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Guanylatcyclase

Die gefiferweiternden Eigenschaften von Stickstoffmonoxid (NO)
werden in der Pharmakotherapie bereits seit mehr als 130 Jahren ge-
nutzt, und auch heute noch spielen NO-Donatoren eine bedeutende
Rolle bei der Behandlung von Herzkreislauferkrankungen. Inhaliertes
NO oder organische Nitrate und NO-freisetzende Medikamente sind
jedoch mit erheblichen therapeutischen Nachteilen behaftet, bei-
spielsweise einer Toleranzentwicklung bei Langzeitbehandlung und
unspezifischen Effekten wie der posttranslationalen Modifikation von
Proteinen. Die positiven Wirkungen von NO werden durch die Sti-
mulation der loslichen Guanylatcyclase (sGC) vermittelt, einem Hdm-
haltigen Enzym, welches das intrazelluliire Signalmolekiil cyclisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) bildet. Vor kurzem wurden zwei
Substanzklassen entdeckt, die die Wirkung der sGC NO-unabhingig
verstirken, die sogenannten sGC-Stimulatoren und sGC-Aktivatoren.
Der erste Vertreter dieser neuen Medikamentenklassen, der sGC-Sti-
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Ironie des Schicksals, dass mir Nitro-
glycerin zur Einnahme verschrieben
worden ist! Sie nennen es Trinitrin, um

emie

mulator Riociguat, zeigte iiberzeugende Wirksamkeit in klinischen
Phase-111-Studien bei unterschiedlichen Formen des Lungenhoch-

drucks.

1. Einfiihrung

Retrospektiv betrachtet war die Entdeckung vieler Me-
dikamente alles andere als geplant.'™*! Wissenschaftler spre-
chen hiufig von einem gliicklichen Zufall (,,serendipity*),
wenn sie auf einem Gebiet einen Durchbruch erzielen, wih-
rend sie eigentlich nach etwas ganz anderem suchen. Die
Entdeckung des Nitroglycerins ist dafiir ein Paradebeispiel.
Der Sprengstoff Nitroglycerin wurde 1847 von dem italieni-
schen Chemiker Ascanio Sobrero (1812-1888) an der Uni-
versitdt Turin entdeckt; Sobrero notierte jedoch bereits, dass
beim Umgang mit dieser chemischen Substanz Kopfschmer-
zen auftraten (heute wissen wir, dass der Grund hierfiir eine
zerebrale GefiBerweiterung ist). Der schwedische Erfinder
Alfred Nobel (1833-1896) stellte bei der Untersuchung von
Nitroglycerin fest, dass die Substanz durch Einbettung in
Kieselgur weniger stoBempfindlich, leichter zu kontrollieren
und damit besser transportierbar wird. Er nannte die For-
mulierung Dynamit und lieB sie 1867 patentieren.!** Bei der
Herstellung im IndustriemaBstab beklagten die Arbeiter in
Nobels Fabriken die unangenehmen Wirkungen der Sub-
stanz; sie verursachte Kopfschmerzen und Schwindel. Zu
dieser Zeit begannen Arzte mit organischen Nitraten zu ex-
perimentieren. 1867 stellte Sir Lauder Brunton (1844-1916),
ein schottischer Arzt, fest, dass organische Nitrate die Tho-
raxschmerzen bei Angina pectoris wirksam linderten.”! In
seiner berithmten Publikation in The Lancet von 1879 mit
dem Titel ,,Nitroglycerin als Heilmittel fiir Angina pectoris“/®!
beschrieb der britische Arzt William Murrell die Ergebnisse
seiner Selbstversuche und der Behandlung von Patienten mit
Nitroglycerin."”

Ungliicklicherweise litt Nobel am Ende seines Lebens
selbst an Angina pectoris im Rahmen einer koronaren
Herzerkrankung. Weniger als zwei Monate vor seinem Tod
schrieb er in einem Brief an einen Kollegen: ,,Ist es nicht eine

Angew. Chem. 2013, 125, 9618 — 9639

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

die Apotheker und die Offentlichkeit
nicht zu erschrecken.” Er verweigerte
die Einnahme."”

Im Gegensatz zu Nobels zogerli-
cher Haltung werden Nitrodilatatoren
wie Nitroglycerin seit dieser Zeit zur
Behandlung von Angina-pectoris-An-
fiallen und Herzinsuffizienz vielseitig angewendet und
kommen trotz ihrer unerwiinschten Nebenwirkungen und
zahlreichen FEinschrinkungen auch heute noch zum Ein-
satz.[1112]

Doch iiber welchen Mechanismus lindert diese im 19.
Jahrhundert entdeckte explosive Substanz Angina pectoris
und erweitert die Blutgefde? Die Antwort auf diese Frage
sollte noch ein Jahrhundert auf sich warten lassen.

1977 entdeckte Ferid Murad, dass Nitrate nur dann eine
physiologische Wirkung haben, wenn sie zu Stickstoffmon-
oxid (NO) abgebaut werden.'*" Das Gas, das auch in die
Kategorie der Umweltschadstoffe fillt, fithrt zu einer Rela-
xation der glatten Muskelzellen. 1978 stellte Robert Furch-
gott (1916-2009) fest, dass eine Substanz im Endothel (In-
nenwand des GefidBles) namens EDRF (endothelium-derived
relaxing factor) die BlutgefiBe erweitert.'>'7) Die chemische
Formel des EDRF war bis zu diesem Zeitpunkt unbekannt.
Interessanterweise kam Louis Ignarro unabhingig davon
etwa zur gleichen Zeit zu #hnlichen Schliissen,"®! und
Furchgott und Ignarro présentierten auf Konferenzen im Jahr
1986 Belege dafiir, dass EDRF in Wirklichkeit NO ist. Im Jahr
1998 wurde Murad, Ignarro und Furchgott fiir ihre Entde-
ckung des Wirkmechanismus von NO im Korper gemeinsam
der Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin verliehen.!*!
Insbesondere erhielten sie den renommiertesten Wissen-
schaftspreis fiir ihre Arbeiten, dass die physiologische Wir-

[*] Dr. M. Follmann, Dr. N. Griebenow, Dr. M. G. Hahn, Dr. I. Hartung,
Dr. F.-). Mais, Dr. ). Mittendorf, Dr. M. Schifer, Dr. H. Schirok,
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kung der von Nobel als Sprengstoff entwickelten Substanz
uber die Freisetzung von NO vermittelt wird.

Genauer betrachtet wirkt NO iiber die 16sliche Guany-
latcyclase (sGC), ein Enzym mit hoher Affinitit zu NO.?” Bei
sGC handelt es sich um einen wichtigen Regulator des
Herzkreislaufsystems, der in den glatten Muskelzellen von
Blutgefifen und in Thrombozyten vorzufinden ist.’**! NO
wird von verschiedenen Stickoxidsynthasen, beispielsweise
endothelialer Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS), neuronaler
Stickstoffmonoxidsynthase (nNOS) und der induzierbaren
Isoform (iNOS) aus L-Arginin synthetisiert. In Endothelzel-
len, den inneren Zellschichten in Arterien, wird NO durch
endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) erzeugt und
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diffundiert rasch in tiefer liegende glatte Muskelzellen, wo es
sGC stimuliert (Abbildung 1). Dies fiihrt zu einem intrazel-
luliren Anstieg des Botenstoffs cyclisches Guanosin-3',5'-
monophosphat (cGMP), was eine Vielzahl physiologischer
Reaktionen auslost, beispielsweise die Erweiterung der
BlutgefiBe (und damit die Senkung des Blutdrucks) und eine
Verbesserung der Blutzirkulation. Die Pathogenese ver-
schiedener Erkrankungen, insbesondere des Herzkreislauf-
systems, geht mit einer unzureichenden sGC-Stimulation
einher.P>3

sGC selbst ist ein zytosolisches heterodimeres Protein, das
aus einer a- und einer (-Untereinheit mit einer prostheti-
schen Ham-Gruppe an der f-Untereinheit (Him-bindende
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Domine) besteht.®*! NO stimuliert die sGC-Aktivitit,
indem es an das Fe’" der Him-Gruppe bindet, was zu einer
Spaltung der Fe?'-His105-Bindung und zu einer Konforma-
tionsdnderung im Enzym fiihrt. Diese wirkt sich wiederum
auf die katalytische Untereinheit aus und hat eine erhohte
cGMP-Produktion zur Folge. Dieser beschriebene NO-indu-
zierte Schaltmechanismus ist jedoch eine starke Vereinfa-
chung eines weitaus komplexeren Prozesses, wie er in Kapi-
tel 4 nédher erldutert wird. cGMP reguliert verschiedene Ef-
fektorsysteme wie z.B. die cGMP-abhéngigen Proteinkina-
sen, Ionenkanidle und Phosphodiesterasen. Nachgeschaltet
vermitteln diese Effektorsysteme verschiedene physiologi-
sche und gewebeschiitzende Effekte, beispielsweise die Va-
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sorelaxation und Inhibition der Proliferation der glatten
Muskelzellen, die Leukozyten-Rekrutierung und die
Thrombozytenaggregation. Diese Signaltransduktionskaska-
de wird als NO-sGC-cGMP-Signalweg bezeichnet (Abbil-
dung 1).146:47

sGC kann in zwei verschiedenen Formen vorliegen (Ab-
bildung 2). Die native, Him-haltige oder reduzierte Form der
sGC, bei der es sich um den endogenen Rezeptor fiir NO
handelt, und die Him-freie Form. Unter oxidativem Stress,
der mit der Entwicklung vieler Herzkreislauferkrankungen
einhergeht, entstehen reaktive Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS)."! Diese kénnen das zentrale Eisen im
Him der sGC oxidieren (Fe**—Fe®"), was schlieBlich zu
einem Verlust der Him-Gruppe fiihrt.”” Diese Ham-freie
Form der sGC reagiert nicht mehr auf NO und wird deshalb
auch als dysfunktional bezeichnet. Dariiber hinaus wird die
Héam-freie sGC mittels Ubiquitinylierung rasch abge-
baut.[?*2

