tieren um 40 % hdher als bei den ménnlichen Tieren.

Kauser & Rubanyi (1994) konnten Geschlechtsunterschiede bei der Bildung von
endothelialem NO feststellen. Sie wiesen in Organbadversuchen nach, dal das
Endothel die Kontraktion von isolierten Aorten auf Serotonin (100 nM — 10 uM) und
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Phenylephrin (1 nM — 10 uM) in weiblichen Ratten signifikant stérker vermindert als
in mannlichen Ratten. Die endothelabhédngige Relaxation auf Acetylcholin (1 nM —
10 pM) war bei den weiblichen Ratten groéRRer als bei den ménnlichen Ratten.

Wir konnten jedoch in unseren Untersuchungen keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede in Bezug auf die Gesamtmenge des basal freigesetzten NO
nachweisen (maximale Kontraktion der méannlichen Ratten 30 %, der weiblichen
Ratten 35 %).

Fir die nachfolgenden Versuche wurden 30 nM PE bzw. 50 nM PE und 30 pM
L-NNA verwendet (Abb. 2). Hierbei wurde der EinfluR von basal freigesetztem
endothelialen NO auf die Sensitivitdt der Aorten gegeniiber dem exogenen NO-
Donor Natriumnitroprussid (NNP) analysiert. Die maximale Relaxation von 100 %
wurde bei einer NNP-Konzentration von 30 nM erreicht. Sowohl bei der ménnlichen
als auch bei der weiblichen Ratte bewirkte die Hemmung der NO-Synthase eine
Zunahme der NO-Sensitivitdt. Die NNP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigte eine
deutliche Linksverschiebung, d.h. die eNOS-gehemmten Segmente relaxierten auf
den NO-Donor deutlich stérker als die unbehandelten Kontrollen. Es konnte
demnach eine Desensitivierung des glatten GefalRmuskels der Rattenaorta
gegenuber der relaxierenden Wirkung von NNP nachgewiesen werden. Dies erfolgte
aufgrund der basalen endothelialen NO-Freisetzung. Es wurden keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede festgestellt.

5.1.2  Akute Desensitivierung der GC durch exogene NO-Donoren

Um zu Uberprifen, ob es sich bei der endothelabh&ngigen Desensitivierung der
Aorten gegenuber der NNP-induzierten Relaxation um einen NO-mediierten ProzeR
handelt, oder ob ein anderer endothelvermittelter Mechanismus zugrunde liegt,
wurden die Rattenaortensegmente nach Ausschaltung der endothelialen NO-
Synthase durch L-NNA mit exogenem NO inkubiert, um die endogene NO-Bildung zu
substituieren.

Die eNOS-gehemmten Aortensegmente zeigten eine Verstarkung der
vasokonstriktorischen Potenz von PE. Sie benétigten weniger PE (30 - 90 nM) als die
Kontrollen (70 - 200 nM), um den gleichen Tonus zu erreichen. Durch den exogenen

NO-Donor Natriumnitrit (NaNO,) wurde die vasokonstriktorische Potenz von PE
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herabgesetzt. Je nach Konzentration (30 uM oder 70 uM) des zugesetzten NaNO;
mufte die Konzentration des PE gesteigert werden, um den gleichen Gefal3tonus zu
induzieren (80 % der K*-induzierten Kontraktion).

30 pM Natriumnitrit bewirkten noch keine deutliche Verschiebung der NNP-
Konzentrations-Wirkungs-Kurve, jedoch fiihrte die Gabe von 70 uM Natriumnitrit zur
vollsténdigen Aufhebung der durch den eNOS-Hemmer bewirkten NO-Sensitivierung
des GefaBmuskels (Abb. 3). Durch 70 pM Natriumnitrit wurde offensichtlich die
basale endotheliale NO-Freisetzung vollstandig substituiert.

Es konnte somit gezeigt werden, daR exogen zugefiihrtes NO (Natriumnitrit) die
glatte GefalBmuskulatur der Ratte gegeniber der relaxierenden Wirkung von NNP in

gleichem Mal3e desensitiviert wie endogen gebildetes NO.

5.1.3 EinfluB des Atrialen Natriuretischen Faktors auf die Desensitivierung der
GC

Um zu Uberprifen, ob die durch endotheliales und exogenes NO induzierte
Desensitivierung der GC auf einem cGMP-vermittelten Mechanismus beruht, wurden
die Aorten mit dem Atrialen Natriuretischen Faktor (ANF) inkubiert, um unabh&ngig
von NO uber die Aktivierung der partikuldaren GC die cGMP-Bildung zu steigern
(Murad et al., 1987). Die Relaxation der Aortenringe auf NNP war bei den mit ANF-
und L-NNA-behandelten Ringen im Vergleich zu den ausschlie3lich mit L-NNA-
behandelten Aorten signifikant herabgesetzt (Abb. 4). Dieser Befund zeigt, dal? ANF
in Rattenaorten mit blockierter endogener NO-Synthese zur Desensitivierung
gegeniiber der NNP-induzierten Vasorelaxation fuhrt.

Bellamy et al. (2000) zeigten, dafl? die GC in zerebelldren Zellen in situ nach NO-
Stimulation innerhalb von Sekunden desensitiviert wird. Nach einigen Minuten
verschwand dieser Effekt wieder.

Ferrero et al. (2000) fanden in chromaffinen Zellen aus der Nebenniere von Rindern,
daR ein intrazellularer Anstieg von cGMP und die Aktivierung der cGMP-abhéngigen
Proteinkinase | (PKG) zu einer Hemmung der NNP-stimulierten cGMP-Bildung
fuhren. Andererseits konnten diese Autoren zeigen, da3 eine Hemmung der PKG
eine hohere NNP-induzierte cGMP-Akkumulation bewirkt. Die Autoren vermuten

daher, daf? die NO-Sensitivitdt der GC durch PKG-abhéngige Phosphorylierung an
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einem Serinrest der B-Untereinheit der GC reguliert werden kann. Ob dieser
Mechanismus, wie er fir andere PKG-Substrate gezeigt wurde (Lincoln & Cornwell,
1993; Francis & Corbin, 1994), auch fir die GC zutrifft, bedarf weiterer
Untersuchungen.

Eine cGMP-abhangige Phosphorylierung der GC zur Regulation der NO-Sensitivitat
wirde mit unseren Befunden zur Desensitivierung der GC durch EDRF, Natriumnitrit

und ANF Ubereinstimmen.

5.1.4 Akute Aktivierung der GC durch Aktivatoren der Ham-oxidierten GC

Fir diese Untersuchungen wurden die Leitsubstanz der neu entwickelten
schwefelsubstituierten  Sulfonylamino-carbonsaure-N-arylamide - S973448 -
verwendet. S973448 ist ein Aktivator der Ham-oxidierten GC. Es handelt sich um
eine Substanz, die selektiv die Eisen (lll)-Form der GC aktiviert und Uber eine
Steigerung der cGMP-Bildung zu einer Gefalrelaxation fuhrt (Jannek, Dissertation in
Vorbereitung). Sie ist aus diesem Grund geeignet, den EinfluR von endogenem NO
auf den Oxidationszustand des Hameisens der GC und mdgliche Verschiebungen im
Verhdltnis der Redoxformen der GC zueinander nachzuweisen.

Um die vermutete Oxidation der GC durch endotheliales NO zu verhindern, wurde
ein Teil der Aortenringe 30 min mit 30 uM L-NNA inkubiert. Diese Gefaf3stlicke
zeigten im Vergleich zu den Kontrollen (78 %) jedoch eine verstérkte maximale
Relaxation (88 %) auf S973448 (Abb. 5).

Dies laRt darauf schlieRen, dal die GC nicht durch das endothelial gebildete NO
oxidiert wird. Die Oxidation der GC hétte bei den mit dem eNOS-Inhibitor
behandelten Segmenten zu einer schwéacheren Relaxation durch den Aktivator der
Ham-oxidierten GC flhren mussen. Es konnte demnach kein Hinweis auf eine
mogliche Desensitivierung der GC durch eine Verschiebung im Verhaltnis der
Redoxformen gefunden werden. Im Gegenteil: die Hemmung des endothelialen NO
fuhrte zu einer schwachen, aber signifikanten Steigerung der gefaRrelaxierenden
Potenz des neuartigen NO-unabhangigen Aktivators der GC.

