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Vorgeschlagener Mechanismus fur die Relaxation
glatter GefaBmuskulatur durch organische Nitrate
und Nitrite, anorganische Nitrite sowie Nitrosover-
bindungen
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Nitroprussid kann in Lésung direkt NO freisetzen,
organische Nitrite und Nitrate reagieren mit Thiolen
erst zu S-Nitrosothiolen, die dann unter NO-Ab-
gabe zerfallen. Stickstoffmonoxid aktiviert die
Guanylat-Cyclase, und das von diesem Enzym
synthetisierte cGMP bewirkt die Muskelrelaxation.
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Stickstoffmonoxid: ein einzigartiges endogenes Signalmolekiil in der
GefabBbiologie (Nobel-Vortrag)**

Louis J. Ignarro*

Einleitung

Meine ersten Forschungsarbeiten an der Universitdt im
Rahmen meiner Doktorarbeit konzentrierten sich auf das
Verstidndnis des Wirkungsmechanismus der Catecholamine
wihrend der embryonalen Entwicklung des sympathischen
Nervensystems. Diese Forschung erforderte ein gutes Hinter-
grundwissen nicht nur in Pharmakologie, sondern auch in
Physiologie und Biochemie. Ich erinnere mich, einige inter-
essante Veroffentlichungen iiber cyclisches AMP (cAMP)
gelesen zu haben, aber ich habe mich bei meinen ersten
Forschungen nicht mit diesem Thema beschaftigt. Zu dieser
Zeit war das cyclische GMP (cGMP) noch nicht bekannt, und
Stickstoffmonoxid hielt man nur fiir einen Schadstoff in der
Atmosphire. Nachdem meine Zeit als Postdoktorand an den
National Institutes of Health in Bethesda beendet war, nahm
ich eine Forschungsstelle in der Industrie an, um mehr tiber
die biochemischen Aspekte des Entziindungsprozesses zu
lernen und neue antiinflammatorische Wirkstoffe zu entwik-
keln. Obwohl ich mich immer noch nicht mit cAMP be-
schiftigte, las ich weiterhin die Veroffentlichungen dariiber
und erfuhr von der Entdeckung von cGMP. Ich beschlof3
darauthin zu untersuchen, ob cAMP und cGMP irgendeine
modulatorische Funktion im Entziindungsprozef3 haben. Wir
fanden, dal cAMP lysosomale Membranen stabilisierte,
wohingegen cGMP die Instabilitit von lysosomalen Mem-
branen forderte. Des weiteren stand die cAMP-Bildung mit
der Hemmung der Funktion menschlicher neutrophiler
Leukocyten wie der Phagocytose und der Sekretion lysoso-
maler Enzyme in Zusammenhang, wihrend cGMP eine
gesteigerte Funktion neutrophiler Leukocyten bewirkte. Bei
einem anderen Forschungsprojekt schien es, als ob dieses
neue cyclische Nucleotid, cGMP, an den negativen Wirkungen
von Acetylcholin am Herz beteiligt war, von cAMP dagegen
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wulite man bereits, daf es die gegenteiligen Wirkungen am
Herz verursacht. So schien man eindeutig zur Auffassung zu
gelangen, dal cAMP und cGMP entgegengesetzte Einfliisse
auf die Zellfunktionen ausiibten.

Wihrend unserer Arbeiten zu cAMP und cGMP las ich
zwel interessante Publikationen iiber cGMP, die von Ferid
Murad et al. verdffentlicht worden waren.[: 2 Diese Arbeiten
zeigten, daf} Stickstoffmonoxid und Nitroverbindungen, die
moglicherweise Stickstoffmonoxid freisetzen konnten, die
cytosolische Guanylat-Cyclase aktivierten. Eine der unter-
suchten Nitroverbindungen war Nitroglycerin. Stickstoffmon-
oxid und Nitroverbindungen stimulierten auch die Bildung
von cGMP in isolierten Gewebeproben in vitro.’l Man schlo
daraus, daB3 Nitroglycerin durch Mechanismen, an denen
Stickstoffmonoxid beteiligt ist, die Guanylat-Cyclase aktivie-
ren und die cGMP-Bildung stimulieren konnte. Weitere
Untersuchungen zeigten, dafl Stickstoffmonoxid an den
relaxierenden Wirkungen von Nitroglycerin und anderen
Verbindungen auf nichtvaskulidre glatte Muskulatur beteiligt
sein konnte.! Diese Befunde veranlaBten mich, einige
Experimente durchzufiihren, um zu iiberpriifen, ob Nitrogly-
cerin und verwandte organische Nitrate und Nitrite tatséch-
lich Stickstoffmonoxid in wiBriger Losung freisetzen konnen.
Nachdem wir die Freisetzung von Stickstoffmonoxid aus
einigen Nitroverbindungen nachgewiesen hatten, die als
Relaxantien glatter Muskulatur bekannt waren, glaubten
wir, daB Stickstoffmonoxid auch fiir die vasorelaxierenden
Wirkungen von Nitroglycerin verantwortlich war und daf
cGMP der intrazellulire Second messenger war, der die
Wirkung von Nitroglycerin vermittelte. Eine Reihe von
Experimenten wurde durchgefiihrt, um die von Ferid Murad
aufgestellte Hypothese zu {iiberpriifen, daB3 Nitroglycerin,
Nitroprussid und Nitrosoverbindungen eine Relaxation von
glatter Muskulatur einschlieBlich der vaskuldren glatten
Muskulatur bewirken, indem sie Stickstoffmonoxid freiset-
zen, welches seine Wirkung iiber die Stimulation der cGMP-
Bildung ausiibt.

Der Mechanismus der Freisetzung von Stickstoff-
monoxid aus Nitroglycerin und anderen
Nitroverbindungen

Das wichtigste Experiment, das wir zur Uberpriifung der
Hypothese durchfiihrten, daf3 Stickstoffmonoxid fiir die
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vasorelaxierende Wirkung von Nitroglycerin verantwortlich
ist, sollte kldren, ob Stickstoffmonoxid selbst zu einer Relaxa-
tion glatter GefdBmuskulatur fithrte. 1979 berichteten wir,
dal3 gasformiges Stickstoffmonoxid ein starkes Relaxans der
Koronararterien von Rindern ist und die Guanylat-Cyclase
aus diesem Gewebe aktiviert (Abbildung 1)."! Dieser Befund
bestitigte die Ergebnisse von Ferid Murad und weitete die
Hypothese auch auf glatte GefdBmuskulatur aus. Es schien,
daf Nitroprussid, Nitroglycerin und verwandte Nitroverbin-
dungen die glatte GefdBmuskulatur iiber eine Freisetzung von
Stickstoffmonoxid relaxierten, welches dann die Bildung von
cGMP stimulierte und zu einer Relaxation der glatten
GefidBmuskulatur fiihrte (Abbildung 2). Die Hypothese, daf3
cGMP an der Relaxation glatter Muskulatur beteiligt sei,
wurde in den spéten siebziger Jahren kontrovers aufgenom-
men, da die vorherrschende Meinung war, da cGMP und
cAMP fiir gegensétzliche biologische Wirkungen verantwort-
lich sind. Man wufite, dal cAMP die relaxierende Wirkung
bestimmter Catecholamine und Prostaglandine auf glatte
Muskulatur vermittelte, und von cGMP vermutete man, daf
es an der Kontraktion von glatter Muskulatur beteiligt war.
Die Arbeiten mehrerer Arbeitsgruppen, einschlieflich der
von Ferid Murad und meiner eigenen, zeigten jedoch, daf
c¢cGMP und cAMP gemeinsame biologische Funktionen wie
die Relaxation vermittelten.