In den letzten 15 Jahren wurden zwei Verbindungsklassen
entdeckt, die beide Formen der sGC NO-unabhingig akti-
vieren konnen,”*"! nimlich die Him-abhingigen sGC-Sti-
mulatoren und die H&m-unabhéngigen sGC-Aktivatoren.
sGC-Stimulatoren weisen einen dualen Wirkmodus auf: Sie
wirken in Synergie mit endogenem NO und konnen dariiber
hinaus die native Form des Enzyms NO-unabhingig direkt
stimulieren. Im Gegensatz dazu konnen sGC-Aktivatoren die
pathologisch verdnderte Him-freie sGC, mit anderen Worten
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Abbildung 1. NO-sGC-cGMP-Signalweg und Kristallstrukturanaloge der Him-bindenden und katalytischen Doméne der humanen 18slichen Guany-
latcyclase (sGC). Die dargestellten Strukturen basieren auf den inzwischen bekannten Kristallstrukturen des Ham-bindenden Proteins des Cyano-
bakteriums Nostoc sp. (pdb-Eintrag 200C)""*% mit einer Sequenzhomologie von 35% zu der Ham-bindenden Domane von sGC und der katalyti-
schen Siugetier-AC5-Domane (pdb-Eintrag 3C14).1

sGC, die sich in einem Zustand befindet, in dem das kor-
pereigene NO kaum noch eine Wirkung hat, aktivieren.

Sowohl die Stimulation der nativen als auch die Aktivie-
rung der Hidm-freien sGC fithren zu einem Anstieg der
cGMP-Bildung.”! Die Chemie und Biologie dieser beiden
neuartigen Arzneimittelklassen — sGC-Stimulatoren und
sGC-Aktivatoren — von denen einige derzeit in klinischen
Studien untersucht werden, méchten wir in diesem Uberblick
néher erldutern.

2. sGC-Stimulatoren

2.1. Entdeckung der NO-unabhdngigen, Hdm-abhdingigen
sGC-Stimulatoren

1994 begannen Wissenschaftler bei Bayer, systematisch
nach Substanzen zu suchen, die zu einer Steigerung der NO-
Synthese fiihren und damit die sGC stimulieren konnten.?”*!
Im Rahmen dieser Screeningtests wurden die cGMP-Mengen
unter Substanzeinfluss in Endothelzellen von Schweinen
mittels Radioimmunassay gemessen, was zu der unerwarteten
Entdeckung der direkten, NO-unabhéngigen sGC-Stimula-
toren fiithrte. Im gleichen Jahr berichteten Forscher von der
Nationalen Universitdt von Taiwan in Taipeh, dass eine
Benzylindazol-Verbindung namens YC-1 (1; Schema 1) die
Thrombozytenaggregation iiber eine Stimulation der cGMP-
Synthese inhibierte.®* YC-1 (1) wurde nachfolgend als di-
rekter NO-unabhéngiger, Hdm-abhéngiger sGC-Stimulator
charakterisiert. Er stimulierte bei einer Konzentration von
100 pym die isolierte sGC 30- bis 40-fach und zeigte in Kom-
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bination mit NO-freisetzenden Verbindungen eine starke
synergistische Wirkung, wihrend nach Oxidation oder Ent-
fernung der prosthetischen Hidm-Gruppe der stimulierende
Effekt ausblieb.?*>7

YC-1 (1) wies in zahlreichen pharmakologischen Studien
ein vielversprechendes Profil auf. Neben seiner relativ
schwachen sGC-stimulierenden Wirkung zeigte es jedoch ein
schlechtes pharmakokinetisches Profil sowie fehlende Spezi-
fitdt, da sich herausstellte, dass es Phosphodiesterasen inhi-
biert und zahlreiche cGMP-unabhingige Effekte modu-
liert.*”l Daher war eine weitere Optimierung von Wirkstirke,
pharmakokinetischen Eigenschaften und Spezifitit erforder-
lich, um das volle therapeutische Potenzial dieser neuen
Arzneimittelklasse erschlieSen zu konnen.

2.2. Erste Fortschritte in Richtung hochspezifischer wirkstarker
sGC-Stimulatoren

Zur systematischen Optimierung der Struktur von YC-
1 wurden basierend auf diesen ersten Ergebnissen bei Bayer
ausfiihrliche Studien zur Struktur-Wirkungs-Beziehung
(structure-activity relationship, SAR) durchgefiihrt. Die In-
vitro-Wirkstdrke der Verbindungen wurde mit zwei unter-
schiedlichen Methoden bestimmt, einem Test zur Bildung von
c¢GMP in sGC iiberexprimierenden CHO-Zellen (CHO =
Chinese hamster ovary) und einem funktionellen Assay ba-
sierend auf der Inhibition der durch Phenylephrin induzierten
Kontraktion an Kaninchen-Aortenringen.”® Ein erster
Durchbruch beziiglich einer verbesserten Wirkstédrke resul-
tierte aus dem Ersatz der Benzylindazol-Einheit von YC-
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Abbildung 2. Wirkorte der |6slichen Guanylatcyclase-Stimulatoren und -Aktivatoren sind zwei
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BAY 41-2272 und BAY 41-8543
wiesen jedoch bei Ratten eine geringe
metabolische Stabilitdt und orale Bio-
verfiigbarkeit auf, und BAY 41-2272
zeigte eine starke Inhibition/Induktion
von Cytochrom-P450(CYP)-Enzymen,
welche im Fremdstoffwechsel eine
wichtige Funktion ausiiben.”” Die In-
hibition/Induktion von CYP-Enzymen
durch Arzneimittel birgt das Risiko,
dass sich die Exposition begleitend
eingenommener Medikamente verén-
dert. Obwohl diese Eigenschaften eine
Weiterentwicklung ausschlossen,
wurden beide Verbindungen in zahlrei-
chen pharmakologischen Untersuchun-
gen als Hilfsmittel zur Erforschung
dieser neuartigen Arzneimittelklasse
genutzt, was in mehr als 150 Publika-
tionen von verschiedenen Forscher-
gruppen auf der ganzen Welt dargelegt
wurde.

Ein weiteres, von Selwood et al. vom
University College London begonnenes
Optimierungsprogramm auf der
Grundlage von YC-1 als Leitstruktur
fithrte zur Identifizierung von CFM-
1571 (5) (Schema 2).!l Diese Verbin-

Ham-
freie
sGC

lngewandte

verschiedene Zustinde der sGC: die NO-sensitive, reduzierte native sGC und die NO-unsensiti-

ve, Him-freie sGC. sGC-Stimulatoren stabilisieren den Nitrosyl-Him-Komplex der reduzierten
sGC (links dargestellt) und weisen einen starken Synergismus mit NO auf. sGC-Aktivatoren
dagegen binden an die Him-freie Form (rechts dargestellt) oder ersetzen das prosthetische

dung wurde als schwacher, aber spezi-
fischer Stimulator der sGC charakteri-
siert (Stimulation von gereinigter sGC,
ECsy=5.5 pm; Thrombozytenaggrega-

Hiam der sGC und schiitzten die sGC vor proteasomalem Abbau.*’!

1 durch (2-Fluorbenzyl)pyrazolopyridin und, noch wichtiger,
dem Austausch des (Hydroxymethyl)furan-Restes durch eine
S-substituierte 4-Aminopyrimidin- oder 4,6-Diaminopyrimi-
din-Gruppe.”’! Kristallstrukturanalysen zeigten eine copla-
nare Anordnung dieses Biarylsystems, was fiir eine hohe
Wirkstiarke anscheinend von Bedeutung ist. Das 5-Cyclo-
propyl-4-aminopyrimidin-Derivat ~ BAY  41-2272  (2;
Schema 1) wies eine stirkere sGC-stimulierende Wirkung
auf, mit einer ICsy von 0.3 um fiir die Kontraktion der Ka-
ninchen-Aortenringe (YC-1, ICy,=10 pm) und einer mini-
malen effektiven Konzentration (MEC) von 0.03 pum fiir die
Bildung von cGMP in CHO-Zellen (YC-1, MEC =10 pm).
Im Gegensatz zu YC-1 handelt es sich bei BAY 41-2272 um
einen hochspezifischen sGC-Stimulator, der keine relevante
Inhibition von Phosphodiesterasen zeigte.[*”-*! Wihrend sich
die 1-(2-Fluorbenzyl)-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-Einheit
dieser neuen Leitserie als essenziell fiir eine starke sGC-sti-
mulierende Wirkung erwies, erlaubte die Pyrimidin-Einheit
eine Fiille an Variationen. Weitere Studien fiihrten zu dem
4,6-Diamino-5-morpholino-Analogon BAY 41-8543 (3), das
eine dreimal hohere Wirkstédrke bei der Phenylephrin-indu-
zierten Kontraktion der Kaninchen-Aortenringe aufwies
(IC5y=0.10 um).