Aus diesen Ergebnissen laf3t sich ableiten, da’ die akute Desensitivierung der GC
durch physiologische Konzentrationen von NO nicht auf einer Oxidation des GC
H&ameisens beruht.
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Dieser Befund deckt sich auch mit unseren Beobachtungen, daf3 eine gesteigerte
cGMP-Bildung die NO-Sensitivitat der GC herabsetzt. Offenbar wird durch NO bzw.
cGMP die GC-Aktivierung unabhangig von der Art des Aktivierungsmechanismus
akut gehemmt (Abb. 30).

Das Ldsungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) bewirkte in einer Konzentration von 3 %o
bei den unbehandelten Kontrollen eine maximale Relaxation von 16 % und bei den
L-NNA-behandelten Aorten von 27 %.

DMSO ist ein Antioxidans, welches frei durch biologische Membranen diffundieren
kann. Es wird sowohl als transmembranes Tréagermolekdl als auch, wie in unseren
Untersuchungen, als Losungsmittel fir Pharmaka verwendet (Jacob & Herschler,
1986). Bereits Sams et al. konnten 1966 zeigen, dal DMSO die kontraktilen
Eigenschaften des isolierten Diaphragmas aus Meerschweinchen herabsetzt. In
neueren Untersuchungen konnten Reid & Moody (1994) an isolieren Muskelbiindeln
aus dem Diaphragma von Sprague-Dawley-Ratten nachweisen, daB DMSO eine
direkte Hemmung der Kontraktilitét der Myozyten bewirkt.

Mit S973448 konnten wir jedoch eine deutlich Gber den Ldsungsmitteleffekt des
DMSO hinausgehende relaxierende Wirkung nachweisen (Abb. 5).

NO $S973448
—| —

Eisen (l)-Ham GC +— Eisen (ll)-Ham GC

% e
GTP GTP
GTP

N
pGC

I
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Abb. 30 cGMP desensitiviert die Eisen (Il)-Ham GC sowie die Eisen (lll)-Ham
GC und blockiert auf diese Weise die Aktivierung der beiden GC-Formen
durch NO und S973448.
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5.15 Chronische Aktivierung der GC durch Aktivatoren der Ham-oxidierten GC

In dieser Arbeit wurde erstmals die chronische Wirkung von neuartigen Aktivatoren
der Ham-oxidierten GC an Rattenaorten in vivo untersucht. Neben der Leitsubstanz
S973448 wurde die daraus neu entwickelte chemisch etwas abgewandelte
Verbindung HMR1766 verwendet. Diese Substanzen haben einen spiegelbildlichen
Wirkungsmechanismus im Vergleich zu NO. Sie aktivieren im Gegensatz zu NO nicht
die Eisen (Il)-Form der GC sondern die Eisen (lll)-Form und fiihren Uber die
Aktivierung der GC zu einer Gefaldrelaxation (Jannek, Dissertation in Vorbereitung).
Zur pharmakologischen Stimulation der GC wurden bisher fast ausschlieBlich
Verbindungen verwendet, deren Wirkung auf einer intermediaren NO-Freisetzung
beruht, wie beispielsweise organische Nitrate. Der Nachteil dieser Pharmaka liegt in
der Toleranzentwicklung (Wirkungsabschwéchung) bei chronischer Anwendung und
der deshalb erforderlichen héheren bzw. intermittierenden Dosierung (Abrams, 1988;
Elkayam, 1991). Da S973448 und HMR1766 eine starke Aktivierung der Ham-
oxidierten, NO-insensitiven GC bewirken, kénnten sie zur Therapie von Krankheiten
geeignet sein, die mit einer verminderter NO-Wirkung und einem erniedrigten cGMP-
Spiegel verbunden sind, wie z. B. die endotheliale Dysfunktion bei Atherosklerose
und Bluthochdruck. Langfristig kdnnten diese neu entwickelten Pharmaka organische
Nitrate ersetzen.

Weiterhin kdnnen sie nicht nur als Arzneimittel in der Human- und Veterindrmedizin,
sondern auch als wissenschaftliches Hilfsmittel eingesetzt werden, um den
Oxidationszustand des Hameisens der GC in Zellhomogenaten, intakten Zellen und
Geweben und im lebenden Organismus - wie in unseren Untersuchungen -
anzuzeigen.

Mit Hilfe der Versuche sollte ermittelt werden, ob es nach der chronischen Exposition
der Ratten mit S973448 und HMR1766 zu einer Wirkungsabschwachung dieser
Substanzen (Eigentoleranz) oder von organischen Nitraten sowie endogenem NO

(Kreuztoleranz) kommt.
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5.1.5.1 Akute relaxierende Wirkung von S973448, ACh und NTG in vitro auf Aorten
von S973448-behandelten Ratten (3 Tage)

Die dreitagige Applikation von S973448 fuhrte an den Rattenaorten in vitro zu keiner
Wirkungsabschwéchung (Eigentoleranz) dieser Substanz. Im Gegenteil: es war im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollratten nach der akuten Zugabe von 10 pM
und 30 pM S973448 eine Verstarkung der glattmuskularen GefaR3relaxation zu
beobachten (Abb. 6).

Auch die akute relaxierende Wirkung des endothelabhéngigen Vasodilatators ACh
war durch die Behandlung mit S973448 nicht abgeschwécht. Sowohl die
behandelten als auch die unbehandelten Aortensegmente zeigten eine ECso von ca.
100 nM ACh. Die maximale Relaxation lag bei den unbehandelten Aorten bei 38 %,
die der behandelten GefalRe bei 42 %. Es war demnach keine Kreuztoleranz
gegeniiber endogenem NO nachzuweisen (Abb. 7).

Die Versuche zur Ermittlung einer Kreuztoleranz gegeniiber exogenem NO in Form
von organischen Nitraten wurden mit NTG durchgefiihrt. Es zeigten sich bei den
isometrischen Kontraktionsmessungen bei beiden Gruppen fast identische Befunde
(Abb. 8). Der Verlauf der KWK war annahernd deckungsgleich. Die maximale
Antwort nach der Zugabe von 10 puM NTG betrug bei den Aortenringen der
Kontrollratten 87 % (ECso 130 nM) und bei den Aortenringen der S973448-
behandelten Ratten 89 % (ECso 104 nM). Es konnte somit keine Kreuztoleranz der
Aorten von S973448-behandelten Ratten gegenuber NTG nachgewiesen werden.
Diese Befunde lassen die Schiufolgerung zu, dal} eine dreitédgige chronische
Stimulation der H&m-oxidierten GC die Sensitivitat dieser Redoxform der GC im
GefalBmuskel gegeniber einer akuten Stimulation mit der gleichen Substanzgruppe
nicht beeintrachtigt.

Weiterhin zeigt die unveranderte Sensitivitdt der vaskularen GC auf exogene NO-
Donoren, daR der Redoxstatus der Ham-haltigen GC durch eine chronische
Aktivierung der oxidierten Form nicht verandert wird. Der Anteil der NO-sensitiven
Eisen (ll)-Form der GC bleibt erhalten.

Durch die chronische Anwendung von Aktivatoren der Eisen (lll)-Form der GC wird
die endogene, endotheliale NO-Bildung und Bioverfligbarkeit nicht beeintrachtigt.
Dies wird an der unverénderten Relaxation der isolierten Rattenaorten auf die akute

Gabe von ACh deutlich. In den meisten BlutgefafRen wirkt ACh als ein klassischer
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muskarinerger Agonist der endothelabhéngigen Relaxation (Furchgott & Zawadzki,
1980; Lischer & Vanhoutte, 1991). Indirekt ergibt sich hieraus die Folgerung, daf3 die
chronische dreitégige Aktivierung der Eisen (lll)-Form der GC nicht zur Induktion
einer vermehrten vaskuldren Superoxidbildung fuhrt, wie dies z. B. bei organischen
Nitraten der Fall ist (Mlnzel et al., 1995).

Insgesamt besitzen die Aktivatoren der Eisen (lll)-Form der GC wesentliche Vorteile

gegenuber den NO-Donoren.

5.1.5.2 Akute relaxierende Wirkung von HMR1766, ACh und NTG in vitro auf
Aorten von HMR1766-behandelten Ratten (3 Tage)

Die Experimente mit der Substanz HMR1766 fuhrten zu anndhernd gleichen
Ergebnissen wie die Untersuchungen mit der Leitsubstanz S973448.