Der nichste Schritt zur Aufklarung des genauen Wirkungs-
mechanismus von Nitroglycerin bestand darin herauszufin-
den, wie Stickstoffmonoxid aus den Vorldufermolekiilen im
glatten Muskelgewebe freigesetzt wurde. Die spontane Frei-
setzung von Stickstoffmonoxid aus Nitrosoverbindungen wie
Nitroprussid wurde zwar verstanden, aber Nitroglycerin und
andere organische Nitrate und Nitrite sind chemisch stabile
Verbindungen, die enzymatisch oder chemisch gespalten
werden miissen, um Stickstoffmonoxid freizusetzen. Bei
ersten Experimenten fanden wir, da3 Thiole wie Dithiothrei-
tol die Aktivierung der Guanylat-Cyclase durch Nitroprussid
und N-Nitrosoverbindungen verstirkten, ohne die Enzymak-
tivierung durch Stickstoffmonoxid selbst zu beeinflussen.[**!
Diese Verstarkung wurde einer Reaktion zwischen dem Thiol
und der Nitrosoverbindungen unter Bildung eines S-Nitroso-
thiols zugeschrieben, das unter Abgabe von Stickstoffmon-
oxid zerfiel. Eine Reihe von S-Nitrosothiolen wurde syn-
thetisiert, die sich als labile Stickstoffmonoxid-Donoren
erwiesen. Bei Experimenten mit Nitroglycerin fanden wir,
daf Nitroglycerin allein die Guanylat-Cyclase nicht aktivierte
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Abbildung 1. Relaxation von Streifen aus der Koronararterie des Rindes
durch Stickstoffmonoxid. Die Streifen wurden eingespannt und dquili-
briert, und Anderungen der isometrischen Kraft wurden wie beschrieben
aufgezeichnet.’! Die Streifen wurden durch Inkubation in 30 mm KCI
submaximal vorkontrahiert. Die Konzentrationen von NO wurden auf 0.01
bis 0.05 um geschitzt. A: Himoglobin (Hb), B: Methidmoglobin (MetHDb),
C: Myoglobin (MyoHDb), D: Kaliumhexacyanoferrat(i1) (K;[Fe(CN)g]) und
E: Methylenblau wurden in den angegebenen Konzentrationen zugesetzt.
(Mit freundlicher Genehmigung leicht verdndert iibernommen aus
Lit. [5].)

und dafl daran auch der Zusatz von Dithiothreitol oder
Glutathion nichts dnderte. In der Gegenwart von Cystein
verursachte Nitroglycerin jedoch eine bemerkenswerte Akti-
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Abbildung 2. Zeitlicher Verlauf der cGMP-Akkumulation (o) und der
Relaxation von Rinder-Koronararterien (@) durch Stickstoffmonoxid-Gas.
Die Streifen wurden eingespannt und #quilibriert, und Anderungen der
isometrischen Spannung wurden wie beschrieben aufgezeichnet.> % Die
Streifen wurden durch Inkubation in 30 mm KCl submaximal vorkon-
trahiert. Die Relaxation und die ¢cGMP-Spiegel wurden an bzw. in
denselben arteriellen Streifen gemessen.l'>3 Die Daten sind als
Mittelwert £ SEM (Standardabweichung des Mittelwerts) ausgedriickt
und stammen von 16 arteriellen Streifen aus vier verschiedenen Experi-
menten. (Mit freundlicher Genehmigung leicht verdndert iibernommen aus
Lit. [36].)

vierung der Guanylat-Cyclase.”) Auch Natriumnitrit aktivi-
erte die Guanylat-Cyclase in Abwesenheit von Thiolen nicht,
der Zusatz verschiedener Thiole fiihrte jedoch, im Gegensatz
zu den Versuchen mit Nitroglycerin, zu einer Enzymaktivie-
rung. Zusitzliche Experimente ergaben, daB Cystein mit
Nitroglycerin reagierte, wihrend Natriumnitrit mit jedem der
untersuchten Thiole zu den entsprechenden S-Nitrosothiolen
reagierte.l'”) S-Nitrosothiole zerfallen schnell unter Freiset-
zung von Stickstoffmonoxid, das die Guanylat-Cyclase ak-
tiviert. Diese Befunde sind in Abbildung 3 schematisch
dargestellt. Beispiele fiir solche S-Nitrosothiole sind
S-Nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP), S-Nitrosoglutathion
(GSNO) und S-Nitrosocystein (CYSNO), die wir syntheti-
sierten und deren biologische Wirkungen wir an Sidugetiersy-
stemen untersuchten.1% Diese S-Nitrosothiole erwiesen sich
als niitzliche Stickstoffmonoxid-Donoren, die jetzt hiufig
eingesetzt werden, um die Wirkungen von Stickstoffmonoxid
in vitro und in vivo zu untersuchen.

Die Hemmung der Blutplittchen-Aggregation
durch Stickstoffmonoxid

Beim Lesen der Veroffentlichungen iiber Nitroglycerin und
Nitroprussid stieB ich auf eine Publikation, in der gezeigt
wurde, daf} Nitroprussid die Aggregation von menschlichen
Blutplittchen inhibierte.l''] Es stellte sich die Frage, ob
Nitroprussid die Blutpldttchen-Aggregation durch Mechanis-
men hemmte, an denen Stickstoffmonoxid und cGMP in der
Weise beteiligt waren, wie sie fiir die relaxierende Wirkung
von Nitroprussid auf die glatte Muskulatur nachgewiesen
worden war. Mit einer Blutpliattchen-reichen Plasmafraktion
aus freiwilligen Blutspendern zeigten wir, daf} Stickstoffmon-
oxid ein starker Inhibitor der Plittchen-Aggregation war, die
von ADP, Thrombin, Kollagen und anderen aggregations-
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Abbildung 3. Schematisches Diagramm des vorgeschlagenen Mechanis-
mus, nach dem organische Nitrate und Nitrite, anorganische Nitrite sowie
Nitrosoverbindungen die glatte GefdBmuskulatur relaxieren (anhand der
Daten von Ignarro et al.l'). Nitroprussid setzt in Losung NO frei, wihrend
organische Nitrite und Nitrate mit Thiolen zu S-Nitrosothiolen reagieren
miissen, die dann unter Freisetzung von NO zerfallen. NO aktiviert die
Guanylat-Cyclase, und das enstandene cGMP verursacht die Relaxation
glatter GefaBmuskulatur. Eine Toleranz gegen Nitroglycerin entsteht,
wenn die Thiole und somit auch die S-Nitrosothiole und NO verbraucht
sind. -  NO =Stickstoffmonoxid;  [Fe(CN);NOJ*~ = Nitroprussid;
R-ONO = organische Nitrite; Amyl-NO, = Amylnitrit; R-ONO, = orga-
nische Nitrate; GTN = Nitroglycerin; GC = cytosolische Guanylat-Cycla-
se; cGMP = cyclisches GMP; R-SH = Thiole; R-SNO = S-Nitrosothiole.

fordernden Verbindungen induziert wurde, und daf} dieser
Anti-Plattchen-Effekt von Stickstoffmonoxid durch cGMP
vermittelt wurde.'?’ Am Anti-Plittchen-Effekt von Nitro-
prussid schienen S-Nitrosothiole beteiligt zu sein, die als
wirksame Inhibitoren der Plittchen-Aggregation bekannt
waren.['®l Menschliche Blutplittchen enthalten groBe Mengen
an cytoplasmatischer Guanylat-Cyclase, und Stickstoffmon-
oxid aktivierte teilweise gereinigte Guanylat-Cyclase aus
Blutplittchen iiber Him-abhingige Mechanismen.
Stickstoffmonoxid verursachte also nicht nur die Relaxa-
tion glatter GefaBmuskulatur, sondern inhibierte auch die
Plattchen-Aggregation, und beide biologische Reaktionen
wurden von cGMP vermittelt. Es ist interessant, daf} diese
beiden biologischen Wirkungen von Stickstoffmonoxid vor
oder zur Zeit der Entdeckung der endothelabhingigen
Relaxation von glatter GefdBBmuskulatur durch Robert
Furchgott im Jahr 1980 entdeckt wurden.¥! Um die Mecha-
nismen der Signaltransduktion bei der Stimulation der
cGMP-Synthese durch Stickstoffmonoxid besser zu verste-
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hen, wurden Experimente gemacht, mit denen die biochemi-
schen Mechanismen aufgekldrt werden sollten, tiber die
Stickstoffmonoxid die Guanylat-Cyclase aktiviert.