Angew. Chem. 2013, 125, 9618 — 9639

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

tion, ICs,=2.8 um). Bei Ratten wurde
jedoch nur eine geringe orale Biover-
fugbarkeit von 12 % beobachtet, und es
wurde keine Weiterentwicklung dieser Serie veroffentlicht.
2003 veroffentlichten Wissenschaftler der Firma Abbott
eine neuartige Klasse von sGC-Stimulatoren auf der Basis
von ortho-Sulfanyl-substituierten Cinnamylamiden.™ A-
778935 (6) (Schema 2) und andere Analoge sind zwar struk-
turell nicht mit YC-1 verwandt, es konnte jedoch gezeigt
werden, dass sie die sGC nach einem dhnlichen Wirkmodus
stimulieren, ndmlich unabhéngig von und in Synergie mit NO,
wofiir die Anwesenheit einer reduzierten Him-Gruppe not-
wendig ist. A-778935 stimulierte die isolierte sGC NO-un-
abhiingig etwa 20-fach stirker als YC-1.1! Da seit 2006 keine
weiteren Fortschritte bei dieser Verbindungsklasse bekannt
wurden, ist davon auszugehen, dass das Programm eingestellt
wurde.

2.3. Entdeckung und Entwicklung von Riociguat

Studien zur Identifizierung der Metaboliten von BAY 41-
2272 und BAY 41-8543 belegten einen oxidativen Metabo-
lismus am Cyclopropyl- bzw. Morpholino-Substituenten."
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass im Gegensatz zu
Verbindungen mit kleinen lipophilen Substituenten an der
Pyrimidin-C5-Position (BAY 41-2272) Derivate mit grofien
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BAY 41-8543 Riociguat
MEC = 0.03 um MEC =0.03 um
IC50 =0.10 um IC50 = 0.12 pm

Schema 1. sGC-Stimulatoren YC-1 (1), BAY 41-2272 (2), BAY 41-8543
(3) und Riociguat (4).

CFM-1571 A-778935
Aktivierung von gereinigter

sGC ECsp =5.5 um

(YC-11C50 =4.1 um in diesem Test)

Aktivierung von gereinigter
sGC ECsp =1.1 um
(YC-11Cs¢ = 19.5 um in diesem Test)

Schema 2. sGC-Stimulatoren CFM-1571 (5) und A-778935 (6).

polareren 5-Substituenten keine relevante CYP-Inhibition
aufwiesen (BAY 41-8543). Weitere Variationen mit anderen
polaren, potenziell stabileren Substituenten an der Pyrimidin-
C5-Position fithrten schlieflich zur Identifizierung des N,O-
Dimethylcarbamats 4 (Schema 1), BAY 63-2521 [Internatio-
naler Freiname (INN): Riociguat].”

Riociguat wies keine relevante CYP-Wechselwirkung auf
bei einem hervorragenden pharmakokinetischen Profil ein-
schlieBlich einer guten oralen Bioverfiigbarkeit in verschie-
denen Tierarten.
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In vitro stimulierte Riociguat gereinigte, rekombinante
sGC um das bis zu 73-fache (von 0.1 auf 100 um) und wies das
typische sGC-Stimulator-Profil auf: eine starke NO-unab-
hédngige Enzymaktivierung, synergistische Wirkung in Kom-
bination mit NO-freisetzenden Substanzen, die gleichzeitig
vom Vorliegen der reduzierten prosthetischen Ham-Einheit
abhing.[®’!

Bei wachen, spontan hypertensiven Ratten fiihrte die
orale Gabe von Riociguat zu einer lang anhaltenden, dosis-
abhéngigen Blutdrucksenkung. Im Gegensatz zu Nitraten
entwickelt sich nach Langzeitgabe keine Toleranz und au-
Berdem wirkt die Substanz auch an Ratten, die eine Nitrat-
toleranz entwickelt haben. Insbesondere wurde Riociguat in
verschiedenen Tiermodellen der pulmonalen Hypertonie
(PH) untersucht, darunter in einem Mausmodell, bei dem die
Tiere einer chronischen Hypoxie ausgesetzt waren und ein
Rattenmodell mit subkutaner Injektion von Monocrota-
1in.1"! Das Pyrrolizidinalkaloid Monocrotalin stellt das to-
xische Hauptprinzip von Crotalaria spectabilis dar und wird
zur Erzeugung einer experimentellen pulmonalen Hyperto-
nie verwendet.”™ In diesen experimentellen Modellen ver-
besserte Riociguat die pulmonale Hdmodynamik und ver-
hinderte die pathologischen Umbauprozesse, wie z.B. die
Entstehung einer Rechtsherzhypertrophie und Muskulari-
sierung der kleinen Lungenarterien oder machte sie sogar
teilweise riickgingig.® Basierend auf seinem Gesamtprofil
mit hervorragender Wirkstarke, Spezifitdt, Wirksamkeit und
Sicherheit wurde Riociguat als Kandidat fiir die Entwicklung
zur Behandlung verschiedener Formen von pulmonaler Hy-
pertonie (PH) ausgewéhlt.

Bei PH handelt es sich um eine schwere, fortschreitende
und lebensbedrohliche Erkrankung, bei der der Druck in den
Lungenarterien infolge einer Vasokonstriktion signifikant
erhoht ist, was zu Insuffizienz des rechten Herzens und
schlieBlich zum Tode fithren kann. Patienten mit PH entwi-
ckeln eine signifikant reduzierte Belastungstoleranz und
leiden unter einer deutlich eingeschriankten Lebensqualitit.
Die héufigsten Symptome der pulmonalen Hypertonie sind
Kurzatmigkeit, Erschopfung, Schwindel und Ohnmacht, die
sich allesamt bei Belastung verschlechtern.®”!

Entsprechend der klinischen Klassifikation der pulmo-
nalen Hypertonie (Dana Point) gibt es je nach Grunder-
krankung fiinf verschiedene Krankheitstypen: pulmonal-ar-
terielle Hypertonie (PAH), pulmonale Hypertonie infolge
einer Linksherzerkrankung (z.B. PH-LVD), pulmonale Hy-
pertonie aufgrund einer Lungenerkrankung und/oder Hy-
poxdmie (z.B. PH-COPD oder PH-ILD), chronische throm-
boembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH) und pulmo-
nale Hypertonie mit unklaren multifaktoriellen Mechanis-
men.["""! Die aktuell zur Verfiigung stehenden pharmakolo-
gischen Therapien sind nur fiir die Behandlung einer dieser
finf Krankheitstypen, ndmlich der pulmonal-arteriellen Hy-
pertonie zugelassen.*”

Riociguat ist der erste sGC-Stimulator, der den Ubergang
vom Tiermodell zu kontrollierten klinischen Studien an Pa-
tienten erfolgreich geschafft hat. In den kiirzlich vorgestellten
randomisierten doppelblinden Placebo-kontrollierten Phase-
III-Studien an Patienten mit den PH-Unterformen pulmonal-
arterielle Hypertonie (PAH) und chronische thromboembo-
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lische PH (CTEPH) erreichte Riociguat den primdren End-
punkt, eine Verbesserung der korperlichen Leistungsfihig-
keit (6-Minuten-Gehtest, 6 MWD).[>] Riociguat zeigte eine
signifikante Verbesserung beim 6 MWD im Vergleich zu
Placebo (+36 m, PAH; +46m, CTEPH) (Abbildung 3).

PATENT-1-Studie

+36 m
p<0.0001 B Placebo
50 q (n=126)
40 A
g W Riociguat
% 30 1 (n=254)
f= 201
2E
2 10 A
Q0
S 0
Q
< 0
-20 ~
CHEST-1-Studie
+46 m
p<0.0001 W Placebo
50 - (=173)
40
§ m Riociguat
% 30 (n=88)
i) 20
2E
2 10 -
Q0
g 04
Q
< 40
-20 4

Abbildung 3. Mittlere Verinderung beim 6-Minuten-Gehtest (6MWD);
primirer Endpunkt in Woche 12 (p < 0.0001) bei Studie PATENT-

1 (PAH) und in Woche 16 (p < 0.0001) bei Studie CHEST-1 (CTEPH).
Die Balken stellen Gruppenmittel und Standardfehler dar.”!

Dariiber hinaus wurden auch bei den sekundidren Endpunk-
ten Verbesserungen beobachtet, beispielsweise bei der pul-
monalen Himodynamik, der Funktionsklasse und der Zeit bis
zur klinischen Verschlechterung. Bemerkenswerterweise ist
Riociguat das erste Medikament, das bei zwei lebensbe-
drohlichen PH-Formen (CTEPH und PAH) seine Wirksam-
keit durchgehend bewiesen hat.

AuBler bei PAH und CTEPH zeigte Riociguat auch in
Proof-of-Concept-Studien an Patienten, die unter PH infolge
einer Linksherzinsuffizienz, einer interstitiellen Lungen-
krankheit oder einer chronisch-obstruktiven Lungenerkran-
kung litten, klinische Wirkungen.”¥] Diese vielverspre-
chenden Ergebnisse legen nahe, dass sGC-Stimulatoren einen
wertvollen neuen Therapieansatz fiir die unterschiedlichen
Formen dieser Erkrankungen darstellen konnten.