Wie in Abb. 9 dargestellt, konnte nach dreitégiger Applikation von HMR1766 an den
Rattenaorten in vitro keine Wirkungsabschwéchung (Eigentoleranz) gegeniber
dieser Substanz nachgewiesen werden. Die akute relaxierende Wirkung des
selektiven  Aktivators der Ham-oxidierten GC lag sowohl bei den
Hydroxyethylcellulose- als auch bei den HMR1766-behandelten Aorten nach der
Zugabe von 30 uM bei 75 %. Die halbmaximale Gefafirelaxation lag bei beiden
Gruppen zwischen 10 uM und 11 pyM HMR1766.

Wir konnten mit diesen Befunden zeigen, dal? die Aktivitéat der Eisen (lll)-Form der
GC im GefalBmuskel der Ratten nicht veréndert ist.

Die akute relaxierende Wirkung des endothelabhéngigen Vasodilatators ACh war
durch die Behandlung der Ratten mit HMR1766 im Vergleich zu den Kontrollen nicht
abgeschwacht (Abb. 10). Im gesamten Verlauf der KWK war zwischen den beiden
Gruppen kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Die maximale Antwort von 49 %
bzw. 52 % wurde nach der Zugabe von 10 puM ACh erreicht. Die dreitagige
Behandlung mit HMR1766 in vivo fuhrte somit zu keiner Kreuztoleranz gegenuber
endogenem NO.

Mit diesen Ergebnissen konnte, wie auch bei S973448, gezeigt werden, dalR die
chronische Anwendung von Aktivatoren der Eisen (lll)-Form der GC die Aktivierung
der endothelialen NO-Synthase und die NO-Bioverfugbarkeit nicht beeinfluen.
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Die Versuche zur Ermittlung einer Kreuztoleranz gegentiber exogenem NO in Form
von organischen Nitraten wurden ebenfalls mit NTG durchgefuhrt. Auch hier war der
Verlauf der KWK der beiden Tiergruppen annéhernd deckungsgleich. Die maximale
Antwort nach der Zugabe von 30 puM NTG betrug bei den Aortenringen der
Kontrollratten 96 % (ECso 160 nM) und bei den Aortensegmenten der S973448-
behandelten Ratten 97 % (ECso 130 nM). Somit konnte keine Kreuztoleranz der
HMR1766-behandelten Aortenringe gegenliber NTG nachgewiesen werden. Hieraus
ist zu schlieen, dal? die NO-Sensitivitéat der vaskularen GC durch die chronische
Aktivierung der Eisen (lll)-Form der GC nicht verandert wurde. Das Verhéltnis und
die Aktivitat der Eisen (I1)-Form gegentber der Eisen (ll1)-Form blieben konstant.

5.1.5.3 Akute relaxierende Wirkung von HMR1766, ACh und NTG in vitro auf
Aorten von HMR1766-behandelten Ratten (4 Wochen)

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der EinfluR einer noch langeren chronischen
Stimulation der Ham-oxidierten GC auf das Verhéltnis der Redoxform der GC und die
NO-Bioverflgbarkeit untersucht.

Wie nach Uberpriifung der Eigentoleranz nach drei Tagen war auch hier nach vier
Wochen  Vorbehandlung mit HMR1766 keine  Wirkungsabschwéchung
(Eigentoleranzentwicklung) zu beobachten (Abb. 12). Die Kurven verliefen
deckungsgleich zu den KWK der Aortenringe der drei Tage HMR1766-behandelten
Ratten (Abb. 9). HMR1766 zeigte bei beiden Gruppen eine gleich potente
(ECs0 12 uM HMR1766) und effiziente Wirkung (maximale Antwort 75 %).

Die durch DMSO-induzierte Geféf3relaxation betrug bei einer Konzentration von 3 %o
26 %. Obwohl DMSO diese vasorelaxierende Eigenschaften aufwies, konnten wir die
Wirksamkeit der Substanz HMR1766 zeigen (Abb. 12).

Die Sensitivitat gegentiber endogenem NO war ebenfalls nicht abgeschwéacht. Die
ACh-induzierte endothelabhé&ngige Kontraktionshemmung lag bei beiden Gruppen
bei 54 %. Auch die ECsy war mit 130 nM ACh bei den Hydroxyethylcellulose-
behandelten Aorten und 170 nM ACh bei den HMR1766-behandelten Gefaf3en nur
geringfligig verandert (Abb. 13).
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Wie in Abb. 14 dargestellt, konnte eine Kreuztoleranz gegeniber NTG nicht
festgestellt werden. Die Vasorelaxation war sogar ab einer Konzentration von 1 uM
des NO-Donors NTG verbessert im Vergleich zu den Kontrollaorten.

Insgesamt wurde die endotheliale NO-Bildung, die Bioverfligbarkeit und Wirkung von
NO auf die glattmuskulare GC durch die vierwochige Aktivierung der Ham-oxidierten
GC in vivo genausowenig beeinfluf3t wie durch die dreitdgige Aktivierung. Da auch
die Aktivitat der Eisen (Ill)-Form der GC nicht vermindert wurde, blieb das Verhaltnis

und die Aktivierbarkeit beider GC-Redoxformen unverandert.

5.1.5.4 GC-Expression in HMR1766-behandelten Rattenaorten (4 Wochen)

Mit Hilfe der Western Blot Analyse wurde untersucht, inwieweit die Behandlung von
Ratten mit dem Aktivator der Ham-oxidierten GC HMR1766 Uber einen Zeitraum von
vier Wochen zu einer Veranderung der Expression der a;- und Bi-Untereinheiten der
GC in den Rattenaorten fuhrt.

Die Proteinexpression der beiden Untereinheiten der GC war bei den
Aortenextrakten der HMR1766-behandelten Ratten im Vergleich zu den
Kontrollratten nicht signifikant verandert. Es konnte jedoch ein tendenzieller Anstieg
der GC-Expression bei den mit HMR1766-behandelten Tieren nachgewiesen werden
(Abb. 15).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, daf? die neuen, selektiven Aktivatoren der
Ham-oxidierten GC nicht die Nachteile der NO-Donoren zeigen. Sie bewirken weder
eine akute noch eine chronische Desensitivierung der GC. Auch induzieren sie keine
Eigentoleranz und keine Kreuztoleranz zu endogenem oder exogenem NO. S973448
und HMR1766 scheinen zu keiner Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems und
damit zu keiner Induktion der Superoxidbildung zu flihren (Kap. 5.2). Sie sollten
daher glnstigere therapeutische Eigenschaften als die organischen Nitrate besitzen
und kénnen mdglicherweise therapeutisch bei vaskularen Dysfunktionen eingesetzt

werden.
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5.2 GC-Regulation bei vaskularen Stérungen

Zur Untersuchung der chronischen GC-Desensitivierung bei vaskuldren Stérungen
wurden zwei verschiedene Tiermodelle gewahlt. Zum einen das Tiermodell der
nitrattoleranten Ratte (Molina et al., 1987), in welchem die endotheliale Dysfunktion
vermutlich durch eine gesteigerte Superoxidbildung verursacht wird (Minzel et al.,
1995) und zum anderen das Modell der Salz-induzierten renalen Hypertonie bei
Dahl-S-Ratten, die aufgrund eines Gendefektes nach Gabe einer salzreichen Diat
einen Bluthochdruck entwickeln (Dahl et al., 1962). Hierbei fuhrt die Hypertonie zu
einer Endothelschédigung (LUscher et al., 1987a & b).

Wir analysierten den Einflu von Nitrattoleranz und Salz-induziertem Bluthochdruck
auf die NO-abhéngige und NO-unabhangige GC-Aktivitdt und glattmuskulare
Relaxation sowie GC-Expression.

5.2.1 EinfluR von Nitrattoleranz auf NO-Sensitivitdt, Ham-Redox-Zustand und

GC-Expression

Im Tiermodell der nitrattoleranten Ratte wurde durch eine dreitagige Nitroglycerol
(NTG)-Applikation mit Hilfe von osmotischen Minipumpen (NTG-Freisetzung 1 mg/h)
die Nitrattoleranz in vivo, d.h. die vaskulare Dysfunktion pharmakologisch induziert.
Die Kontrollratten bekamen Minipumpen, die nur mit dem Losungsmittel Ethanol
98 % gefillt waren, implantiert. Nach drei Tagen wurden die thorakalen Aorten
entnommen und die isometrischen Kontraktionsmessungen im Organbad und die
Western Blot Analysen durchgefuhrt.