Die Mechanismen der Aktivierung der Guanylat-
Cyclase durch Stickstoffmonoxid

Einige der frithen Experimente zum Mechanismus der
Guanylat-Cyclase befaBten sich mit der moglichen Beteili-
gung von enzymgebundenen Thiolgruppen an der Regulation
der Katalyse.['>"'8] Wir bauten auf diesen Untersuchungen auf
und fanden heraus, daf} die Guanylat-Cyclase sehr empfind-
lich gegeniiber Sauerstoff war, indem sie mit steigendem
Sauerstoffpartialdruck reversibel inaktiviert wurde.!'”] Ver-
bindungen, die Sulthydrylgruppen oxidieren, riefen identische
Wirkungen hervor, die durch Verbindungen verhindert und
riickgéngig gemacht werden konnten, die Sulthydrylgruppen
reduzieren. Die basale Enzymaktivitdt und die Aktivierung
des Enzyms durch Stickstoffmonoxid waren davon gleich-
ermallen betroffen. Einen Schutz gegen die Enzymaktivie-
rung boten entweder ein Uberschuf an Substrat (Mg- GTP)
oder Antioxidantien mit Thiolgruppen. Das Thiol Dimerca-
prol (2,3-Dimercapto-1-propanol), das zwei vicinale Thiol-
gruppen enthilt, inhibierte die Guanylat-Cyclase deutlich,
nicht aber Dithiothreitol, was darauf hinwies, da3 zwei dicht
benachbarte SH-Gruppen im aktiven Zentrum lokalisiert
waren. Weitere Untersuchungen gaben Anlaf zu der Vermu-
tung, daf} ein Schritt beim Proze3 der Enzymaktivierung in
der Bindung von SH-Gruppen des Enzyms an Stickstoffmon-
oxid bestehen konnte. Diese Untersuchungen konnten den
Aktivierungsmechanismus der Guanylat-Cyclase durch Stick-
stoffmonoxid jedoch nicht endgiiltig aufkldren. Nach der
Lektiire zweier Publikationen von Craven und DeRuber-
tis,?% 2 in denen sie vorschlugen, da Him fiir die Aktivie-
rung der Guanylat-Cyclase durch Stickstoffmonoxid erfor-
derlich sei, beschlossen wir, cytosolische Guanylat-Cyclase zu
reinigen und nach enzymgebundenem Hi4m zu suchen. Ham-
gebundenes Eisen im reduzierten Zustand (Fe) hat eine
hohe Bindungsaffinitit fiir Stickstoffmonoxid, was erkldren
konnte, warum Stickstoffmonoxid ein solch wirkungsvoller
Aktivator der Guanylat-Cyclase ist. Wir fanden, daf} gerei-
nigte Guanylat-Cyclase aus Rinderlunge ein Mol Hém pro
Mol Enzym-Dimer enthielt.?>23] Ahnliche Ergebnisse wur-
den von einer anderen Abeitsgruppe berichtet.*l

Wir wollten herausfinden, ob das an die Guanylat-Cyclase
gebundene Ham wirklich fiir die Aktivierung durch Stick-
stoffmonoxid erforderlich war und ob das Him eine Rolle fiir
den katalytischen Mechanismus des Enzyms spielte. Wir
versuchten mit unterschiedlichen Methoden, das Hiam aus der
Guanylat-Cyclase zu entfernen, ohne das Enzym dabei zu
zerstoren, aber dieser Ansatz war zunéchst erfolglos. Zufillig
fanden wir heraus, daf3 das Him vom Enzym abgel6st wurde,
wenn man weitgehend ungereinigte cytosolische Fraktionen,
die Guanylat-Cyclase enthielten, iiber Ionenaustauscherharze
wie Diethylaminoethyl-Cellulose bei 9°C statt bei 2 °C laufen
lieB (der Kiihlraumthermostat funktionierte nicht richtig).
Diese Prozedur verursachte keine Inaktivierung des En-
zyms;?l die basale katalytische Aktivitit blieb unverindert,

2006

aber die Guanylat-Cyclase wurde nicht mehr durch Stick-
stoffmonoxid aktiviert. Jedoch aktivierte zuvor gebildetes
Nitrosyl-Hdm das Him-freie Enzym deutlich. Der Zusatz von
Hém zur Reaktionsmischung stellte die Aktivierung der
Hém-freien Guanylat-Cyclase durch Stickstoffmonoxid wie-
der vollstidndig her. Wir lernten schlie8lich, wie man Ham-
haltige, Ham-freie und him-rekonstituierte Formen der
Guanylat-Cyclase aus Rattenleber und Rinderlunge relativ
einfach herstellen konnte.” Die Interpretation der Daten
war eindeutig (Abbildung 4). Die cytosolische Guanylat-

[0 Ham-enthaltend
12 F B Ham-defizient
10t B durch Ham-Zusatz rekonstituiert

Guanylate-Cyclase-
Aktivitat/
umol cGMP min~' mg~’

basal

(0.5 um) (0.5 um) (1um)

Abbildung 4. Die Ham-abhéngige Aktivierung der cytosolischen Guanyl-
at-Cyclase durch Stickstoffmonoxid. Die Guanylat-Cyclase wurde aus
Rinderlunge gereinigt und wie beschrieben nachgewiesen.’l Das gerei-
nigte Enzym enthielt Him in stochiometrischen Mengen. Das Him wurde
aus einem Teil des nativen Enzyms entfernt, um Hadm-freie Guanylat-
Cyclase zu erhalten; das Him-freie Enzym wurde mit stéchiometrischen
Mengen Him zum nativen Enzym rekonstituiert wie beschrieben.?> 23]
Enzymreaktionen wurden 5 min lang unter initialen Bedingungen durch-
gefiihrt. Die Daten stellen den Mittelwert & SEM von zwolf Bestimmungen
aus drei verschiedenen Experimenten dar. — NO-Ham = vorgebildetes
Nitrosyl-Hém; Prot. IX = Protoporphyrin IX.

Cyclase war ein Hiam-Protein, und die Funktion der pro-
sthetischen Him-Gruppe bestand darin, Stickstoffmonoxid zu
binden und mit diesem zu einem Nitrosyl-Hdm-Komplex zu
reagieren, was zur Aktivierung des Enzyms fiihrte. Zusitzlich
enthielt die Guanylat-Cyclase mindestens zwei reaktive SH-
Gruppen am oder in der Ndhe des katalytischen Zentrums,
die fiir die volle katalytische Aktivitdt und die Aktivierung
durch Stickstoffmonoxid im reduzierten Zustand vorliegen
muBten.[t”]

Der néchste Schritt war die Aufklarung des Mechanismus,
durch den das Nitrosyl-Hidm die Guanylat-Cyclase aktivierte.
Diese Frage war schwer zu beantworten, weil die Struktur der
Guanylat-Cyclase unbekannt war. Nachdem wir uns iiber die
schon bekannten Wechselwirkungen zwischen Hdmoglobin
oder Myoglobin und Stickstoffmonoxid informiert hatten,
stellten wir eine Hypothese auf, die erklirte, wie Nitrosyl-
Him die Guanylat-Cyclase aktiviert. Wir glaubten, dal Ham
(Eisen-Protoporphyrin IX) an einer Stelle an die Guanylat-
Cyclase gebunden war, die sich neben dem katalytischen
Zentrum befand, das das Substrat Mg-GTP bindet. Wir
vermuteten, dafl — wie bei anderen Ham-Proteinen — der
axiale Ligand (Bindung zwischen dem Hiém-FEisen und dem
Protein) ein Histidinrest der Guanylat-Cyclase war, so daf3 ein
Komplex mit fiinffacher Koordination gebildet wiirde (wobei
das Histidin und jedes der vier Pyrrol-Stickstoffatome Ligan-
den fiir das FEisenzentrum sind). Die basale katalytische
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Aktivitdt wird durch die Entfernung der Him-Gruppe nicht
beeinflufit, aber die Enzymaktivierung durch Stickstoffmon-
oxid wird aufgehoben. Wir schlugen vor, daf} Stickstoffmon-
oxid eine kovalente Bindung mit dem reduzierten Ham-
Eisenzentrum (Fe) eingeht und dabei ein Komplex mit
fiinffacher (und nicht sechsfacher) Koordination entsteht.
Das bedeutet, da3 die Bindung zum axialen Liganden
brechen und der resultierende Nitrosyl-Ham-Komplex eine
Konformationsdnderung vollziehen mii3te, wéahrend er an das
Enzym bindet. Diese Konformationsdnderung nahe dem
katalytischen Zentrum konnte die Affinitdt der Guanylat-
Cyclase fiir Mg - GTP erhohen und damit auch die maximale
Katalysegeschwindigkeit (Abbildung 5). Um diese Hypothese
zu iiberpriifen, verwendeten wir Protoporphyrin IX (Ham
ohne Eisenzentrum), um zu untersuchen, ob es die Him-freie
Guanylat-Cyclase aktivieren konnte. Wir wollten mit diesem
Experiment herausfinden, ob der axiale Ligand zwischen dem
Hém-Eisen und der Guanylat-Cyclase eine sterische Hin-
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basal und
nicht aktiviert