2.4. Synthese von sGC-Stimulatoren
Das Amidinzwischenprodukt 7 (Schema 3) diente als ge-
meinsame Vorstufe fiir die Synthese von BAY 41-2272, BAY

41-8543, Riociguat und vielen anderen analogen Verbindun-
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¢ ¢ 11 R=CO,Et, 50% ausgehend von 8 7

R = CONHj,, quant.
ag 12 R =CN, quant.
Schema 3. Synthese des Zwischenprodukts 7. Reagentien und Bedin-
gungen: a) TFA, Dioxan, Riickfluss; b) 3-(Dimethylamino)acrolein,
TFA, Riickfluss; c) NH;, MeOH, RT; d) TFAA, Py, RT; e) 1. NaOMe,
MeOH, RT; 2. NH,Cl, AcOH, Riickfluss.

gen. Zur Synthese des Amidins 7 wurde aus Ethylcyanpyruvat
(8) und 2-Fluorbenzylhydrazin (9) Aminopyrazol 10 herge-
stellt. Durch anschlieBende Cyclokondensation des Rohpro-
dukts mit 3-(Dimethylamino)acrolein entstand Pyrazolopy-
ridin 11 in einer Ausbeute von insgesamt 50 % . Danach wurde
die Carbonséureester-Einheit durch klassische Amidbildung
und Dehydratisierung in eine Nitrilgruppe umgewandelt,
sodass 12 entstand. Eine Pinner-Reaktion der Cyangruppe
von 12 mit Natriummethanolat und die anschlieBende Sub-
stitution mit Ammoniak ergab Amidin 7 in einer Ausbeute
von insgesamt 35% iiber fiinf Stufen ausgehend von leicht
erhiltlichen Ausgangsmaterialien.

Durch Umsetzung von Amidin 7 mit unterschiedlich ak-
tivierten Acrylnitril-Bausteinen wie z.B. Enolacetat 13 im
Fall von BAY 41-2272 wurden monoaminosubstituierte Py-
rimidine hergestellt (Schema 4). BAY 41-8543 und andere
diaminosubstituierte Pyrimidine erhielt man durch Konden-
sation von Amidin 7 mit substituierten Malondinitrilen (z.B.
14).

Zur Herstellung der 4,5,6-Triaminopyrimidin-Vorstufe
von Riociguat wurde Phenyldiazo-substituiertes Malondini-
tril 15 (das erstmals 1905 von Hantzsch beschrieben wurde )™
mit Amidin 7 in Gegenwart von Natriummethanolat in N,N-
Dimethylformamid zu 5-(Phenyldiazo)pyrimidin 16 umge-
setzt (Ausbeute: 73%) (Schema5). Durch nachfolgende
Raney-Nickel-katalysierte Reduktion entstand 4,5,6-Triami-
nopyrimidin 17. Die 5-Aminogruppe in 17 reagierte selektiv
mit Methylchlorformiat zu dem entsprechenden Carbamat in
hoher Ausbeute. Nach Deprotonierung mit LIHMDS fiihrte
die nachfolgende N-Methylierung mit lodmethan zu dem N-
Methylcarbamat Riociguat (4). Diese Sequenz erwies sich als
sicher und geeignet fiir die Herstellung im Industriemafstab
und wird mit leichten Abwandlungen zur Herstellung von
Riociguat in Mengen von mehreren 100 kg verwendet.
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Schema 4. Synthese von BAY 41-2272 und BAY 41-8543. Reagentien
und Bedingungen: a) Toluol, Riickfluss; b) (in Substanz), 100°C.
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Schema 5. Synthese von Riociguat (4). Reagentien und Bedingungen:

a) PhNH,, NaNO,, NaOAc, wissrige HCI, Ethanol, 0°C; b) NaOMe,

DMF, 110°C, c) H,, Raney-Nickel, 65 bar, DMF; d) CICO,Me, Pyridin,

0°C bis RT; e) LIHMDS, THF, 0°C; dann Mel, 0°C.

M. Follmann et al.

2.5. Arbeiten an sGC-Stimulatoren der ncichsten Generation

Durch das zunehmende Wissen iiber das biochemische
Profil der sGC-Stimulatoren, ihrer vielversprechenden phar-
makologischen Wirkungen und des klinischen Erfolgs von
Riociguat haben verschiedene Firmen Programme zur wei-
teren Erforschung der SAR der pyrimidinosubstituierten
Pyrazolpyridine und zur Identifizierung neuer Leitserien der
sGC-Stimulatoren aufgelegt.

2.5.1. Abwandlung der Pyrazolopyridin-Einheit

Die Optimierung des molekularen Grundgeriistes durch
bioisosteren Austausch stellt einen iiblichen Ansatz in der
medizinischen Chemie dar.”” Fiir eine rasche Analogisierung
ist die Identifizierung essentieller Elemente des Grundge-
riistes unerlésslich. Idealerweise liegt der Schwerpunkt auf
einfachen Modifikationen, die in kurzen Sequenzen zuging-
lich sind.

Da die 2,4-Diamino-1,3,5-triazin-Einheit (z.B. in der
hochwirksamen Verbindung 18, Schema 6) ausgehend von

F F F
NN NN M
S Il N < | < | NN
N” '\\‘)\ N” ’L N;\'\\;\
)=N NH, ):N NH, )=N NH,
HaN HoN H,N
18 19 20
sGC CHO-Zelle MEC  0.010 um 10 um 0.10 um
Kaninchen-Aorta IC5,  0.047 um 5.2 um 0.24 pm
F. F R

N N<_N
ZINA z N s
e @“{ it

N 7~N N 7~N N s~N
\) \ 2
):N)‘NHZ ):N)‘NHZ ):N)‘NHZ
HoN HoN H,N
21 22 23
sGC CHO-Zelle MEC 1.0 um 1.0 um 10 um
Kaninchen-Aorta ICsy 2.9 UM 0.22 pm 6.2 um

Schema 6. Modifikation des Pyrazolopyridin-Kerns.

einer Cyan- oder Carbonsidureester-Gruppe mithilfe einer
einzigen synthetischen Transformation erhalten werden kann,
eignet sie sich erheblich besser fiir die rasche Geriistopti-
mierung als die N-Alkoxycarbonyl-substituierte Triamino-
pyrimidin-Einheit (wie in Riociguat), die ausgehend vom
Ester 11 sieben Syntheseschritte benétigt (Schema 3,
Schema 5).

Um unverzichtbare von weniger wichtigen Struktur-
merkmalen des Kernfragmentes zu unterscheiden, wurden
bestimmte Elemente der Reihe nach weggelassen. Der zu 7-
Azaindol 19 fithrende Ersatz eines einzelnen Ringstickstoffs
resultierte beispielsweise im Verlust der nahezu gesamten
Aktivitdat. Das Umdrehen des fiinfgliedrigen Ringes im Py-
razolopyridin und damit die Ankniipfung des Benzylsubsti-
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tuenten an ein Kohlenstoff- anstelle eines Stickstoffatoms wie
in 20 fithrte zu einer um das 5- bis 10-fach geringeren sGC-
Stimulation.® Das weitere Verschieben des Stickstoffatoms
in die Briickenposition, exemplifiziert durch 21, resultierte in
einer Abnahme der Wirkstidrke um das 10-Fache im Vergleich
zu 20. Interessanterweise erwies sich das verwandte Kern-
fragment von 22 in dem funktionellen Assay als wirksameres
Analogon. Verbindung 23, ein reprisentatives Beispiel fiir
Analoge mit einem kondensierten 5,5-heterobicyclischen
Kern, ist praktisch inaktiv."”)

Die Synthese von 1H-Pyrazolo[4,3-b]pyridin 20 begann
mit der Umsetzung von Saurechlorid 24 und Phenylessigester
25 zu B-Ketoester 26 (Schema 7). Nach Decarboxylierung zu

Cl
S, I
. —_—
cI P e MeO,C
24 25 R = CO,Me: 26, 46%
b 2 ’
I: R=H:27,85%
e
F. C|>\
7~N E
N™
" SN,
| T ® H,N
Z =N e N\ A\
Q\N ‘ = N‘N
N 28% X
)tN»\ NH, H
HoN
20 d X =Cl: 28, 53%
X=H:29, 94%

Schema 7. Synthese von 20. Reagentien und Bedingungen:

a) LiIHMDS, THF, —78°C; b) NaCl, H,0, DMSO, MW, 150°C;
¢) N,H,-H,0, Py, DMAP, MW, 160°C; d) H,, Et;N, Pd/C, EtOH;
e) [Pd,dba;], XPhos, Cs,CO;3, Toluol, 90°C.

27 lieferte die Cyclisierung mit Hydrazin in Pyridin als Lo-
sungsmittel in Gegenwart katalytischer Mengen 4-DMAP
Pyrazolopyridin 28. Der verbleibende Chlorsubstituent
wurde durch Hydrogenolyse entfernt und der Diaminotria-
zin-Rest durch eine Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplung mit
dem entstandenen Pyrazolopyridin 29 verkniipft, sodass 20
erhalten wurde.”

Die Synthese des Derivats 23 mit kondensiertem 5,5-
Ringsystem (Schema 8) basiert auf einer 1,3-dipolaren Cy-
cloaddition tiber Nitrilimine, deren Entstehung bei Behand-
lung von Hydrazonoylhalogeniden wie 32 mit einer Base
postuliert wird. Das Benzylhydrazon 31 von Ethylglyoxylat
wurde durch Kondensation von 2-Fluorbenzylhydrazin 9 mit
Ethylchlor(ethoxy)acetat 30 hergestellt und mit N-Chlorsuc-
cinimid zu 32 in hoher Ausbeute chloriert. Die nachfolgende
Reaktion mit (Allylsulfanyl)imidazol 33 lieferte das bicycli-
sche 34 in einer Ausbeute von 41 %. Durch die abschlieBende
Einfiihrung der Triazin-Kopfgruppe wurde die Synthese von
23 abgeschlossen.

2011 legte Ironwood Pharmaceuticals sGC-Stimulatoren
mit geséttigten Ringsystemen, z.B. einem 1,4,5,6-Tetra-
hydrocyclopenta[c]pyrazol als zentralem Kern offen
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Schema 8. Synthese von 23. Reagentien und Bedingungen: a) wissri-
ge HCl, Dioxan, RT; b) NCS, EtOAc, 60°C; c) Et;N, Dioxan, Riickfluss;
d) Biguanid, MeOH, Riickfluss.