5.2.1.1 Akute relaxierende Wirkung von NTG in vitro auf Aorten von NTG-
behandelten Ratten

Zunachst wurde nachgewiesen, dalR die Aortensegmente tatsachlich eine Toleranz
gegenuber dem akut applizierten NO-Donor NTG zeigen. Minzel et al. (1997)

beschrieben, daR bei Patienten bereits nach 24 Stunden kontinuierlicher
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Nitratinfusion ein Verlust der hdmodynamischen Wirkung von organischen Nitraten
als unerwinschte klinische Nebenwirkung zu beobachten ist.

Wie in Abb. 16 dargestellt, lag die ECso der Aortenringe der nicht-toleranten
Kontrollratten bei 9,3 nM NTG. Demgegeniiber wiesen die Aorten der nitrattoleranten
Ratten eine ECsp von 13 nM auf und zeigten somit eine signifikante Verminderung
der vasodilatatorischen Potenz des NO-Donors. Auch die maximale Relaxation durch
100 nM NTG war bei den toleranten Aorten gegenuber den Kontrollaorten signifikant
vermindert (71 % vs. 81 %). Aufgrund dieser Befunde konnte eine NTG-Toleranz in
den Aorten der NTG-behandelten Ratten nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse stimmen mit friheren Untersuchungen von Molina et al. (1987) und
Muinzel et al. (1995) Uberein. Sie konnten zeigen, dal3 die Behandlung von Ratten
und Kaninchen mit NTG zu einer deutlichen Verminderung der gefaRrelaxierenden
Potenz von NTG wie auch von anderen NO freisetzenden Agonisten fihrt. Die in vivo
Toleranz ist mit einem verminderten basalen und NO-induzierten cGMP-Spiegel in
den Gefafzen verbunden, woraus Molina et al. (1987) schlieRen, dal3 die GC in
glatten GefaRmuskelzellen durch die chronische Applikation von NTG desensitiviert
wird. Neuere Untersuchungen konnten jedoch zeigen, daf3 die chronische NTG-
Behandlung die Superoxidbildung in den Endothel- und glatten Gefamuskelzellen
verstérkt. Die mechanische Entfernung des Endothels wie auch die Behandlung der
Zellen mit Superoxiddismutase bewirken eine Verstarkung der NTG-induzierten
Relaxation in tolerantem Gewebe (Miinzel et al., 1995 & 2000). Aus diesem Grund ist
anzunehmen, daR sowohl die endotheliale als auch die glattmuskulare
Superoxidbildung fir die Nitrattoleranz verantwortlich sind.

5.2.1.2 Akute relaxierende Wirkung von NNP in vitro auf Aorten von NTG-

behandelten Ratten

Ein Ph&nomen, welches eng mit der Nitrattoleranz verbunden ist, ist die
Kreuztoleranz von NTG gegeniber anderen Nitrovasodilatatoren (NNP) und
endothelabhéngigen GeféRdilatatoren. Neben einer eingeschrankten NO-
Bioverfuigbarkeit durch Superoxid (Mlnzel et al., 1995) werden verschiedene andere
Ursachen dieser Kreuztoleranzentstehung diskutiert. Zum einen kann sie durch eine

veranderte Aktivitat der GC hervorgerufen werden, zum anderen ist ein Anstieg der
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Aktivitat von cGMP-abbauenden Phosphodiesterasen eine mdogliche Erklarung
(Molina et al., 1987; Axelsson & Anderson, 1983).

Wir untersuchten, ob es bei Toleranz gegeniiber organischen Nitraten gleichzeitig zu
einer Wirkungsabschwachung gegenliber anorganischen NO-Donoren wie
Natriumnitroprussid (NNP) kommt (Kreuztoleranz). Wir konnten einen signifikanten
Wirkungsverlust des NNP im Konzentrationsbereich von 3 nM bis 30 nM nachweisen
(ECso 33 nM tolerante Ratten vs. 17 nM Kontrollratten). Bei hoheren NNP-
Konzentrationen konnte keine verminderte Ansprechbarkeit der Aorten der
nitrattoleranten Ratten gegenuber den Kontrollaorten beobachtet werden (Abb. 17).
Diese Befunde decken sich mit den Untersuchungen von Molina et al. (1987). Sie
fanden heraus, dal? die thorakalen Aorten von NTG-behandelten Ratten um das 750-
fache weniger sensitiv gegeniber der relaxierenden Wirkung von NTG waren als die
Aorten von Kontrollratten. Jedoch wiesen dieselben Aorten eine nur 3-fach
verminderte Sensitivitdt gegentiber der kontraktionshemmenden Wirkung von NNP
auf. Die Eigentoleranz ist demnach bei Aorten von NTG-behandelten Ratten
wesentlich starker ausgepragt als die Kreuztoleranz gegentiber NNP. Wir konnten
dies in unseren Untersuchungen bestétigen, indem wir eine schwache Kreuztoleranz

nachweisen konnten (Zunahme der ECso um das ca. 2-fache).

5.2.1.3 Akute relaxierende Wirkung von ACh in vitro auf Aorten von NTG-

behandelten Ratten

Um zu Uberprufen, ob es durch die dreitégige in vivo Vorbehandlung von Ratten mit
NTG zu einer Kreuztoleranz der Aortenringe gegenuber endothelial gebildetem NO
kommt, wurde die akute relaxierende Wirkung des endothelabhéngigen
Vasodilatators Acetylcholin (ACh) untersucht. Wie in Abb. 18 dargestellt, zeigten die
NTG-behandelten Rattenaorten ab einer Konzentration von 1 pM eine signifikant
verminderte Relaxation im Vergleich zu den nicht-toleranten Kontrollaorten. Die
maximale Kontraktionshemmung lag bei den Kontrollringen bei 44 % und bei den
toleranten Gefa3ringen bei nur 31 %.

Ubereinstimmend zu diesen Befunden konnte sowohl im Tiermodell der
nitrattoleranten Ratte als auch in klinischen Studien gezeigt werden, daf3 sich die

NTG-Behandlung negativ auf die Endothelfunktion auswirkt und es zur Entstehung
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einer Kreuztoleranz gegentiber endothelabhéngigen Vasodilatatoren wie Acetylcholin
und Kalzium lonophor kommt (Caramori et al., 1998; Munzel et al., 1995; Molina et
al., 1987).

5.2.1.4 Akute relaxierende Wirkung von S973448 und HMR1766 in vitro auf Aorten
von NTG-behandelten Ratten

Wie bereits beschrieben (Kap. 5.1.5) wurden die neu entwickelten Aktivatoren der
Ham-oxidierten GC - S973448 und HMR1766 - im Tiermodell auf eine mégliche
Kreuztoleranz gegeniiber organischen Nitraten (NTG) analysiert. Es konnte keine
Toleranzentwicklung gegeniiber NTG durch diese Substanzen induziert werden.

Im Tiermodell der nitrattoleranten Ratte untersuchten wir, ob die in vivo induzierte
Nitrattoleranz eine Kreuztoleranz gegeniber den selektiven Aktivatoren der
Eisen (Il1)-Form der GC hervorruft.

Wir kamen zu dem Ergebnis, daf} die Nitrattoleranz in den Rattenaorten zu keiner
Kreuztoleranz gegeniiber den beiden Substanzen fuhrt (Abb. 19 und Abb. 20). Es
konnten keine signifikanten Unterschiede in der kontraktionshemmenden Wirkung
von S973448 und HMR1766 festgestellt werden. Im Gegenteil: der Verlauf der KWK
beider Aktivatoren war bei den Kontrollratten und den NTG-behandelten Ratten fast
identisch. Die maximale Wirkung betrug bei einer Konzentration von 30 pM S973448
in beiden Gruppen 89 %. Nach der Zugabe von 30 pM HMR1766 betrug die
maximale Gefalrelaxation der Kontrollaorten 78 %, die der behandelten Aorten
74 %.