basal und
nicht aktiviert

Protoporphyrin IX
\

aktiviert

aktiviert

Abbildung 5. Schematische Darstellung des Mechanismus der Ham-ab-
hingigen Aktivierung der cytosolischen Guanylat-Cyclase durch Stick-
stoffmonoxid. Dieses Schema basiert auf der Erkenntnis, da Ham fiir die
Aktivierung der Guanylat-Cyclase durch NO erforderlich ist. Im basalen
oder nichtaktivierten Zustand und in Abwesenheit der prosthetischen
Hiamgruppe ist das katalytische Zentrum (CS) der Guanylat-Cyclase nur
teilweise zugénglich, so daB die Verfiigbarkeit des Substrates (Mg - GTP)
und somit auch die cGMP-Bildung begrenzt ist. In Anwesenheit der
prosthetischen Hamgruppe (natives Enzym), aber in Abwesenheit von NO
(basaler oder nichtaktivierter Zustand) ist die Katalyseaktivitit wegen der
sterischen Hinderung am Xkatalytische Zentrum immer noch minimal.
Durch die Bindung von Hiam an das Enzym wird das katalytische Zentrum
freigelegt, aber der axiale Ligand (Bindung zwischen dem Him-Eisen-
zentrum und dem Enzym dicht am CS) limitiert den Zugang des Substrates
zum CS und somit die cGMP-Synthese. NO bindet an das Ham-Eisen-
zentrum unter Bildung des abgebildeten Nitroso-Hdm-Adduktes. Dieser
NO-Hdm-Komplex bleibt fiinffach koordiniert; als Folge davon wird die
Bindung zum axialen Liganden gelost, und das CS ist fiir das Enzymsub-
strat frei zugdnglich. Das aktivierte Enzym weist einen bis zu 400fachen
Anstieg in V,, und eine dreifache Verringerung des K, -Wertes fiir Mg-
GTP auf. Der Zusatz von Protoporphyrin IX zur Him-freien Guanylat-
Cyclase imitiert die Wirkung des NO-Ham-Komplexes, weil die Bindung
von Protoporphyrin IX wegen der fehlenden sterischen Hinderung durch
das Ham-Eisenzentrum die Freilegung des CS ermdglicht.
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derung fiir die Bindung von Mg-GTP an das katalytische
Zentrum bedeutete, wohingegen Protoporphyrin IX an die
Héam-Bindungsstelle binden, wegen des fehlenden Eisenzen-
trums aber keine sterische Hinderung verursachen sollte; das
Ergebnis wire eine Enzymaktivierung durch Protoporphyrin
IX. Genau das konnten wir beobachten. Protoporphyrin IX
war ein wirksamer Aktivator der Guanylat-Cyclase?? und
imitierte den aktivierenden Effekt von Nitrosyl-Hdam inso-
fern, als die Enzymaktivierung durch Protoporphyrin IX
Hém-unabhéngig war, dhnlich wie es fiir vorher gebildetes
Nitrosyl-Hém der Fall war.”®l Eine Analyse der Reaktions-
kinetik zeigte, dal Protoporphyrin IX und Nitrosyl-Hdm die
Guanylat-Cyclase durch kinetisch nicht unterscheidbare Me-
chanismen aktivierte.[?]

Diese Befunde zeigten, dal die Guanylat-Cyclase eine
Porphyrin-Bindungsstelle enthielt, die fiir die Enzymaktivie-
rung durch Stickstoffmonoxid verantwortlich war. Ausfiihrli-
chere Untersuchungen wurden spdter von anderen durch-
gefiihrt,?31 die unsere urspriingliche Hypothese bestitig-
ten.’? Die Aufkldrung der Kristallstruktur der cytosolischen
Guanylat-Cyclase wird zweifelsfrei dazu fithren, dal man den
prizisen Mechanismus erkldren kann, durch den Stickstoff-
monoxid die Guanylat-Cyclase aktiviert.

Identifizierung des relaxierenden Faktors aus
Endothelzellen als Stickstoffmonoxid

Die meisten der oben erwidhnten Forschungsarbeiten
wurden vor oder kurz nach der Entdeckung der endothelab-
héngigen Vasorelaxation durch Robert Furchgott 1980 durch-
gefiihrt.l' Die Erkenntnis, daB3 Nitroglycerin ein solch starkes
Vasorelaxans war, und die neueren Befunde, daf3 Stickstoff-
monoxid ein starkes Vasorelaxans und Inhibitor der Plitt-
chen-Aggregation war, fithrten zur Frage, warum Sdugetiere
eigentlich Rezeptoren fiir solche wirkungsvollen pharmako-
logischen Verbindungen haben. Man vermutete, daf} in
Sadugetieren entweder Stickstoffmonoxid selbst oder eine
endogene Nitroverbindung vorkommt, die Stickstoffmonoxid
freisetzt. Die frithen Arbeiten iiber den relaxierenden Faktor
aus Endothelzellen (endothelium-derived relaxing factor,
EDRF) wurden ohne Kenntnis seiner chemischen Struktur
durchgefiihrt. Wir begannen 1983 mit der Untersuchung der
endothelabhéngigen Vasorelaxation, weil wir wissen wollten,
ob cGMP daran beteiligt war, und nicht deshalb, weil wir
dachten, daB3 es sich bei EDRF um Stickstoffmonoxid
handelte. Tatsdchlich beschiftigte sich ein weiteres Projekt
damit, das endogene Stickstoffmonoxid zu finden. Gerade als
wir unsere Experimente mit EDRF und cGMP abgeschlossen
hatten, publizierte Ferid Murads Arbeitsgruppe einen Arti-
kel, in dem beschrieben wurde, daf3 die endothelabhingige
Vasorelaxation durch Acetylcholin und andere Verbindungen
mit der Bildung von cGMP in glatter GefdBmuskulatur
einherging.®) Wir hatten dhnliche Ergebnisse erhalten und
herausgefunden, da3 Methylenblau, ein Inhibitor der Guany-
lat-Cyclase, sowohl die Akkumulation von cGMP als auch
den vasorelaxierenden Effekt von Acetylcholin verhinder-
te.3 Zuerst dachten wir, da Acetylcholin die Bildung eines
Metaboliten von Arachidonsdure stimulierte, der dann die
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Guanylat-Cyclase aktivierte und die cGMP-Konzentration
anhob. Diese Vermutung wurde durch Untersuchungen in
diesem und anderen Laboratorien unterstiitzt. Diese ergaben,
daB3 Verbindungen, welche die Bildung von Arachidonséure
und bestimmten Arachidonsduremetaboliten beeinfluB3ten,
auch die Acetylcholin-vermittelte Vasorelaxation beeinflu3-
ten.*35 Aber ich war mit dieser Ansicht nicht zufrieden, weil
Experimente in meinem Labor ergaben, daf3 keine andere
Substanz aufler Stickstoffmonoxid die Guanylat-Cyclase ak-
tivieren konnte. Nachdem wir unsere Daten noch einmal
iberpriift hatten, erkannten wir plotzlich, daf3 unser Befund,
daB3 Methylenblau sowohl die Erhohung der cGMP-Kon-
zentration als auch die Vasorelaxation durch Acetylcholin
verhinderte, unseren fritheren Befunden zur Hemmung der
cGMP-Bildung und der Stickstoffmonoxid-vermittelten Va-
sorelaxation durch Methylenblau #hnelte.® Dies deutete
darauf hin, daB3 die vasorelaxierende Wirkung von Acetyl-
cholin der Wirkung von Stickstoffmonoxid aus pharmakolo-
gischer Sicht dhnlich war. Dieses Konzept wird in Abbil-
dung 6 veranschaulicht, die im Jahr 1984 publiziert wurde.
Wir waren trotzdem vorsichtig und schrieben in der Ver-
offentlichung nicht, daB3 es sich bei EDRF um Stickstoffmon-

ACh—,
Atropin

: "T's relaxierender
Faktor

Methylen-
blau

_C aZ+
—C a2+

NO cGMP

Abbildung 6. Schematische Darstellung der Ahnlichkeiten der Mechanismen von Acetylcholin-
vermittelter und Stickstoffmonoxid-vermittelter Relaxation glatter Muskulatur. Acetylcholin und
NO verursachen eine Vasorelaxation iiber Mechanismen, die die Bildung von cGMP beinhalten.