(Schema 9).* Es wurde jedoch berichtet, dass die wirksamste
Verbindung 35, ein mit Riociguat eng verwandtes Derivat, in
einem funktionellen Test an thorakalen Aortenringen weni-
ger wirksam war als die Referenzverbindung BAY 41-2272.

N N
 ~NH; >§2\NH2
HoN O H,N O
N N
A A
s ° s O

Schema 9. sGC-Stimulatoren von Ironwood Pharmaceuticals.

In einer 2012 veroffentlichten spiteren Patentanmeldung
publizierte dieselbe Arbeitsgruppe weitere optimierte Ana-
loge mit einem zentralen 1,2,4-Triazol-Motiv und verschie-
denen heteroaromatischen Einheiten als Substituenten in der
5-Position wie beispielsweise das Thiazolderivat 36
(Schema 9).*-*2 Die wirksamsten Derivate wiesen laut Be-
richten eine ECs, von weniger als 1 um in dem vorstehend
genannten funktionellen thorakalen Aortenring-Test auf.

Zu Beginn der Synthese von 36 (Schema 10) wurde
Thiazolcarbohydrazid 37 mit Thioamid 38 zu dem entspre-
chenden 1,2,4-Triazol 39 kondensiert. Durch anschlieBende
Benzylierung mit 40 entstand eine Mischung der regioiso-
meren Triazole 41 und 42 im Verhiltnis von nahezu 1:1. Nach
Abtrennung wurde 41 in einer Reaktionssequenz eingesetzt,
die der bei der Riociguat-Synthese angewendeten Route
stark dhnelte (Schema 3 und 5), was letztendlich zu Verbin-
dung 36 fiihrte.

Bislang wurden keine klinischen Studien zu diesen Ver-
bindungen bekannt.
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Schema 10. Formalsynthese des sGC-Stimulators 36. Reagentien und Bedingungen: a) NH,Cl, EtOH, 110°C (geschlossenes Gefifi); b) NaH,

DMF, RT; c) NH;, MeOH, NaCN (kat.), 90°C (geschlossenes GefiR).

2.5.2. Ersatz der Aminopyrimidin-Gruppe

Wissenschaftler bei Pfizer beschrieben kiirzlich ihre Be-
mithungen, die Aminopyrimidin-Einheit der sGC-Stimulato-
ren auszutauschen.®! Thre Grundiiberlegung basierte auf der
Annahme, dass sich durch die Einfithrung eines sauren He-
terocyclus als ,,stidlicher” Gruppe die Loslichkeit verbessern
wiirde, dabei aber Wirkstiarke und Selektivitit erhalten blie-
ben. Gleichzeitig fiihrten sie ein Imidazopyridin anstelle eines
Pyrazolopyridin-Bicyclus ein.

Es stellte sich heraus, dass trifluormethylsubstituiertes
1,2,4-Triazol 44 (Schema 11) in einem human-sGC-cGMP-

N/

= NN,
N
X | 7

NH

N

r

CFs,
44 45 46

Schema 11. 1,2,4-Triazole von Pfizer.

Bildungstest etwa 10mal weniger wirksam war als BAY 41-
8543 (3; EC,,=470 nMm, verglichen mit 44 nm bei BAY 41-
8543) und in einem Relaxationstest mit Ratten-Aortenringen
etwa 4mal weniger wirksam war (40 nM verglichen mit 10 nm
bei BAY 41-8543). Bei Austausch des ,,nordlichen* Fluor-
phenylsubstituenten durch eine Pyrimidinylgruppe wurde ein
weiteres, verbessertes Analogon (Triazol 45) identifiziert, das
in dem Ratten-Aortenringtest zwar eine etwas geringere
Wirkstiarke aufwies (ICs,=60 nm), jedoch eine verbesserte
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Loslichkeit und Stabilitdt in humanen Lebermikrosomen
zeigte.®!

Ein analoges Triazol 46 mit einem Pyrazolopyridin-Kern
erwies sich im cGMP-Assay als signifikant wirksamer (ECsy =
60 nm) und im Relaxationstest mit Ratten-Aortenringen als
geringfiigig potenter (ICsy=33 nMm) als sein Imidazopyridin-
Gegenpart 44. Triazol 46 erwies sich in humanen Lebermi-
krosomen als stabil; die Loslichkeit bei pH 6.5 war jedoch im
Vergleich zu BAY 41-8543 (3) nur leicht verbessert. Bislang
wurde von keiner klinischen Weiterentwicklung dieser Ver-
bindung berichtet.

Eine dhnliche Strategie verfolgte Bayer; die Ergebnisse
wurden kiirzlich von Griebenow et al. veroffentlicht.® Aus-
gehend von einer tetrazolhaltigen Verbindung 47 mit einer
guten Wasserloslichkeit bei allerdings geringer Wirkstirkel!
wurden verschiedene andere fiinfgliedrige Heterocyclen
synthetisiert (Schema 12). Wie fiir Thiadiazolon 49, Oxadi-
azolon 50 und die Triazolone 53 und 54 gezeigt, konnte die
Potenz um eine GroBenordnung erhoht werden; es zeichne-
ten sich jedoch nur sehr wenige Analoge durch eine signifi-
kant verbesserte Loslichkeit in Wasser im Bereich von
>200 mgL™" aus.

2.5.3. Jiingste Entwicklungen aus der Patentliteratur

Uber einen anderen Ansatz zur Modifikation von sGC-
Stimulatoren berichteten 2010 Forscher der Firma Merck.®
Sie offenbarten Pyrimidine mit einem kondensierten Dime-
thylpyrrolidin-2-on-Ringsystem, z.B. die in Schema 13 ge-
zeigten Verbindungen. Hier wurden verschiedene lipophile
Kopfgruppen eingesetzt (z.B. 2,3,6-Trifluorbenzyl sowie das
stark fluorierte 3,3,4,4,4-Pentafluorbutyl).

Zur Optimierung dieser Verbindungen berichtete diesel-
be Arbeitsgruppe von Derivaten mit erhohter Polaritét, z. B.
die sGC-Stimulatoren in Schema 14. Hier wurde eine der
Methylgruppen des Pyrrolidin-2-on-Systems durch ein Amid
oder eine kleine heteroaromatische Gruppe ersetzt.*
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Schema 12. sGC-Stimulatoren von Bayer.

Die Synthese von Verbindung 60 begann mit Cyanindazol
66 und wurde nach Standardverfahren in fiinf Schritten, be-
ginnend mit Anilin 63 aufgebaut (Schema 15). Nach Alky-
lierung von 66 mit 1,1,1,2,2-Pentafluor-4-iodbutan wurde die
Cyangruppe von 67 durch eine Trimethylaluminium-vermit-
telte Aminierung in ein Amidin umgewandelt. AnschlieBend
wurde das Amidin 68 in einem Schritt mit Diethyl(dicyan-
methyl)(methyl)malonat zu einem anellierten fiinfgliedrigen
Lactam 69 kondensiert. Die Aminolyse des Esters in 69 ergab
schlieBlich den sGC-Stimulator 60 als racemische Mischung.

Es wurde berichtet, dass Verbindung 60 bei oraler Gabe
an spontan hypertensive Ratten in einer Dosis von
0.3 mgkg™" den systolischen Blutdruck um max. 77 mm Hg
senkte.™ Eine Weiterentwicklung einer dieser Verbindungen
in klinischen Studien wurde bislang nicht bekanntgegeben.
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Schema 13. Erste sGC-Stimulatoren von Merck.
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Schema 14. Neueste sGC-Stimulatoren von Merck.

Mit Ausnahme der schwach wirksamen Cinnamylamide
sind bislang sé@mtliche sGC-Stimulator-Klassen mit der ersten
Generation der sGC-Stimulatoren von Bayer strukturell
verwandt. Im Jahr 2012 machte die Firma Astellas jedoch eine
neue Serie von sGC-Stimulatoren publik, die ein Imidazo[1,2-
a]pyridin-Geriist aufwiesen (Schema 16).*1 Als bemerkens-
werte Ahnlichkeit zu den vorstehend genannten Pyrazolo-
pyridin-sGC-Stimulatoren enthalten diese Verbindungen
eine fluorierte Benzyl-Kopfgruppe. In dieser Serie scheint
sich vorzugsweise ein 2,6-Difluorbenzyloxy-Substituent als
wirksam zu erweisen. Es wurden mehr als 800 Amidderivate
der Imidazo[1,2-a]pyridine veroffentlicht. Weitere Studien
miissen zeigen, wie diese neuartigen sGC-Stimulatoren im
Vergleich zu den Pyrazolopyridinen wie Riociguat abschnei-
den.
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Schema 15. Synthese des sGC-Stimulator 60 von Merck. Reagentien und Bedingungen: a) 1. Ac,0, KOAc, Benzol, RT; 2. tBuONO, 80°C; 3. LiOH,
MeOH, THF, H,0, RT; b) NIS, MeCN, 60°C; c) Zn(CN),, Zn-Pulver, [Pd,dba;]/dppf (kat.), DMA, 120°C; d) K,CO;, MeCN, Riickfluss; €) NH,CI,
AlMe;, Toluol, RT bis 110°C; f) KHCO;, iPrOH, 80°C; g) MeOH, 50°C.