Bei den Kontrollaorten I6ste DMSO bei einer Konzentration von 3 %o eine maximale
Relaxation von 47 % aus, bei den nitrattoleranten Aorten von 14 %. Auch hier
konnte, wie schon bei den Untersuchungen zur Desensitivierung der GC bei intakter
Gefalfunktion (Abb. 5), trotz der Eigenwirkung von DMSO eine Substanzwirkung von
S973448 nachgewiesen werden.

Nach Munzel et al. (1995) handelt es sich bei der Nitrattoleranz um ein multi-
faktorielles Geschehen, dessen Mechanismus lange unklar war. Die verminderte
Biokonversion von NTG in seinen aktiven vasodilatierenden Metaboliten (Chung &
Fung, 1990) scheint nicht die Ursache zu sein (Laursen et al., 1996). Als weitere
Mechanismen wurden die neurohumorale Adaption wie z. B. das Ansteigen des
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Plasmavolumens (Dupuis et al., 1990), die Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Systems (Packer et al., 1987) und steigende Plasmaspiegel von Vasopressin und
Katecholaminen vermutet (Parker et al., 1991). Neuere Untersuchungen zeigten
jedoch, daf? die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems Uber einen Anstieg von
Angiotensin Il zur Stimulation einer NAD(P)H-Oxidase fiihrt, die wiederum eine
gesteigerte Superoxidanion- und Wasserstoffperoxidproduktion in der Geféalwand
bewirkt (Griendling & Ushio-Fukai, 2000).

Munzel et al. (1995) und Minzel & Harrison (1997) konnten am Tiermodell des
nitrattoleranten Kaninchens zeigen, daf3 die Bioverfiigbarkeit des NO aufgrund dieser
erhohten endothelialen und glattmuskuléren Bildung von Superoxidanionradikalen
durch die membrangebundene NAD(P)H-Oxidase eingeschrankt ist. Die NAD(P)H-
Oxidase ist die Hauptquelle fur Superoxid in Gefal3zellen und Myozyten. Sie ahnelt
der neutrophilen NAD(P)H-Oxidase und produziert als Antwort auf
Wachstumsfaktoren und Zytokine Superoxid. Sie spielt demnach eine wichtige Rolle
im  kardiovaskularen  System, insbesondere bei der Entstehung von
pathophysiologischen Stérungen wie Hypertonie und Atherosklerose (Griendling et
al., 2000).

Das Superoxid reagiert sehr schnell mit NO (Beckmann et al., 1994) und reduziert
die Konzentration des NO in der Gefallwand und damit die Bioverfugbarkeit des aus
Endothelzellen oder organischen Nitraten freigesetzten NO.

Die selektiven Aktivatoren der Eisen (lll)-Form der GC zeigen nach unseren
Befunden trotz der durch Nitrattoleranz induzierten Superoxidbildung keinen
Wirkungsverlust. Sie sind weder in ihrer Potenz noch in ihrer Effizienz der
geféBRrelaxierenden Wirkung abgeschwacht. Es ist keine Kreuztoleranz zu NTG-
behandelten Aorten nachweisbar. Sie scheinen aus diesem Grund zur Behandlung

von vaskuléren Dysfunktionen geeignet zu sein.
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5.2.1.5 Einfluf von Nitrattoleranz auf die Expression der GC in Rattenaorten

Es war bisher nicht bekannt, ob die Expression der GC durch Nitrattoleranz verandert
wird. Bisher wurde ein Anstieg der GC-Expression in nur wenigen Geweben
gefunden. Zhou et al. (1996a) konnten zeigen, dal} durch eine pranatale
Betamethason-Therapie die GC-Expression in den Pulmonalvenen neugeborener
Lammer verstarkt ist. Des weiteren wurde in der A. pulmonalis von jungen Ratten
perinatal eine erhdhte GC-Expression auf Proteinebene nachgewiesen, die in
adulten Ratten jedoch wieder abnahm (Bloch et al., 1997).

Sadoff et al. (1996) zeigten bei Hunden mit einer durch Herzinsuffizienz induzierten
linksventrikularen Hypertrophie eine erhdhte NO-Sensitivitat der myokardialen GC.
Dies wurde kirzlich in einem &hnlichen Tiermodell bestatigt. Bei Ratten mit einer
Infarkt-induzierten Herzinsuffizienz wurde eine signifikant gesteigerte Expression der
Bi-Untereinheit der GC in der Aorta nachgewiesen (Bauersachs et al., 1999).

In unseren Analysen konnten wir zeigen, daf3 die in vivo induzierte Nitrattoleranz zu
einer signifikanten (2-fachen) Zunahme der Expression der a;- und 3;-Untereinheiten
der GC auf Proteinebene (Western Blot Analyse) in den toleranten Aorten im
Vergleich zu nicht-toleranten Kontrollen fuihrt (Abb. 21 und Abb. 22).

Diese Befunde lassen zusammen mit den in der Literatur beschriebenen
Ergebnissen vermuten, dafl bei einer verminderten Bioverfugbarkeit von NO die
Expression der GC kompensatorisch gesteigert wird.

Es wéare nun anzunehmen, dal® aufgrund der gesteigerten GC-Expression, die NO-
Sensitivitéat der GC in der Gefallwand zunimmt. Dies ist jedoch nicht der Fall, da wie
bereits beschrieben, die verstérkte vaskulare Superoxidbildung in intakten Aorten zu
einer Abnahme der NO-Bioverfligbarkeit fihrt.

In Gewebehomogenaten aus Aorten von nitrattoleranten Ratten lie3 sich gegentber
den nicht-toleranten Kontrollratten eine Verdoppelung der NO-stimulierten GC-
Aktivitdt nachweisen (Daten nicht dargestellt). In diesen Homogenaten war die durch
die Nitrattoleranz-induzierte Superoxidbildung stark eingeschrénkt, so daR die
Bioverfugbarkeit des zugesetzten NO nicht wesentlich vermindert war. Die maximale
NO-induzierte GC-Aktivitdt in diesen Homogenaten reprasentierte demnach die
Menge an NO-sensitiver GC, die in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der

Western Blot Analyse etwa verdoppelt war.
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5.2.2 EinfluR von Salz-induziertem renalen Bluthochdruck auf NO-Sensitivitat,

Ham-Redox-Zustand und Expression der GC in Dahl-S-Ratten

Im Tiermodell der genetisch salzsensitiven Dahl-S-Ratte (DS) wurde durch die
Fitterung einer salzreichen Diat ein Bluthochdruck induziert. Die Tiere wurden ab der
3. Lebenswoche fir 10 Wochen mit einer salzreichen Standarddiat (4 % NaCl)
gefuttert. Die Kontrollgruppe erhielt ber denselben Zeitraum die Standarddiat ohne
NaCl-Zusatz (0,2 % NacCl). Die mit salzreicher Diat gefutterten Ratten zeigten einen
deutlich erhohten arteriellen Blutdruck (223 mm Hg, Herzfrequenz 428 Schlége/min)
im Vergleich zu den Kontrollratten (129 mm Hg, Herzfrequenz 327 Schlage/min). Im
Alter von 13 Wochen wurde bei den Ratten die A. thoracalis entnommen und die
isometrischen Kontraktionsmessungen im Organbad und die Western Blot Analyse
durchgefihrt.

Es wurde untersucht, ob die renale Hypertonie in den Aorten der Ratten die
Endothelfunktion und Sensitivitdt gegenuber exogen zugefuhrten Nitraten sowie
Aktivatoren der Ham-oxidierten GC beeinfluf3t.

5.2.2.1 Akute relaxierende Wirkung von ACh in vitro auf Aorten von Dahl-S-Ratten

Mit diesen Versuchen wurde ermittelt, ob sich bei den genetisch salzsensitiven Dahl-
S-Ratten durch den renalen Bluthochdruck die endothelabhangige GefalRrelaxation
der Aorten verdndert und ob es zu einer Abnahme der NO-Sensitivitdt der GC
kommt.

Die endothelintakten Aortenringe der hypertensiven Ratten zeigten eine
abgeschwachte Relaxation auf ACh im Vergleich zu den Aorten aus den
normotensiven Ratten (Abb. 23). Die Maximalantwort war mit 37 % bei den
hypertensiven Gefal3en signifikant vermindert im Vergleich zu den Kontrollen (57 %).
Bei den deendothelialisierten GefaRringen sollte keine Vasorelaxation zu beobachten
sein. ACh induzierte jedoch auch in diesen Aortenringen eine schwache Relaxation
von 16 % (Aorten der normotensiven Ratten) bzw. 14 % (Aorten der hypertensiven
Ratten). Offenbar war das Endothel nicht vollstandig entfernt worden.