Kontraktion

Relaxation

Stickstoffmonoxid war. Mit dem ersten Experiment sollte
iberpriift werden, ob EDRF aus Arterien und Venen die
Guanylat-Cyclase aktivieren konnte und dadurch fiir die
erhohten Gewebekonzentrationen von cGMP als Reaktion
auf den Zusatz von Acetylcholin oder Bradykinin verant-
wortlich war; diese Arbeit wurde 1986 verdffentlicht.?)
Isolierte arterielle und venose Ringe aus intrapulmonalen
GefidBen von Rindern wurden mit Mischungen inkubiert, die
cytosolische Guanylat-Cyclase aus Rinderlunge enthielten.
Der Zusatz von Acetylcholin zu den Reaktionsmischungen
mit Arterienringen fithrte zur Aktivierung der Guanylat-
Cyclase, und Bradykinin hatte den gleichen Effekt in Reak-
tionsmischungen mit arteriellen oder venosen Ringen. Die
Aktivierung der Guanylat-Cyclase durch Acetylcholin und
Bradykinin in arteriellen und venésen Ringen hing von der
Anwesenheit einer intakten Endothelschicht ab, und die
Reaktion wurde durch Methylenblau blockiert und durch
Antioxidantien verstirkt. Diese Experimente zeigten, daf
EDREF aus Arterien und Venen die Guanylat-Cyclase iiber
solche Mechanismen aktivierte, die durch Methylenblau
inhibiert und durch Antioxidantien verstdrkt wurden. Diese
Daten wiesen deutlich auf die Moglichkeit hin, da3 EDRF
Stickstoffmonoxid oder eine chemisch ver-
wandte Substanz war, z. B. eine labile Nitro-
soverbindung. Mit dem nichsten Experi-
ment wollten wir bestimmen, ob die Akti-
vierung der Guanylat-Cyclase durch EDRF
ebenso wie die Enzymaktivierung durch
Stickstoffmonoxid Ham-abhiingig war. Ahn-
liche Experimente wie oben beschrieben
wurden mit Guanylat-Cyclase durchgefiihrt,
die in Hadm-haltiger und Hém-freier Form
gereinigt worden war. Natiirlich war
die Guanylat-Cyclase-Aktivierung durch
EDREF ebenso wie die Aktivierung durch
Stickstoffmonoxid Hém-abhingig (Abbil-
dung 7). Nach Beendigung des ersten Expe-
rimentes dieser Serie wuBten wir, da} wir
erfolgreich waren. EDRF mubBte Stickstoff-
monoxid sein. Aber ich wollte noch ein-
deutigere Experimente durchfiihren, bevor
ich offentlich vertreten wollte, da3 EDRF
Stickstoffmonoxid ist. Wir bauten einen

Atropin

Die Hemmung der cGMP-Synthese durch Methylenblau inhibiert die Vasorelaxation sowohl

durch Acetylcholin als auch durch NO. — ACh= Acetylcholin; M =muscarinerger Rezeptor;
GC =cytosolische Guanylat-Cyclase; —Ca?* = Calcium-unabhingiger Mechanismus; + Ca*t =
Calcium-abhingiger Mechanismus. (Mit freundlicher Genehmigung leicht veridndert tibernom-

men aus Lit. [34].)

oxid handeln konnte. Spéter dann, als in anderen Laborato-
rien gezeigt worden war, dal EDRF ein sehr instabiles
Molekiil ist,B? 38 erkannten wir, da3 die Daten aus mehreren
Laboratorien mit unserer Ansicht iibereinstimmten, daf
EDREF und Stickstoffmonoxid sehr dhnlich waren. Die beiden
Projekte meines Labors tiber EDRF/cGMP und endogenes
Stickstoffmonoxid gingen ineinander iiber, aber wir wollten
immer noch nicht vorschlagen, dafl es sich bei EDRF um
Stickstoffmonoxid handelte.

Eine Reihe von Experimenten wurde geplant, um unsere
noch nicht publizierte Hypothese zu beweisen, dal EDRF

2008

Bioassay-Kaskaden-Apparat, um die chemi-
schen und pharmakologischen Eigenschaf-
ten des EDRF aus Arterien und Venen zu
untersuchen und diese mit den Eigenschaf-
ten von Stickstoffmonoxid zu vergleichen.
Die Ergebnisse dieser Experimente bewiesen die sehr grof3e
Ahnlichkeit von EDRF und Stickstoffmonoxid und wurden
1986 und Anfang 1987 auf einigen Tagungen vorgestellt,*0-+
bevor sie 1987 publiziert wurden.[*> 41

Insbesondere ein Experiment iiberzeugte mich ohne jeden
Zweifel davon, dal EDRF Stickstoffmonoxid war. Wir
kniipften an ein fritheres, in meinem Labor durchgefiihrtes
Experiment mit der Guanylat-Cyclase an, bei dem wir anhand
der Verschiebung des Absorptionsmaximums in der Soret-
Region zeigten, daB die Guanylat-Cyclase — wie auch
Himoglobin — ein H&m-Protein war, das mit Stickstoff-

Angew. Chem. 1999, 111, 2002-2013
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Abbildung 7. Die endothelabhidngige und Hém-abhingige Aktivierung
der cytosolischen Guanylat-Cyclase durch den relaxierenden Faktor aus
Endothelzellen (EDRF), der aus arteriellen Ringen freigesetzt wurde.
Diese Experimente basieren auf bereits beschriebenen Methoden.*)
Intrapulmonale arterielle Ringe aus Rindern wurden mit oder ohne
intaktes Endothel prapariert und in Gewebebddern inkubiert, um die
Vasorelaxation zu bestimmen. Acetylcholin (ACh) und Stickstoffmonoxid
wurden den Gewebebddern zugesetzt, um die Relaxationsantwort zu
messen. ACh verursachte eine endothelabhingige Relaxation, wéihrend
NO eine endothelunabhingige Relaxation hervorrief. Nach der ersten
Versuchsreihe wurden die Ringe schnell entnommen und in Reaktions-
gefdBe tiberfiihrt, die entweder Hém-haltige oder Hdm-freie Guanylat-
Cyclase enthielten; dann wurden Acetylcholin oder NO zugegeben.
Acetylcholin und NO verursachten eine Him-abhingige Aktivierung der
Guanylat-Cyclase, aber nur NO bewirkte deren endothelunabhéngige
Aktivierung. Die Schlufolgerung war, da3 Acetylcholin die Bildung von
NO im GefdBendothel verursacht und dal NO die Hiém-abhingige
Aktivierung der Guanylat-Cyclase bewirkt. Die Daten stellen den
Mittelwert = SEM von zwolf Messungen aus sechs verschiedenen Experi-
menten dar. — C=Kontrolle (d.h. kein Zusatz).