3. sGC-Aktivatoren
F F F F F F 3.1. Entdeckung der sGC-Aktivatoren

Nach Entdeckung der NO-unabhéngigen, Him-abhingi-
gen sGC-Stimulatoren versuchten Wissenschaftler bei Bayer
1997, durch ein Hochdurchsatz-Screening (HTS) neue sGC-
i Stimulator-Leitstrukturen zu identifizieren. Hierzu wurde ein
auf sGC iiberexprimierenden CHO-Reporterzelllinien ba-
woy  sierendes Assay-System verwendet.”! Uberraschenderweise

wurde im Vergleich zu den beschriebenen sGC-Stimulatoren
eine vollig andersartige neue Dicarbonsédure-Leitstruktur 73
identifiziert, welche die sGC hochwirksam aktivierte
(Schema 17). Weitere mechanistische In-vitro-Untersuchun-

2z

OH

70 71 72

Schema 16. Imidazo[1,2-a]pyridine von Astellas.
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K /\/\)OJ\
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) ) ’ 0O Cinaciguat (0]
Kaninchen-Arteria-saphena Leitstruktur (BAY 58-2667) 76
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Cs0 0.4 N
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Schema 17. Entdeckung der neuen Klasse von sGC-Aktivatoren durch HTS unter Anwendung sGC tberexprimierender CHO-Reporterzellen.
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gen ergaben ein anderes pharmakologisches Profil als das der
sGC-Stimulatoren. Die Dicarbonsédure 73 aktivierte die sGC
nicht nur NO-unabhingig, sondern auch Hdm-unabhéngig.
Basierend auf den unterschiedlichen pharmakologischen FEi-
genschaften wurde die neue Verbindungsklasse als sGC-Ak-
tivatoren bezeichnet.

Diese unerwartete Entdeckung erwies sich als Hilfsmittel
fiir die weitere Ausarbeitung der wissenschaftlichen These,
dass die Bioaktivitdt der sGC redoxreguliert ist und dies der
Schliissel zur Pathogenese zahlreicher Herzkreislauferkran-
kungen sein konnte. Genauer gesagt lieferte dies eine erst-
klassige Gelegenheit, Medikamente zu entwickeln, welche
selektiv an die oxidierte, Him-freie sGC binden, welche
durch den Einfluss von oxidativem Stress bei vielen Herz-
kreislauferkrankungen entsteht.?”]

Nach Charakterisierung des Screening-Hits 73 stellte sich
heraus, dass es sich bei dem Hit um ein racemisches Isome-
rengemisch (85:15 E/Z) handelt. Nach Trennung der E- und
Z-Isomere zeigte das racemische E-Isomer 75 eine 30-fach
starkere Wirkung als das racemische Z-Isomer 74. Die an-
schlieBende Trennung der Enantiomere offenbarte, dass die
Wirkstédrke des R,E-Isomers von 75 um das 70-fache grofer
ist als die des entsprechenden S-Enantiomers. Dariiber hinaus
zeigte die Dicarbonsédure 75 auch eine vielversprechende In-
vitro-Wirkstédrke an der isolierten rekombinanten sGC sowie
an vorkontrahierten Arteria-saphena-Ringen (Kaninchen).™
Basierend auf diesen ersten Ergebnissen wurde ein umfang-
reiches chemisches Optimierungsprogramm um die Leit-
struktur gestartet mit dem Ziel, einen fiir die intravenose
Gabe geeigneten klinischen Kandidaten zu identifizieren.
Der Austausch der zentralen Allyleinheit durch eine Ethyl-
amino-Verkniipfung sowie die Modifikation der Phenylpen-
tyl-Seitenkette fiihrte schlieBlich zur Entdeckung des klini-
schen Kandidaten BAY 58-2667 (76; INN: Cinaciguat).[*-8-4

Das pharmakologische Profil von Cinaciguat wurde in
verschiedenen In-vivo-Modellen fiir Myokardinfarkt, chro-
nische Niereninsuffizienz, arterielle und pulmonale Hyper-
tonie sowie chronische Herzinsuffizienz untersucht. In einem
experimentellen Hundemodell fiir chronische Herzinsuffizi-
enz (HF) fiihrte die intravenose Gabe von Cinaciguat zu einer
dosisabhingigen Senkung der Vor- und Nachlast des Herzens
bei gleichzeitigem Anstieg der Herzleistung und des renalen
Blutflusses ohne weitere neurohumorale Aktivierung.”

Auf Grundlage dieser vielversprechenden Ergebnisse
wurde eine nichtrandomisierte unverblindete multizentrische
Phase-Ila-Studie an Patienten mit akuter dekompensierter
Herzinsuffizienz (ADHF) durchgefiihrt. Die intravendse
Dauerinfusion mit Cinaciguat zeigte eine gute Vertraglichkeit
und fiihrte dhnlich wie in dem beschriebenen experimentellen
Hundemodell mit chronischer Herzinsuffizienz zu einer Ver-
besserung der kardiopulmonalen Himodynamik. In dem sich
daran anschlieenden klinischen Phase-I1Ib-Programm wurde
die Wirkung von Cinaciguat in drei randomisierten doppel-
blinden Placebo-kontrollierten Studien an ADHF-Patienten
untersucht.”® Die klinische Entwicklung von Cinaciguat
wurde jedoch aufgrund von Schwierigkeiten bei der Kontrolle
des Blutdrucks — was bei ADHF-Patienten unvorteilhaft sein
kann — beendet.”")
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2001 veroffentlichten Forscher von Hoechst Marion
Roussel Anthranilsdure-Derivate, die eine neuartige Struk-
turklasse darstellten und die oxidierte und/oder Him-freie
Form der sGC aktivierten.' Die am besten beschriebenen
Beispiele sind HMR 1766 (77; INN: Ataciguat) und S-3448
(78; Schema 18).

O P QP
SeueVS N aS
cl \ l_o .o N
H - H
N~ Na* 0 NH
| —c
O=inS o
OU@ 0
cl
77 78
HMR-1766 S-3448
Ataciguat

Schema 18. sGC-Aktivatoren von Hoechst Marion Roussel: Ataciguat
(77) und S-3448 (78).

Die Inhibition der Phenylephrin-induzierten Kontraktion
der Aortenringe bei der Ratte durch die beiden Verbindun-
gen ist nur moderat bis schwach (IC5,=0.46 um bzw.
0.52 um),"™" die pharmakologische Wirksamkeit von Ataci-
guat und S-3448 wurde jedoch in verschiedenen In-vivo-Mo-
dellen der Atherosklerose und peripheren arteriellen Ver-
schlusskrankheit belegt. Die chronische Behandlung von
diabetischen Ratten (Streptozotocin-induzierte Diabetes) mit
Ataciguat verbesserte die endotheliale Funktion und nor-
malisierte die Thrombozytenaktivierung."”” Dariiber hinaus
wurde bei mit Ataciguat behandelten ApoE~"-M#usen eine
Reduktion der Atherosklerose und eine Verbesserung der
endothelabhiingigen Vasorelaxation beobachtet.'”

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit im Stadium
II zeichnet sich hauptsichlich durch eine belastungsinduzierte
Muskelschwiche aus. Ataciguat verbesserte die ischdmiebe-
dingte Muskelschwiche bei ZDF-Ratten (ZDF = Zucker
Diabetic Fatty) mit unilateraler Hinterlaufischdmie als ex-
perimentellem Modell der peripheren arteriellen Ver-
schlusskrankheit.'*"

Basierend auf diesen Daten wurde Ataciguat in einer
klinischen Phase-II-Studie an Patienten mit peripherer arte-
rieller Verschlusskrankheit untersucht. Bislang wurden noch
keine Ergebnisse veroffentlicht. Im Februar 2009 wurde die
Studie ohne weitere Erkldrung eingestellt.

Dariiber hinaus wurde Ataciguat in einer Phase-II-Studie
an Patienten mit neuropathischen Schmerzen untersucht.
Jedoch scheint die klinische Entwicklung eingestellt worden
Zu sein.

3.2. Aktivitdten hinsichtlich sGC-Aktivatoren der néichsten
Generation

In den letzten Jahren hat sich die Suche nach neuen sGC-
Aktivatoren zunehmend zu einem kompetitiven For-
schungsfeld entwickelt. In der jiingsten Patentliteratur wurde
iiber verschiedene Ansidtze berichtet. Interessanterweise
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enthalten alle sGC-Aktivatoren der zweiten Generation eine
Monocarbonsédure-Einheit.

2009 veroffentlichten Merck!™™! (Verbindung 79) und
GlaxoSmithKline (GSK)!'*! (Verbindung 80) ausgesprochen
dhnliche sGC-Aktivatoren mit einer identischen 5-(Trifluor-
methyl)pyrazol-4-carbonsiure-Einheit an einem Pyridin-
geriist (Schema 19). Noch jiingeren Datums sind die von
Boehringer Ingelheim offenbarten verwandten 5-(Trifluor-
methyl)pyrazol-4-carbonsduren (Verbindung 81) mit hoher
In-vitro-Wirksamkeit.'"’]

Cl
N= 0 N= O
/
N_ N/ N_ _N_/
| A Q\(OH ‘ = OH
e} 2 CF, O P CF3
/©/O
N//
CF;
79 80

N= O
£
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| X
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Schema 19. sGC-Aktivatoren von Merck, GSK und Boehringer Ingel-
heim.

Im Jahr 2010 wurden von GSK zwei weitere sGC-Akti-
vator-Serien, nimlich Thiazolylpiperidincarbonséuren!!*!
(z.B. 82) und Pyrimidinylpiperidincarbonsduren!'” (z. B. 83)
beschrieben (Schema 20). Es wird berichtet, dass die In-vitro-
Wirkstarke im Bereich der vorstehend genannten Verbin-
dungen liegt.

Dariiber hinaus wurde in Patentanmeldungen von
GSK!" (z, B. 84) und Takeda!'"!! (z. B. 85) iiber Verbindungen
mitkiirzeren, weniger lipophilen Endgruppen berichtet. Ins-
gesamt haben diese Verbindungen zwar eine geringere In-
vitro-Wirkstirke, jedoch verfiigen sie aufgrund des geringe-
ren Molekulargewichts moglicherweise {iber verbesserte
metabolische und pharmakokinetische Eigenschaften
(DMPK).