Es konnte somit nachgewiesen werden, da die ACh-induzierte endothelabhangige

Relaxation bei den Aorten der hypertensiven Ratten gestort ist. Dies stimmt mit den
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Angaben in der Literatur Uberein, wonach in den meisten Tiermodellen mit
Hypertonie die endothelabhéngige Relaxation auf ACh vermindert ist. Dies konnte
sowohl bei spontan hypertensiven Ratten (SHR) (Konishi et al., 1983) als auch bei
hypertensiven Dahl-S-Ratten (Lischer et al., 1987b) gezeigt werden. Lischer &
Vanhoutte (1986) gingen davon aus, da die Wirkungsabschwéachung gegeniber
ACh in Aorten von SHR durch eine vermehrte Freisetzung von endothelabhangigen
Kontraktionsfaktoren ausgeldst wird. Die durch den Blutdruck hervorgerufene
Endotheliale Dysfunktion kdnnte aber ebenso auf einer verminderten Bildung und
Freisetzung von endothelabhéngigen relaxierenden Faktoren beruhen (LUscher &
Vanhoutte, 1991).

Lischer et al. (1987b) konnten zeigen, daf} die Relaxation der Aorten von mit
salzreicher Diat gefitterten DS gegenliber ACh signifikant vermindert war. Auch die
vasorelaxierende Wirkung von NNP war signifikant abgeschwécht, jedoch nicht so
ausgepragt wie bei ACh. Es wurde eine verminderte Diffusion des EDRF vom
Endothel zur Muskelzelle bzw. eine verminderte Ansprechbarkeit des glatten
GefaBmuskels auf den EDRF/NO diskutiert.

Lenda et al. (2000) analysierten die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in der
arteriellen Gefallwand des M. spinotrapezius von Sprague-Dawley-Ratten, die mit
einer salzreichen Diat gefuttert wurden. Sie beobachteten eine signifikant reduzierte
Gefalrelaxation auf ACh. Diese konnte durch die Gabe von Superoxiddismutase und
Katalase normalisiert werden. Die vasorelaxierende Wirkung von NNP war im
Vergleich zu den mit einer Standarddiat gefutterten Ratten unverandert. Die durch
salzreiche Diat induzierte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in der muskuléren
Mikrozirkulation wurde fir die verminderte endothelabh&ngige Antwort verantwortlich
gemacht.

5.2.2.2 Akute relaxierende Wirkung von NNP in vitro auf Aorten von Dahl-S-Ratten

Wir analysierten, ob es durch Salz-induzierten renalen Bluthochdruck zu einer
Veranderung der NO-Sensitivitat der GC kommt.

Bei deendothelialisierten Aorten konnte eine signifikante Abnahme der Sensitivitat
gegenuber dem anorganischen NO-Donor NNP nachgewiesen werden. Die

Aortensegmente der mit Standarddiat gefitterten normotensiven Dahl-S-Ratten
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wurden durch 16 nM NNP halbmaximal relaxiert. Die maximale Relaxation von
100 % wurde bei einer Konzentration von 1 uM NNP erreicht. Demgegeniber lag die
ECso der GeféaRRe der hypertensiven Ratten bei 30 nM NNP. Die maximale Relaxation
von 97 % wurde bei diesen Aorten erst nach der Gabe von 3 pM NNP erreicht. Ab
einer Konzentration von 10 nM NNP zeigte sich eine signifikant verminderte
Relaxation der Aorten der hypertensiven Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren.
Ein &ahnliches Verhalten zeigten die endothelintakten Aorten beider Tiergruppen
(normotensive Ratten ECso 14 nM, maximale Relaxation 100 %; hypertensive Ratten
ECso 25 nM, maximale Relaxation 96 %, ohne Abb.). Die Abschwéchung der
vasorelaxierenden Wirkung war jedoch nicht so ausgeprégt wie fur ACh.

Diese Befunde stimmen mit den bereits erwahnten Ergebnissen von Luscher et al.
(1987b) Uberein, wonach die Abschwachung der NNP-induzierte Vasorelaxation in
Aorten von hypertensiven Ratten nicht so deutlich ist wie fur die ACh-induzierte
Relaxation.

Simchon et al. (1992) zeigten, daf? die renalen GefalRe von DS hyperreaktiv auf die
Vasokonstriktoren Norepinephrin und Angiotensin Il reagieren, aber hyporeaktiv auf
Vasodilatatoren wie ANF und NNP, deren Wirkungsweise von der cGMP-Bildung
abhangig ist. Aufgrund dieser Beobachtungen untersuchten Simchon et al. (1996) die
Rolle des renalen cGMP bei der NO-abhangigen Vasorelaxation der Nierengefal3e
von DS. Es zeigte sich, daf? die Nierengefaf3e nicht in der Lage waren, nach Infusion
von NNP zu relaxieren. Die Autoren vermuteten, dal3 dies auf einen Defekt der NO-
abhangigen cGMP-Produktion zuriickzufiihren ist.

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, daf} eine hohe Salzaufnahme den Effekt von
NO in den peripheren Widerstandsgefa3en herabsetzt (Boegehold, 1992). Fujiwara
et al. (2000) testeten aus diesem Grund, ob bei Patienten mit Bluthochdruck die
Modulation des endogenen NO mit der Salzsensitivitat im Zusammenhang steht. Sie
kamen zu dem Ergebnis, dal} eine Salz-induzierte Abnahme der NO-Synthese in den
Mechanismus der Salzsensitivitat involviert ist. Die Autoren vermuteten eine durch
die hohe Salzaufnahme verursachte Zunahme des endogenen eNOS-Inhibitors
ADMA (asymmetrisches Dimethylarginin).
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5.2.2.3 Akute relaxierende Wirkung von YC-1 in vitro auf Aorten von Dahl-S-Ratten

Es wurde untersucht, ob der Salz-induzierte Bluthochdruck zu einer direkten Stérung
der Aktivierung der GC - unabhangig von NO - fihrt, d. h. ob die Hadm-abhangige
Aktivitat der GC durch die renale Hypertonie beeintréachtigt wird. Dies wiirde zu einer
verminderten Sensitivitdt der Gefalle gegeniiber dem GC-Aktivator YC-1 fiihren.
YC-1 besitzt eine direkte, endothelunabhéngige vasodilatierende Wirkung auf
Ratten- und Kaninchenaorten und sensitiviert die GC schon in niedrigen
Konzentrationen gegeniiber NO (Milsch et al., 1997).

Bei den endothelintakten Aortenringen der normotensiven Ratten lag die maximale
Relaxation bei einer Konzentration von 30 pM YC-1 bei 95 % (ECso 2,9 uM), bei den
hypertensiven Ratten bei nur 78 % (ECso 6,0 uM). Die YC-1-abhangige Relaxation
war bei den GeféRen der hypertensiven Ratten bei einer Konzentration von 30 pM
signifikant abgeschwacht (Abb. 25a). Die Ham-abhangige Aktivierung der GC scheint
daher bei den endothelintakten Aorten der hypertensiven Ratten gestort zu sein.
Durch die Entfernung des Endothels wurde dieser Unterschied aufgehoben
(normotensiven Ratten ECso 11 pM, maximale Antwort 63 %; hypertensive Ratten
ECso 17 pM, maximale Antwort 67 %).

Insgesamt scheint der EinfluR des Endothels auf die YC-1-induzierte Relaxation bei
den normotensiven Ratten von groRerer Bedeutung zu sein als bei den
hypertensiven Ratten. Bei den endothelintakten Aorten der normotensiven Ratten lag
die maximale Relaxation bei 95 %, nach der Entfernung des Endothels nur noch bei
67 %. Dies laRt auf einen direkten EinfluR des Endothels auf die Ham-abhéngige
Aktivierung der GC bei den normotensiven Ratten schlieRen (Abb. 25a/b).