olm i
C NO ACh

monoxid zu einem Nitrosyl-Hdm-Addukt reagierte.l”! Diese
klassische chemische Analyse bewies die Anwesenheit eines
Hiam-Eisenzentrums und charakterisierte die Guanylat-Cy-
clase als Hdm-Protein. Wir fiihrten entsprechende Experi-
mente mit EDRF aus kultivierten Aortenendothelzellen von
Rindern durch und zeigten, da3 EDRF eine Absorptions-
verschiebung in Hdmoglobin verursachte, die identisch mit
der fiir authentisches Stickstoffmonoxid war (Abbil-
dung 8).1%1 Plotzlich ergaben alle Daten aus unserem und
anderen Laboratorien Sinn und bestitigten die Ansicht, daf
EDREF Stickstoffmonoxid war. EDREF ist ein kleines, labiles
und lipophiles Molekiil, das durch Sauerstoff und von Sauer-
stoff abgeleitete Radikale inaktiviert wird; es aktiviert die
cytosolische Guanylat-Cyclase iiber einen Ham-abhéngigen
Mechanismus, bewirkt die Relaxation glatter Muskulatur und
inhibiert die Pldttchen-Aggregation und -Adhésion tiber einen
cGMP-abhingigen Mechanismus; seine Wirkungen werden
von Hiam-Proteinen oder Methylenblau blockiert, aber von
Antioxidantien oder Sauerstoffradikal-Fangern verstarkt.
Wihrend wir einige der oben erwidhnten Experimente
durchfiihrten, bestitigten andere Laboratorien durch ihre
Experimente, dal EDRF Stickstoffmonoxid ist. So wurde
berichtet, dal Hamoglobin die durch Acetylcholin herbei-
gefiihrte, endothelabhéngige Vasorelaxation beeintrichtig-
te;45 41 es wurde gezeigt, daB das Superoxid-Anion die
chemische Stabilitdt des EDRF verringerte, wahrend Super-
oxid-Dismutase diese erhohte,?” ! und daB EDRF die
Pldttchen-Aggregation inhibierte.*’! Alle Wirkungen des
EDRF waren identisch mit denen von Stickstoffmonoxid.
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Abbildung 8. Die Identifizierung des relaxierenden Faktors aus Endo-
thelzellen (EDRF) als Stickstoffmonoxid durch spektrophotometrische
Analyse der Reaktion zwischen Desoxyhdmoglobin und NO oder EDRF.
Der EDRF wurde von frisch pridparierten Aorten-Endothelzellen aus
Rindern gebildet, die durch das Calcium-Ionophor A23187 stimuliert
wurden. Die Experimente wurden in Quarzkiivetten wie beschrieben
durchgefiihrt.**! A: Die durchgezogene Linie bezieht sich auf eine Lésung
von 5uMm Desoxyhdmoglobin; die gepunktete Linie bezieht sich auf
Desoxyhdmoglobin, dem NO-Gas zugesetzt wurde. B: Die durchgezogene
Linie bezieht sich auf eine Losung von 5 pm Desoxyhdmoglobin; die
gestrichelte Linie bezieht sich auf Desoxyhd@moglobin nach Inkubation mit
10° Endothelzellen; die gepunktete Linie bezieht sich auf Desoxyhdmo-
globin nach Inkubation mit Endothelzellen in Gegenwart von 1 um A23187.
Die gezeigten Daten stammen aus einem Experiment, das fiir drei separate
Experimente représentativ ist. (Mit freundlicher Genehmigung leicht
verdndert iibernommen aus Lit. [43].)

Trotz dieser offensichtlichen Analogie wollte sich keiner
soweit hervorwagen und behaupten, daB EDRF Stickstoff-
monoxid ist, auler Robert Furchgott und mir. Im Juni 1986
schlugen wir unabhéngig voneinander diese Hypothese auf
einer internationalen Konferenz in Rochester, Minnesota,
vor.[4l

Die physiologische Bedeutung von
Stickstoffmonoxid fiir die GefiBbiologie

Kurz nach der Entdeckung, da EDRF Stickstoffmonoxid
ist, wurde bewiesen, daf3 GefidBendothelzellen Stickstoffmon-
oxid und Citrullin aus Arginin bilden kénnen.¥ Dieser
Befund &hnelte der Beobachtung, da Nitrit (NO,”) und
Nitrat (NO;™) in Cytokin-aktivierten Makrophagen aus
Arginin gebildet werden.[*-5! Tatséchlich zeigten diese Un-
tersuchungen, daB ein Strukturanalogon von Arginin, N¢-
Methylarginin, die Synthese von NO,~ und NO;™ aus Arginin
in Makrophagen hemmte, ebenso wie die Bildung von
Stickstoffmonoxid aus Arginin in Endothelzellen. Bredt und
SnyderP? bestitigten diese urspriinglichen Befunde und
wiesen eindeutig nach, daf} ein Enzym die Umwandlung von
Arginin zu Stickstoffmonoxid und Citrullin katalysierte. Das
Enzym wurde Stickstoffmonoxid-Synthase genannt, und diese
Untersuchung war der Beginn einer Forschungslawine, die
zur Charakterisierung und Reinigung der Isoformen, zur
Aufkliarung des Katalysemechanismus und zur Aufstellung
von Struktur-Funktions-Beziehungen der Stickstoffmonoxid-
Synthase fiihrte.

2009



AUFSATZE

L. J. Ignarro

Wihrend dieser Zeit wurden auch unglaubliche Fortschrit-
te bei der Charakterisierung der physiologischen und patho-
physiologischen Eigenschaften von endogenem Stickstoffmon-
oxid gemacht. Vaskuldre Endothelzellen synthetisieren Stick-
stoffmonoxid kontinuierlich, um eine Vasodilatation zu
bewirken, die eine Steigerung des systemischen Blutdrucks
verhindern soll.> % Diesen SchluB zog man aus Experimen-
ten, bei denen N®-Methylarginin, ein kompetitiver Inhibitor
der Stickstoffmonoxid-Synthase, in Versuchstieren einen an-
haltenden systemischen Blutdruckanstieg nach intravenoser
Injektion hervorrief. Die hypertonische Reaktion wurde
durch intravenose Injektion von L-Arginin im UberschuB,
einem Substrat der Stickstoffmonoxid-Synthase, vollstindig
aufgehoben. Die kontinuierliche Bildung von Stickstoffmon-
oxid in Endothelzellen scheint eine Folge des kontinuierli-
chen Blutflusses oder Scherstresses!®! zu sein, der die
Calcium-abhingige Aktivierung der endothelialen Stickstoff-
monoxid-Synthase auslésen kann.! Aus dem Endothel
stammendes Stickstoffmonoxid kann auch die Plittchen-
Aggregation und -Adhision inhibieren®! und die Prolifera-
tion der darunterliegenden glatten GefaSmuskulatur verlang-
samen oder verhindern.l Es wird weiterhin iiber die Auf-
kldrung der protektiven Rolle von Stickstoffmonoxid bei der
Reperfusion oder bei Reoxygenierungschaden, Restenose
und Atherosklerose geforscht. Die schiitzenden Wirkungen
von Stickstoffmonoxid beruhen vermutlich auf seiner Fiahig-
keit, den lokalen BlutfluB zu verbessern, Thrombose oder
Zelladhiésion zu hemmen, in die Zellproliferation einzugrei-
fen und die Schliisselenzyme bei der Modifizierung oder
Zerstorung von Zellen zu inhibieren.