Bayer offenbarte ebenfalls Monocarbonsduren mit neu-
artigen Strukturmerkmalen, wobei der Schwerpunkt auf ver-
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Schema 20. Weitere sGC-Aktivatoren von GSK und Takeda aus der
Patentliteratur.
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Schema 21. 3-Phenylpropionsaure-sGC-Aktivatoren von Bayer.

zweigten 3-Phenylpropionsidure-Derivaten wie 86 lag
(Schema 21).M2181 Mit dem Ziel der Verbesserung des
DMPK-Profils dieser Verbindungen wurden verwandte nie-
dermolekulare 3-Phenylpropionsduren hergestellt, beispiels-
weise 871114116

Bislang wurde noch nicht iiber eine klinische Entwicklung
eines dieser neuen sGC-Aktivatoren berichtet.
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4. Strukturbiologie

4.1. Strukturbiologie der sGC und derzeitiges Verstindnis ihres
Aktivierungsmechanismus

Zum Zeitpunkt der Leitstrukturoptimierung der sGC-
Stimulatoren und -Aktivatoren standen keine Rontgen-
strukturen der vollstindigen sGC oder ihrer Dominen zur
Verfiigung. Aus diesem Grund konnten keine Informationen
aus dem In-silico-Ligandendesign genutzt werden. Stattdes-
sen war man ausschlieBlich auf iterative Zyklen aus De-novo-
Synthese und pharmakologischer und pharmakokinetischer
Testung angewiesen. In den letzten 10 Jahren haben ver-
schiedene Arbeitsgruppen Fortschritte im Verstdndnis des
Aktivierungsmechanismus und des strukturellen Aufbaus der
sGC erzielt. Die kiirzlich erfolgte Aufkldarung des Bindungs-
modus des sGC-Aktivators Cinaciguat (siche Abschnitt 4.3)
ebnet nun den Weg fiir die Erforschung der sGC-Aktivierung
auf molekularer Ebene.!!"!

Bei der sGC handelt es sich um ein heterodimeres Enzym
bestehend aus einer a- und einer B-Untereinheit (Abbil-
dung 4)."% Die am haufigsten auftretenden Isoformen der

1 69 ~257 269 409 467 690

- — - I T
1 194 201 349 414 619

» -
H-NOX PAS cC GC katalytisch

Abbildung 4. Dominenarchitektur der heterodimeren sGC; die a-Un-
tereinheit besteht aus 690 Aminosiuren, die 3-Untereinheit aus 619

Aminosduren. Das Him befindet sich in der H-NOX-Domiéne der f3-
Untereinheit (graues Feld).

Untereinheiten sind ol (kodiert vom humanen Gen
GUCYI1A3) und B1 (kodiert vom humanen Gen GUCY1B3),
in unterschiedlichen Geweben existieren aber auch andere
Isoformen. Knockout-Studien legen nahe, dass hauptséachlich
das alp1-Heterodimer fiir die NO-induzierte vasodilatatori-
sche Wirkung der sGC verantwortlich ist.""! Das a2p1-He-
terodimer weist eine spezifischere Gewebeverteilung auf und
zusitzlich konnte gezeigt werden, dass dieses Heterodimer
mit dem Protein PSD-95 wechselwirkt." 2!l In einer Studie
wurde nachgewiesen, dass der sGC-Stimulator BAY 41-2272
(2) diese Tsoform ebenfalls aktiviert.'”! Beim sGC-Aktivator
Cinaciguat (76) wurde in vitro eine Isoform-spezifische Ak-
tivitdt gemessen: Die aktivierende Wirkung auf das alf1-
Heterodimer war stirker als die auf a2p1.12!!

Dariiber hinaus zeigt sich eine physiologische Rolle der
Homodimere. Zwar sind diese katalytisch inaktiv, jedoch
scheint die sGC-Aktivitdt iiber das Gleichgewicht zwischen
Homo- und Heterodimeren reguliert zu sein.[*!! Jiingste Er-
gebnisse deuten ferner darauf hin, dass die einzelnen Unter-
einheiten eine eigenstdndige Wirkung auf die Androgen-
regulation und den Zellzyklus aufweisen.!'?124
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Sowohl die a- als auch die B-Untereinheit sind in vier
Dominen unterteilt (Abbildung 4). Die f1-Untereinheit be-
steht aus einer N-terminalen Ham-bindenden Domiine, die
eng mit einer Familie Ham-haltiger und NO- sowie Sauer-
stoff-bindender Enzyme verwandt ist; sie wird als H-NOX-
Doméne bezeichnet. Die B1-H-NOX-Doméine der sGC ist
deren Rezeptor fiir zweiatomige Gase; neben NO bindet
auch CO, nicht aber O, an das Hdm-Eisen. His105 fungiert als
fiinfter Ligand fiir das Eisen-Ion und spielt eine entschei-
dende Rolle bei der sGC-Aktivierung. Uber die N-terminale
Doméne der al-Untereinheit ist hingegen nur wenig bekannt,
eine Ham-Bindung an diese Doméine ist jedoch unwahr-
scheinlich, da die meisten der Him-verankernden Amino-
sduren der f1-Untereinheit in der al-Untereinheit fehlen.

An die H-NOX-Domine schlieen sich zwei Doménen
an, die nach heutigem Wissen fiir die Bildung eines physio-
logisch funktionellen und stabilen Dimers von Bedeutung
sind: eine Doméne mit einer PAS-artigen Faltung (benannt
nach den drei Proteinen Per/Arnt/Sim) und eine Coiled-coil-
Domine. Die C-Termini der a- und f-Untereinheiten sind zu
den katalytischen Doménen der Adenylatcyclasen homolog
und fiir die Cyclisierung von GTP zu cGMP verantwortlich.
Diese Doménen sind nur in einem heterodimeren Komplex
katalytisch aktiv, da sich das aktive Zentrum an der Grenze
zwischen den beiden homologen Untereinheiten befindet und
Aminosiuren der Alpha- und Betaketten umfasst.121%]

Zwar steht die Kristallstruktur der a- und f-Untereinheit
von sGC nicht in voller Lénge zur Verfiigung, die meisten
Dominen verwandter Proteine oder der sGC selbst wurden
allerdings kristallisiert und liefern wertvolle Erkenntnisse
iiber die Organisation und Aktivierung von sGC (Abbil-
dung 5 zeigt die verfiigbaren Strukturinformationen sowie
eine mogliche Anordnung der Untereinheiten).['>127-131 Die
Kristallstrukturen der PAS-Domine des STHK-Proteins!'>!
und der Coiled-coil-Domine von Ratten-sGC'*! zeigen, dass
beide Doménen an der Heterodimerisierung von sGC betei-
ligt zu sein scheinen. Weitere Studien deuten auf direkte
Wechselwirkungen der katalytischen Doméne mit der H-
NOX-Domine hin.*!¥ Diese Ergebnisse wurden kiirzlich
durch 3D-Simulationen auf der Grundlage von Kleinwinkel-
Beugungsexperimenten und Experimenten, bei denen die
Proteinketten chemisch vernetzt werden, weiter gestiitzt.['**l

Einige Tage vor Fertigstellung dieses Aufsatzes wurde
vom — nomen est omen — Structural Genomics Consortium
(SGC) in Oxford/GroBbritannien die erste Kristallstruktur
einer mutierten heterodimeren katalytischen Doméne der
humanen sGC veroffentlicht."*

Die dort aufgeklarte Rontgenstruktur der katalytischen
al/B1l-Domine (Auflosung: 2.08 A) umfasst ein Dimer, das
an strukturell bereits bekannte Sidugetier-Adenylatcyclasen
und Guanylatcyclasen von Bakterien und Algen erin-
nert.1?" B! Insgesamt liegt das al/Bl-Heterodimer wahr-
scheinlich in einer inaktiven Konformation vor. Die Uberla-
gerung mit einer aktiven Adenylatcyclase-Struktur legt nahe,
dass bei Aktivierung eine erhebliche Umstrukturierung des
sGC-Heterodimers notwendig sein miisste, bei der einzelne
Strukturelemente um bis zu 10 A ihre Position verindern.

Fiir die H-NOX-Doméne ist die Rontgenstruktur der
humanen Isoform zwar nicht verfiigbar, es wurden jedoch
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Abbildung 5. Eine mdgliche 3D-Anordnung aller strukturell bekannter
Dominen der sGC oder homologer Enzyme: $-H-NOX-Domine (rot)
mit gebundenem Him (PDB-Code 200C),*® PAS-Domine (violett,
2P04),1%!1 CC-Domine (orange, 3HLS)"® und katalytische Domane
(turkis, 3UV)).'% Die a-H-NOX-Domine ist als leeres rotes Ellipsoid
dargestellt, da in der Proteindatenbank*® keine ausreichend homologe
Struktur verfiigbar ist. Die Bindungsstelle des Hams in der 3-H-NOX-
Domine ist vergréfert dargestellt.

Homologe aus unterschiedlichen Bakterienstimmen struk-
turell untersucht.***'13! Die der humanen sGC am stiirksten
dhnelnde H-NOX-Domine ist die von Nostoc sp. (Ns H-
NOX) mit einer Sequenzidentitét von 35 %. In der NO-freien
(inaktivierten) Struktur befindet sich die Hdm-Einheit zwi-
schen einer kleinen a-Helix- und einer groBeren o/B-Subdo-
mine. Ein konserviertes Histidin (His105) fungiert als fiinfter
Ligand fiir das fiinffach koordinierte Eisenzentrum.