Bei den GefalRen der hypertensiven Ratten war der Endotheleinflu auf die YC-1-
induzierte Relaxation nicht so deutlich. Hier lag die maximale Relaxation der
endothelintakten Aorten bei 78 % und nach mechanischer Entfernung des Endothels
bei nur noch 63 %. Dieser Befund weist auf einen geringeren Einflull des
endothelialen NO in den Aorten der hypertensiven Ratten im Vergleich zu den Aorten
der normotensiven Ratten hin.

Dies stimmt mit unseren Befunden der akuten relaxierenden Wirkung von ACh
Uberein, bei welchen wir bei den hypertensiven Ratten eine verminderte ACh-
induzierte Vasorelaxation feststellen konnten (Abb. 23).
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5.2.2.4 Akute relaxierende Wirkung von S973448 in vitro auf Aorten von Dahl-S-

Ratten

Um direkt zu 0Oberprifen, ob in den endothelintakten Aorten von hypertensiven
Ratten das Redoxgleichgewicht der GC zugunsten der oxidierten Form verschoben
wird, wurde der selektive Aktivator der Ham-oxiderten GC S973448 verwendet
(Abb. 26).

Wir konnten beobachten, daRR es bei den Aorten der hypertensiven Ratten zu einer
Wirkungsverstarkung von S973448 im Vergleich zu den normotensiven Tieren
kommt. Diese ist bei einer Konzentration von 30 uM S973448 signifikant. Die
maximale Relaxation betrug bei den GefaRen der normotensiven Ratten nach
Zugabe von 30 pM S973448 nur 43 % (ECso 9,5 pM), wahrend sie bei den Aorten
der hypertensiven Ratten bei 69 % (ECso 11 pM) lag. Es ist anzunehmen, daf3 die
GC bei den hypertensiven Ratten zum gréf3eren Teil in der Eisen (Ill)-Form vorliegt
als bei den normotensiven Kontrollratten. Dies steht im Einklang zu den bereits
beschriebenen Ergebnissen mit YC-1 (Kap. 5.2.2.3).

Im Gegensatz zu unseren Untersuchungen an Sprague-Dawley- (Abb. 12) und
Wistar Ratten (Abb.5 und Abb. 19) fihrte das L&sungsmittel DMSO bei Dahl-S-
Ratten auch in der héchsten Konzentration zu einer nur schwachen Relaxation von 4
%. Mdglicherweise ist diese weniger ausgepragte Wirkung von DMSO auf die
Aortensegmente von Dahl-S-Ratten im Vergleich zu Gefal3en von Sprague-Dawley-
und Wistar Ratten auf speziesspezifische Unterschiede zuriickzufihren. Die Klarung

dieser Frage bedarf weiterer Untersuchungen.

5.2.2.5 Akute relaxierende Wirkung von HMR1766 in vitro auf Aorten von Dahl-S-

Ratten

Das Ziel dieser Untersuchungen war es, zu ermitteln, ob ein anderer selektiver
Aktivator der Ham-oxidierten GC - HMR1766 - wie die Leitsubstanz S973448 zu
einer verstarkten glattmuskuldren Antwort der endothelintakten Aorten der
hypertensiven Ratten fihrt.

Wie in Abb. 27 dargestellt, induziete HMR1766 in beiden Gruppen eine
Kontraktionshemmung der GefalRle, die bei den Aorten der normotensiven Dahl-S-
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Ratten ab einer Konzentration von 1 uM signifikant war. Diese Gefal3e relaxierten bei
6 UM HMR1766 halbmaximal, die maximale Relaxation von 79 % wurde nach der
Gabe von 30 uM HMR1766 erreicht. Die Kontraktionshemmung war bei den Aorten
der hypertensiven Ratten erst nach Zugabe von 10 pM HMR1766 signifikant. Die
ECso lag bei 12 uM und die maximale Antwort betrug nur 36 % Relaxation. Die
GefalRe der hypertensiven Ratten reagierten somit signifikant schwéacher im Vergleich
zu den normotensiven Kontrollen.

Diese Ergebnisse decken sich nicht mit den Untersuchungen der Leitsubstanz
S973448 bei der, wie beschrieben, die GefaRe der hypertensiven Ratten eine
starkere Relaxation zeigten. Wir hatten bei beiden Substanzen aufgrund ihrer
chemischen Verwandtschaft das gleiche Ergebnis erwartet. Wenn die GC bei den
hypertensiven Ratten tatsachlich vorwiegend in der Ham-oxidierten Form vorliegen
wirde, miRte sowohl nach der Zugabe von S973448 als auch nach der Zugabe von
HMR1766 eine verstarkte Relaxation der GeféRe zu beobachten sein. Dies konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden.

Trotz ihrer chemisch &hnlichen Struktur scheinen zwischen S973448 und HMR1766
Unterschiede vorzuliegen. Es wurde beobachtet, dal HMR1766 direkt das
Cytochrom P450-System beeinflu3t (unverdffentlicht). Dies konnte bei S973448 nicht
gezeigt werden. Mdglicherweise werden durch HMR1766 andere vasoaktive
Mediatoren beeinfluf3t, so dal? die Wirkung auf die Ham-oxidierte GC durch diese

Effekte Uberlagert werden.

5.2.2.6 EinfluB von Salz-induziertem renalen Bluthochdruck auf die Expression der
GC in Dahl-S-Ratten

Wir konnten in unseren Analysen nachweisen, daR der Salz-induzierte renale
Bluthochdruck in den Aortenextrakten zu einer signifikanten (2,8-fachen) Abnahme
der Expression der a;-Untereinheit der GC auf Proteinebene (Western Blot Analyse)
im Vergleich zu den normotensiven Kontrollratten fiihrt (Abb. 28).

Wie in Abb. 29 dargestellt, lies sich bei der B:-Untereinheit der GC nur eine
tendenzielle, aber nicht signifikante Abnahme der Expression in den Aortenextrakten
der hypertensiven Tiere im Vergleich zu den Kontrollen nachweisen (1,3-fache

Verminderung).
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Gupta et al. (1997) konnten ebenfalls nachweisen, dal3 die Ursache fiir die reduzierte
renale GC-Aktivitat von DS auf molekularer Ebene zu finden ist. Sie zeigten, dal3 in
Nieren von DS die Bi-Untereinheit der GC vermindert, die B.-Untereinheit jedoch
verstérkt exprimiert wird im Vergleich zu salzresistenten Dahl-R-Ratten. Die isolierten
Untereinheiten (UE) sind Katalytisch inaktiv, wenn sie allein exprimiert werden.
Lediglich die Verbindung der a;- mit der B;-UE fuhrt zu einem aktiven Enzym. Die
verstarkte Bildung der B,-UE in DS fuhrt zu einem Austausch der 3:-UE durch B-UE
der GC. Das so entstehende Heterodimer aus (,/0;:-UE, weist eine verminderte NO-
Sensitivitdt auf und hemmt die NO-stimulierte cGMP Akkumulation in den Zellen.
Diese Befunde bestétigen auch unsere Ergebnisse aus den Kontraktionsversuchen,
bei welchen hypertensive DS eine verminderte Sensitiviat der vaskularen GC
gegenuber NO aufwiesen (Abb. 23 und Abb. 24).

Auch Azam et al. (1998) stellten einen Zusammenhang zwischen GC-Genen und der
Salzsensitivitat in DS fest. Sie fanden, dal3 die Gene der GC fur die p,-UE und fir
Endothelin 2 auf dem Chromosom 5 im engen Zusammenhang stehen. Dies wird
durch die Analysen von Deng et al. (1994) unterstitzt, welche zeigten, dal3 der
Endothelin 2-Genlocus stark mit dem systolischen Blutdruck der F,-Generation von
Kreuzungen mit DS korreliert. Sie konnten zeigen, daf3 eine reduzierte GC-Aktivitat
zur Salzsensitivitat beitragt, da die NO-Sensitivitdt und die NO-stimulierte cGMP-
Bildung abgeschwacht sind.