Die Neurotransmitter-Funktion von Stickstoffmonoxid
wurde zuerst im Hirn nachgewiesen.[®! Diese Beobachtungen
basierten auf den Befunden, daB3 Glutamat und Stickstoff-
monoxid die Synthese von cGMP im Hirn stimulierten und
daB auch Arginin den cGMP-Spiegel unter bestimmten
Umsténden heben konnte. Die Funktion von Stickstoffmon-
oxid als Neurotransmitter im Zentralnervensystem blieb
unbekannt, aber eine mogliche Hypothese war, dafl Stick-
stoffmonoxid die Langzeit-Verstarkung bei der Kontrolle
des Lernens und des Gedichtnisses modulierte.”! Die
schlechte Eigenschaft von Stickstoffmonoxid war, daB3 seine
exzessive, durch Glutamat stimulierte Synthese im Hirn zu
schweren Gewebeschdden in spezialisierten Hirnregionen
fiithren kann.[®! Weiterhin kann die exzessive Stickstoff-
monoxidsynthese in der Ndhe von Oligodendrocyten zu einer
Hemmung der Myelinbildung und moglicherweise zu
Multipler Sklerose fithren."”! Es hiufen sich Beweise dafiir,
daB3 Stickstoffmonoxid ein wichtiger Transmitter der nicht-
adrenergen-nichtcholinergen (NANC) Neuronen ist, die
zahlreiche glatte Muskelgewebe innervieren, darunter die
der Luftwege, des Gastrointestinaltraktes und des Uro-
genitaltraktes.[]

Wir untersuchten die Moglichkeit, da3 Stickstoffmonoxid
der wichtigste Neurotransmitter fiir die Peniserektion war.
Wir verfolgten dieses Projekt, da vor 1990 der physiologische
Mechanismus, durch den eine Nervenstimulation die erektile
Funktion fordert, unbekannt war. Man glaubte allgemein, daf3
eine Erregung des parasympathischen Nervensystems zu
einer Acetylcholin-vermittelten erektilen Reaktion fiihrte.
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Die erektile Reaktion besteht aus neuronal vermittelter
Relaxation der vaskuldren und nichtvaskuldren glatten Mus-
kulatur, die ein Teil des kavernosen oder trabekuldren oder
sinusoiden Arteriolennetzes im Corpus cavernosum ist. Das
Problem fiir Pharmakologen und Physiologen war, daf3 der
cholinerge Neurotransmitter Acetylcholin nichtvaskuldre
glatte Muskulatur nicht relaxieren kann und vaskulére glatte
Muskulatur nur iiber endothelabhingige Mechanismen. Man
hielt es fiir hochst unwahrscheinlich, daf8 Acetylcholin, eine
quartire Ammoniumverbindung (hochgeladen), das vaskula-
re Endothel von den neuronalen Synapsen an den glatten
GefdaBmuskelzellen her erreichen kann. Man sollte jedoch
erwarten, daBl eine Erregung Stickstoffmonoxid-haltiger
NANC-Nerven, die die nichtvaskuldre und vaskuldre glatte
Muskulatur im Corpus cavernosum innervieren, zu einer
starken Relaxation der glatten Muskulatur und somit zu einer
Peniserektion fithren wiirde. Zur Zeit unserer ersten Experi-
mente war nicht bekannt, ob erektiles Gewebe in Sdugetieren
durch NANC-Nerven innerviert war, und wir waren fiir solche
histochemischen Experimente nicht ausgeriistet. Wir benutz-
ten statt dessen das klassische Gewebebad, bei dem Streifen
aus dem Corpus cavernosum, die aus dem Penis von Kanin-
chen und Mensch isoliert worden waren, in fliissigkeitsge-
fiillten Kammern inkubiert, vorkontrahiert und dann elek-
trisch stimuliert wurden, um eine Relaxation der glatten
Muskulatur zu bewirken.

Unser erstes Experiment zeigte, daB3 die Stimulation von
NANC-Nerven isolierter Streifen aus dem Corpus caverno-
sum des Kaninchens zu einer Relaxation der glatten Musku-
latur fiihrte, die von Inhibitoren der Stickstoffmonoxid-Syn-
thase, Hiamoglobin und Methylenblau blockiert wurde.[!
Auch Stickstoffmonoxid in Form von S-Nitrosothiolen rela-
xierte die glatte Muskulatur, und die elektrische Stimulation
des Gewebes resultierte in erhohten Konzentrationen von
Nitrit (NO,”) und ¢cGMP."!l Die SchluBfolgerung war ein-
deutig. Stickstoffmonoxid ist der Neurotransmitter in NANC-
Nerven, die das Corpus cavernosum innervieren, und die
Nervenstimulation resultiert in einer Stickstoffmonoxid-ver-
mittelten Relaxation der vaskuldren und nichtvaskuldren
glatten Muskulatur. Die Wirkung von Stickstoffmonoxid als
Neurotransmitter wird wiederum von cGMP vermittelt. Der
Signaltransduktionsweg mit Stickstoffmonoxid als Neuro-
transmitter scheint daher der gleiche zu sein wie der fiir
Stickstoffmonoxid aus Endothelzellen. Zusitzliche Experi-
mente mit menschlichem Corpus cavernosum lieferten die
gleichen Ergebnisse wie die Experimente, bei denen Kanin-
chen-Gewebe benutzt wurde.> 7l Abbildung 9 illustriert die
typische ausgeprégte, aber transiente Relaxation glatter
Muskulatur, die durch elektrische Stimulation des Corpus
cavernosum aus Mensch und Kaninchen hervorgerufen
wurde. Wir staunten iiber diese ausgesprochen transiente
Reaktion sowie dariiber, da3 diese elektrisch induzierten
Reaktionen durch die Gabe von authentischem Stickstoff-
monoxid-Gas imitiert werden konnten. Der vielleicht iiber-
zeugendste Beweis dafiir, da3 die elektrische Stimulation
iiber Mechanismen, an denen Stickstoffmonoxid beteiligt ist,
eine erektile Funktion auslost, bestand in dem Befund, daf
NG-Nitroarginin, ein kompetitiver Inhibitor der Stickstoff-
monoxid-Synthase, die elektrischen Antworten unterband,
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Abbildung 9. Die Relaxation der glatten Muskulatur des Corpus caver-
nosum durch Stickstoffmonoxid dhnelt stark der Relaxation, die durch
elektrische Stimulation von NANC-Nerven hervorgerufen wird. Streifen
des Corpus cavernosum aus dem Penis von Kaninchen und Menschen
wurden prépariert und in Gewebebddern inkubiert, dann wurde die
isometrische Spannung gemessen.”" 7 Die glatte Muskulatur wurde durch
Phenylephrin (PE) vorkontrahiert. Die Stimulation durch ein elektrisches
Feld wurde bei 2, 4, 8 und 16 Hz durchgefiihrt. Die Konzentrationen von
NO und PE sind als Logarithmus der molaren Konzentration angegeben.
Die Diagramme sind reprasentativ fiir 12— 18 Streifen aus vier Kaninchen-
oder vier menschlichen Priparaten.

wohingegen das Vorliegen des Enzymsubstrats L-Arginin im
Uberschuf diesen inhibitorischen Effekt von N6-Nitroarginin
aufhob (Abbildung 10). Unsere frithen Untersuchungen zeig-
ten auch, daB die Hemmung des Abbaus von cGMP durch die

Hz 2 4 8 16 2 4 8 16 )

Hz 2 4 8 16

1_24816 2

Verwendung von Phosphodiesterase-Inhibitoren sowohl die
elektrisch induzierte als auch die Stickstoffmonoxid-induzier-
te Relaxation der glatten Muskulatur verstirkte.’>7 Die
Daten zur Verstdarkung der Stickstoffmonoxid-vermittelten
Relaxation des Corpus cavernosum durch M&B 22,948 (Za-
prinast), einen Inhibitor der cGMP-hydrolysierenden Phos-
phodiesterase, sind in Abbildung 11 gezeigt. Diese Befunde
machten deutlich, daf} die Relaxation der glatten Muskulatur
des Corpus cavernosum durch Erregung von NANC-Nerven
oder durch Zugabe von Stickstoffmonoxid von cGMP ver-
mittelt wird.