Im menschlichen Genom konnten diese Befunde bisher nicht bestéatigt werden.
Danzinger et al. (2000) kamen in ihren Untersuchungen zu dem Ergebnis, daf} kein
Zusammenhang zwischen den Genen der GC und Hypertonie bei Patienten mit
erhdhtem Blutdruck besteht. Ob bei hypertensiven Patienten die GC-Sensitivitat
gegeniber NO abnimmt oder die GC auf andere Weise beeinflut wird, bedarf

weiterer Untersuchungen.
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VI Zusammenfassung

Im ersten Teil dieser Studie wurde zun&chst untersucht, welche Mechanismen fir die
akute und chronische Desensitivierung der glattmuskularen l6slichen
Guanylylcyclase (GC) gegenuber NO bei intakter GefalZfunktion verantwortlich sind.
Das Kontraktions- und Relaxationsverhalten von isolierten Rattenaorten im Organbad
diente als MaR fur die GC-Aktivitat. Es wurden sowohl der EinfluR des endogen
gebildeten NO als auch der Einflufd von exogen zugefiihrtem NO untersucht. Hierbei
wurde ermittelt, ob die Sensitivitdtsénderung der GC gegeniiber NO direkt durch NO
vermittelt wird oder ob eine gesteigerte cGMP-Bildung die indirekte Ursache fur die
Desensitivierung des Rezeptorproteins ist. Es konnte gezeigt werden, daR die
Desensitivierung aufgrund der basalen NO-Freisetzung erfolgte. Wir konnten
weiterhin zeigen, dal3 exogen zugefuihrtes NO die glatte GefaBmuskulatur der Ratte
gegeniiber NO in gleichem MaRe desensitiviert wie endogen gebildetes NO. Durch
Untersuchungen mit dem Atrialen Natriuretischen Faktor konnten wir den
Signaltransduktionsweg néher charakterisieren und zeigen, daf sehr wahrscheinlich
eine gesteigerte cGMP-Bildung fiir die akute Desensitivierung der GC verantwortlich
ist.

Erganzend fuhrten wir Analysen Uber das Redoxgleichgewicht der GC durch. Hierzu
wurden neu entwickelte selektive Aktivatoren der Eisen (Ill)-Form der GC - S973448
und HMR1766 (schwefelsubstituierte Sulfonylamino-carbonséure-N-arylamide) -
verwendet. Wir konnten in unseren Befunden zeigen, daf? die akute Desensitivierung
der GC durch physiologische Konzentrationen von NO nicht auf einer Oxidation des
Hameisens des Enzyms beruht.

In Tiermodellen wurden die Auswirkungen einer chronischen Aktivierung der Eisen
(IN-Form und der Eisen (Ill)-Form der GC auf die NO-Sensitivitat, den Redoxstatus
und die Proteinexpression der GC analysiert. Auerdem wurde untersucht, ob
Aktivatoren der Ham-oxidierten GC bei chronischer in vivo Anwendung eine Toleranz
induzieren. Hierbei wurde insbesondere die Frage bericksichtigt, inwieweit diese
Substanzen langfristig in der Lage wéren, organische Nitrate bei der Behandlung von
Krankheitsbildern mit endothelialer Dysfunktion, wie z. B. Atherosklerose und
Bluthochdruck, zu ersetzen.

Wir konnten erstmals zeigen, dal} die Aktivatoren der Eisen (lll)-Form der GC
wesentliche Vorteile gegeniber den organischen Nitraten aufweisen, da die
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Behandlung der Ratten mit S973448 und HMR1766 weder Uber einen Zeitraum von
drei Tagen noch uUber vier Wochen zu einer Wirkungsabschwéachung dieser
Substanzen (Eigentoleranz) fuhrt. Auch gegeniiber organischen Nitraten sowie
endogenem NO (Kreuztoleranz) konnten wir trotz der chronischen Aktivierung der
Ham-oxidierten GC keinen Wirkungsverlust dieser Pharmaka beobachten.
Expressionsanderungen der GC konnten wir ebenfalls nicht feststellen. Es ist daher
anzunehmen, daf3 die neuen, selektiven Aktivatoren gunstigere Eigenschaften als die
bisher verwendeten organischen Nitrate aufweisen und therapeutisch zur
Behandlung der genannten Herz-Kreislauf-Erkrankungen geeignet sind.

Im zweiten Teil der Arbeit untersuchten wir in Tiermodellen mit einer experimentell
induzierten Storung der Funktion des glatten Gefalimuskels, ob die chronische
Aktivierung der Eisen (ll)-Form der GC zu einer Veranderung der NO-
Empfindlichkeit, des Oxidationsstatus des Enzyms und der Expression der GC-
Untereinheiten a; und B, fUhrt.

Wir konnten im Tiermodell der nitrattoleranten Ratte sowohl eine Toleranz gegeniber
Nitroglycerol als auch gegeniber endothelabhéanigen Dilatatoren und - wenn auch
nicht so ausgepragt - gegenuber Natriumnitroprussid (Kreuztoleranz) beobachten.
Einen Wirkungsverlust gegeniiber den Aktivatoren der Eisen (lll)-Form der GC
konnten wir nicht feststellen. Weiterhin zeigten wir, daf3 die chronische Aktivierung
des Renin-Angiotensin-Systems zu einer gesteigerten Superoxidbildung fiihrt, die
wiederum eine verminderte Bioverflgbarkeit von NO bewirkt. Dies fiihrt zu einer
kompensatorisch gesteigerten Expression der GC-Untereinheiten (01/B1) in
nitrattoleranten Rattten.

Im Tiermodell der genetisch salzsensitiven Dahl-S-Ratte konnten wir nachweisen,
daf3 die durch den renalen Bluthochdruck hervorgerufene GefaRdysfunktion in den
Rattenaorten zu einer Abnahme der Sensitivitit gegentiber Acetylcholin und
Natriumnitroprussid sowie dem NO-unabhéangigen, direkten Aktivator der GC, YC-1,
fuhrt. Auch war die Expression beider GC-Untereinheiten in den Aorten der
hypertensiven Ratten vermindert.
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Vil Summary

We investigated the mechanism responsible for the acute and chronic desensitization
of soluble guanylyl cyclase (GC) in intact blood vessels to NO. The relaxant response
of the isolated rat aorta to NO served as a measure for the in vivo GC activity. We
analyzed the influence of endogenously and exogenously produced NO, and studied
whether the desensitization of the GC was a direct NO-induced effect, or an indirect
cGMP mediated process. We showed that the basal endothelial NO-release is
responsible for the desensitization. Furthermore we demonstrated that exogenously
applied NO shows the same desensitizing effect as endogenously produced NO. We
analyzed the signaling pathway by using atrial natriuretic peptid (ANP), an activator
of the particulate GC, and showed that an increased cGMP-production by ANP likely
accounts for the desensitization of the GC.

We analyzed the redox state of GC by using the selective activators of the heme-
oxidized GC S973448 and HMR1766. Our results proved that the acute
desensitization of the GC by physiological concentrations of NO is not based on
oxidation of the GC heme.

In animal models we analyzed the effects of chronic activation of the Fe*"- and Fe®*-
form of GC on NO-sensitivity, redox state and protein expression of GC. Moreover
we investigated whether chronic application of activators of the heme-oxidized GC
leads to tolerance. In addition, we put special attention to the question whether these
compounds are able to replace the organic nitrates in the treatment of endothelial
dysfunctions, e.g. atherosclerosis and hypertension.

We demonstrated for the first time that the activators of the heme-oxidized GC exhibit
significant advantages compared to organic nitrates. The treatment of the rats for
3days or 4weeks with these substances neither induced tolerance to these
substances nor cross tolerance to endogenous NO or organic nitrates.

Also we could not find changes in the protein expression. Therefore we conclude that
the new selective activators of the heme-oxidized GC may be more suitable than
organic nitrates for the treatment of cardiovascular diseases, especially if the NO-
insensitive form of GC prevails in the affected vascular tissues.

Furthermore we investigated in animal models with pharmacologically induced

dysfunction of the vascular smooth muscle, whether the chronic GC activation is
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responsible for changes in NO-sensitivity, oxidation state and expression of the GC
subunits.

We demonstrated in nitrate tolerant rats cross tolerance to sodium nitroprusside and
endothelium derived relaxing factor but no tolerance to the activators of heme-
oxidized GC. Furthermore we showed that chronic activation of the renin-angiotensin-
system causes increased O,.-formation and therefore a reduced NO bioavailability.
This leads to a compensatory increase in expression of both GC subunits in the
nitrate tolerant rat.

In the genetic salt-sensitive hypertensive Dahl-rat we showed that the vascular
dysfunction leads to a decreased sensitivity to acetylcholine, sodium nitroprusside
and to the direct, NO-independent GC activator YC-1. In accordance with these

findings the expression of both GC subunits was decreased.
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