Diese Ergebnisse erhellten den physiologischen Mecha-
nismus der Peniserektion, indem sie einen kritischen Signal-
transduktionsweg aufkldrten, der durch Wirkstoffe manipu-
liert werden konnte. Beispielsweise konnten Wirkstoffe, die
die Bildung oder die Wirkung von Stickstoffmonoxid oder
cGMP beeintriachtigen, auch die erektile Reaktion verdndern
und zur Therapie des Priapismus eingesetzt werden. Noch viel
wichtiger ist jedoch, da3 Wirkstoffe, die die Bildung oder
Wirkung von Stickstoffmonoxid oder cGMP verstidrken, auch
die erektile Reaktion verstirken und zur Therapie der
Impotenz, der hiufigsten medizinischen Funktionsstorung
bei Minnern, verwendet werden konnen. 1998 wurde der
Wirkstoff Sildenafil (Viagra) zur wirkungsvollen Behandlung
der Impotenz auf den Markt gebracht. Sildenafil ist ein relativ
selektiver Inhibitor von einer der Phosphodiesterase-Isofor-
men, die cGMP abbaut und in relativ hoher Konzentration im
Corpus cavernosum vorkommt. Durch Sildenafil konnen
hohe ¢cGMP-Spiegel in der glatten Muskulatur des Corpus
cavernosum erzielt werden, sobald ein Stickstoffmonoxid-
Signal von den NANC-Nerven kommt. Sildenafil verstirkt
die Peniserektion, die durch jede Form der Erregung — mental
oder physisch — der NANC-Nerven verursacht wird, die das
Corpus cavernosum innervieren, aber der Wirkstoff allein
kann keine erektile Antwort ohne die vorhergehende NANC-
Nerven-Erregung auslosen. Sildenafil scheint fiir die effektive

Waschen

Abbildung 10. Die Relaxation der glatten
Muskulatur aus menschlichem Corpus caver-
nosum durch elektrische Stimulation wird
durch  Stickstoffmonoxid-Synthase-Inhibito-
ren blockiert. Streifen aus dem Corpus caver-
nosum des menschlichen Penis wurden pripa-
riert und in Gewebebiddern inkubiert, dann

L—=NNA p-Arg

TPE
-5
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Waschen  wurde die isometrische Spannung gemes-
sen.’t 7] Die glatten Muskeln wurden durch
Phenylephrin vorkontrahiert. Die Stimulation
durch ein elektrisches Feld wurde bei 2, 4, 8
und 16 Hz durchgefiihrt. NS-Nitroarginin
(L-NNA) und Arginin (L-Arg oder D-Arg)
\ wurden in Konzentrationen von 30 bzw.
300 um eingesetzt. Die Diagramme sind re-
prasentativ fiir 12-18 Streifen aus vier
menschlichen Priaparaten.
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Abbildung 11. Die Verstiarkung der von Stickstoffmonoxid oder Nitrogly-
cerin (NTG) ausgelosten Relaxation von glatter Muskulatur des Corpus
cavernosum aus Mensch und Kaninchen durch M&B 22,948 (M&B). Die
Streifen aus dem Corpus cavernosum von Mensch und Kaninchen wurden
préapariert und in Gewebebéddern inkubiert, dann wurde die isometrische
Spannung gemessen.’" 7 Die glatte Muskulatur wurde durch 10 um
Phenylephrin vorkontrahiert. Jeder MeBwert stellt den Mittelwert + SEM
von 9-12 Streifen aus vier Kaninchen- und vier menschlichen Praparaten
dar. Das Sternsymbol zeigt an, daf} alle in Gegenwart von M&B 22,948
gemessenen Werte sich signifikant von den entsprechenden MeBwerten
ohne Zusatz von M&B 22,948 unterscheiden (p < 0.001).

Behandlung verschiedener Formen und Grade der Impotenz
geeignet zu sein. Durch unser verbessertes Verstdndnis der
Physiologie der erektilen Funktion werden Pathophysiologie
und Ursachen der Impotenz aufgeklart werden konnen und
weitere Tiren fiir die Entwicklung von Wirkstoffen zur
Therapie der Impotenz geoffnet werden.

Zukiinftige Entwicklungen der Stickstoffmonoxid-
Forschung in der Gefiflbiologie

Das Wissen dariiber, daf3 vaskulires Stickstoffmonoxid aus
Endothelzellen und neuronal gebildetes Stickstoffmonoxid
die Relaxation von glatter vaskuldrer und nichtvaskuldrer, mit
dem GefidBsystem assoziierter Muskulatur bewirken kann,
wird Forschern und Klinikern bei der Diagnose, Behandlung
und Prévention von lebensbedrohlichen kardiovaskuldren
Krankheiten wie Koronararterienerkrankungen, essentielle
Hypertonie, Schlaganfall, von Diabetes verursachten vasku-
laren Komplikationen sowie verwandten Krankheiten von
Nutzen sein. Schon jetzt zeichnet sich ab, daB3 Stickstoffmon-
oxid viele wichtige physiologische Rollen bei der Regulation
und Protektion zahlreicher Gewebe- und Organfunktionen
spielt. Unterbrechungen des Stickstoffmonoxid-cGMP-We-
ges sind wahrscheinlich die Ursache fiir die Pathophysiologie

2012

vieler kardiovaskuldrer Krankheiten. Ein besseres Verstdand-
nis der grundlegenden physiologischen Mechanismen des
Stickstoffmonoxid-cGMP-Weges sollte zur Entwicklung neu-
er therapeutischer Strategien fithren, um Morbiditdt und
Mortalitét bei kardiovaskuldren Erkrankungen zu senken.

Fiir meine Entwicklung als Wissenschaftler waren viele
Menschen verantwortlich, denen ich sehr dankbar bin. Meine
Mentoren Fred Shideman und Elwood Titus lehrten mich die
Bedeutung von Konzepten, wie dem experimentellen Ansatz,
dem Aufstellen und Uberpriifen einer Hypothese, der kriti-
schen Bewertung von Experimenten, die manchmal wie erwar-
tet ausgehen, manchmal aber auch nicht, und die Bedeutung
des Denkens. Bei meiner ersten Anstellung nach meiner
Postdoktorandenzeit lehrte mich Barbara Petrack die Bedeu-
tung von Respekt und harter Arbeit in der Wissenschaft. In der
Anfangszeit meiner akademischen Karriere ermutigten und
motivierten mich meine Kollegen Bill George und Phil
Kadowitz. Jim Fisher war mir durch sein stindiges Vorbild
eine Motivation, ein guter Lehrer fiir meine Medizinstudenten
und Doktoranden zu sein. Den meisten Dank schulde ich
vermutlich Gautam Chaudhuri, der mich am meisten ermutigte
und motivierte, meine Arbeit fortzusetzen und neue Hohen zu
erklimmen. Alle meine Doktoranden, Postdoktoranden und
medizinischen Mitarbeiter sowie Gastwissenschaftler haben
wichtige Beitrige geleistet. Zu ihnen gehoren (in alphabetischer
Reihenfolge): John Adams, Ernesto Aeberhard, Nicole Arabo-
los, William Aronson, Bryan Ballot, Barbara Barry, Georgette
Buga, Theresa Burke, Peggy Bush, Russell Byrns, Stella Cech,
Gordon Cohen, Ronald Day, Jonathan Degnan, James Ed-
wards, Richard Fitch, Michele Gold, Jeanette Griscavage,
Rosemarie Gross, Carl Gruetter, Darlene Gruetter, Richard
Harbison, Toshio Hayashi, Adrian Hobbs, Philip Horwitz,
Howard Lippton, Dennis McNamara, B. Theo Mellion, Steve
Napoli, Eliot Ohlstein, Richard Paddock, Waldemar Radzis-
zewski, Norma Rogers, Robert Smith, Hugo Vargas, Liu Hua
Wei, Michael Wolin und Keith Wood.

Die Zusammenarbeit mit Kollegen unseres Fachbereichs
und anderer Institute waren fiir unsere Erfolge unerlafilich.
Besonders wichtig waren dabei William Baricos, Gerald
Buckberg, Steven Cederbaum, Gautam Chaudhuri, Jon Fuku-
to, William George, Scott Henderson, Albert Hyman, Philip
Kadowitz, Jack Lancaster, Jean Merrill, William Pearce, Jacob
Rajfer, Michael Sherman, Dennis Stuehr und Sherwin Wilk.

Unsere Forschungsarbeiten werden seit 1973 kontinuierlich
vom National Heart, Lung and Blood Institute der National
Institutes of Health gefordert. Weitere unschdtzbare Unter-
stiitzung kam von der American Heart Association, der
American Cancer Society, dem Laubisch Fund for Cardiovas-
cular Research, dem Tobacco-Related Disease Research Pro-
gram, dem Council for Tobacco Research, USA, der Pharma-
ceutical Manufacturers Association und der Schlieder Educa-
tional Foundation.
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