Voraussetzung fiir eine vollstindige sGC-Aktivierung
sind die Bindung von NO an das Ham-Eisenzentrum
(Oxidationsstufe Fe*") unter Bildung eines sechsfach koor-
dinierten intermedidren Komplexes und die anschlieende
Dissoziation von His105, was zu einem fiinffach koordinier-
ten Zustand fithrt. Neuere Studien diskutieren jedoch, dass
zur Auslosung der Signaltransduktion unter Umstédnden
keine vollstindige Dissoziation notwendig ist.'*) Die Kon-
formationsédnderung in der H-NOX-Doméne setzt sich in die
heterodimere katalytische Doméne fort, wodurch die Pro-
duktion von cGMP verstiarkt wird. Als Bindeglied zwischen
der NO-Bindung und der sGC-Aktivierung wurde eine
Spannungsverminderung des Him-Kofaktors bei der Disso-
ziation von His105 (oder Verldngerung der Fe-His-Bindung)
in Kombination mit Bewegungen der N-Termini vorgeschla-
gen!"*! und mit einer sich entspannenden Feder bildhaft ver-
glichen.['%7

Die Dissoziation von His105 bei der NO-Bindung ist ein
Beispiel fiir den thermodynamischen trans-Effekt (gelegent-
lich auch als trans-Einfluss bezeichnet, d.h. Schwéchung der
zu einem Liganden trans-stindigen Bindung)."*¥ Dieser
Effekt spiegelt bei der sGC die Konkurrenz der o-Donor-
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orbitale von NO und His105 um das Eisen-d_-Orbital wider,
wobei NO als stiarkerer Donor die Bindungsenergie des
schwicheren Donors His105 reduziert.'*”) CO bindet eben-
falls an Ham-Eisen, sein erheblich schwicherer trans-Effekt
reicht jedoch nicht aus, um die Dissoziation von His105 aus-
zulosen. ¥4 Daher bewirkt CO nur eine schwache sGC-
Aktivierung.

Neben dem trans-Effekt von NO (der von einigen Auto-
ren als ,,negativer trans-Effekt“ bezeichnet wird) sind wahr-
scheinlich weitere Strukturmerkmale im Umfeld der Him-
Bindungsstelle ursichlich fiir die im Vergleich zu anderen
Héam-haltigen Enzymen ungewohnliche Fihigkeit von sGC
die Eisen-His-Bindung zu spalten. Die Verminderung von
Spannung, die benachbarte Seitenketten auf His105 ausiiben,
konnte einer dieser zusitzlichen Einflussfaktoren sein.*
Eine detailliertere Diskussion dieser Faktoren und Studien zu
verwandten Hém-haltigen Enzymen wiirde den Rahmen
dieser Ubersicht jedoch sprengen.

FEine weitere Komplexitidtsebene ergibt sich aus Hinwei-
sen auf die Existenz einer zweiten, weniger affinen Bin-
dungsstelle fiir NO. Einige Arbeitsgruppen haben belegt, dass
die Umwandlung des sechsfach koordinierten Zwischenzu-
stands in den fiinffach koordinierten aktiven Nitrosyl-Hiam-
Komplex von der Konzentration an freiem NO abhéngt.
Dieser Befund legt eine zweite Bindungsstelle fiir NO an der
SGC nahe'[118,143—145]

Die stochiometrische Bindung von NO an den Ham-Ko-
faktor fiihrt zu einer gering ausgepréigten Enzymaktivierung.
Eine wesentlich hohere katalytische Aktivitat wird erzielt,
wenn entweder zusétzliches NO oder sGC-Stimulatoren wie
YC-1 (1) oder BAY 41-2272 (2) vorhanden sind.['*1*! Dar-
tiber hinaus wurde eine allosterische Modulation der Dauer
und Intensitdt einer Enzymaktivierung durch Nukleotide
(z.B. GTP, ATP) beobachtet.'”! In einigen der zahlreichen
spektroskopischen Studien, die die NO-Hdm-Wechselwir-
kung niiher beleuchten,'*! wurden die durch die Bindung
von sGC-Stimulatoren am Enzym ausgelosten Strukturver-
anderungen untersucht. Mit Resonanz-Raman-Spektrosko-
pie konnten zwischen der Bindung des ersten NO an das Hdm
und dem Vorliegen von iiberschiissigem NO keine Unter-
schiede im Spektrum beobachtet werden. Im Gegensatz dazu
traten in Gegenwart von sGC-Stimulatoren signifikante
Veridnderungen auf, vermutlich aufgrund einer Verdnderung
der Him-Geometrie und einer geringfiigigen Modifikation
des Fe-N-O-Winkels.['*"]

Studien, die die Wechselwirkung zwischen Kohlenstoff-
monoxid (CO), YC-1 (1) und sGC analysieren, stiitzen
ebenfalls den indirekten Wirkmechanismus der sGC-Stimu-
latoren. Zwar stimuliert die CO-Bindung sGC nur schwach,
doch es konnte an anderen Spezies gezeigt werden, dass die
Kombination von CO mit YC-1 (1) das Enzym &hnlich stark
aktivieren kann wie NO.?>>15 Ein moglicher Mechanismus
ist die Verlangsamung der NO- und CO-Dissoziation durch
YC-1 (1).%% Der Effekt wurde nicht nur in vitro, sondern
auch in Studien mit verschiedenen Geweben von Schweinen

und Ratten sowie in menschlichen Thrombozyten beobach-
tet [151-13]
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4.2. Studien zur Aufklirung der strukturellen Basis fiir die
sGC-Stimulation

Bis heute liegen keine Rontgendaten vor, die die Bin-
dungsstelle und den Wirkmechanismus der sGC-Stimulatoren
erkldren. Unterschiedlichste experimentelle Ansdtze zur
Lokalisierung der Bindungsstelle der sGC-Stimulatoren (z. B.
Bindungsstudien mit sGC-Mutanten, Raman-Spektroskopie
oder Photoaffinitidts-Markierungsstudien mit kiinstlichen
Analoga) lieferten bisher widerspriichliche Daten.

Basierend auf UV/Vis-Spektroskopiestudien wurde eine
direkte Wechselwirkung der sGC-Stimulatoren wie z. B. BAY
41-2272 (2) mit der prosthetischen Hidm-Gruppe ausge-
schlossen.™ 1In jiingerer Zeit legten Untersuchungen mit
Resonanz-Raman-Spektroskopie nahe, dass die Zugabe von
YC-1 oder BAY 41-2272 (2) zu NO-gebundener sGC eine
Verinderung der Him-Geometrie auslost.'*! Diese Verin-
derung spiegelt unter Umstidnden die Stimulator-induzierte
Verschiebung hin zu einer aktiveren sGC-Konformation
wider, aber nicht notwendigerweise eine direkte Wechsel-
wirkung des Liganden mit der Him-Gruppe.

Durch die dimere Natur der ACs und sGCs bildet sich
neben der echten Nukleotid Bindestelle eine weitere, pseu-
dosymmetrische Tasche in der katalytischen Einheit aus.
Diese Kavitit ist aber katalytisch inaktiv, da die entschei-
denden Aminosduren fehlen, die fiir die Bildung von cGMP
oder cAMP relevant sind. Im Falle der ACs ist diese pseu-
dosymmetrische Tasche die Bindungsstelle des bekannten
allosterischen AC-Stimulators Forskolin
(Strukturformel siche Abbildung 6), eines
von der indischen Bundnessel (Coleus
forskohlii) erzeugten Diterpens.['>

Die Forskolin-Bindungsstelle auf den
o] ACs hat trotz des Fehlens struktureller
H oH /g Ahnlichkeiten zwischen Forskolin und

_ ©  den bekannten sGC-Stimulatorklassen zu

Forskolin der Hypothese gefiihrt, dass sich in der
Abbildung 6. Che-  katalytischen sGC-Doméne eine dhnliche
Z’Q:C;':kiﬁt:" Bindungsstelle befindet, an die allosteri-
Adenvlatcycla- s“che sGC-Stimulatoren binden. Zur

ylatcy! " .
se(AC)-Stimulators Uberpriifung dieser Hypothese wurden
Forskolin. Mutations- und Docking-Studien mit YC-

1 durchgefiihrt."*! Bindungsstudien mit

Nukleotidanaloga belegten in der Tat das
Vorliegen zweier Nukleotid-Bindungsstellen an der sGC.
Auflerdem wurde in Verdriangungsexperimenten von Nukle-
otidanaloga durch YC-1 (1) und den sGC-Stimulator BAY 41-
2272 (2) gezeigt, dass beide Verbindungen um eine dieser
beiden Bindestellen konkurrieren.'”]

In der vor kurzem aufgekliarten Kristallstruktur der ka-
talytischen a1p1-Domine,'®! die vermutlich eine inaktive
Konformation zeigt, ist die ,,Forskolin-artige* Bindungsstelle
kollabiert. In einem berechneten Modell der aktiven Kon-
formation 6ffnet sich jedoch eine zusitzliche Bindungstasche
(kleiner als in AC), in der sGC-Effektormolekiile binden
konnten.

Trotz der Existenz der beiden Bindungsstellen zeigten
frithere Studien, dass die Aktivitdt der isolierten katalyti-
schen sGC-Domiénen durch YC-1 (1) und BAY 41-2272 (2)
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nicht beeinflusst wird. Dieser Befund deutet darauf hin, dass
das katalytische Zentrum keine sGC-Stimulatoren bindet.['®!
Dazu passt, dass ein um die katalytische Doméne verkiirztes
sGC-Konstrukt des Tabakschwirmers (Manduca sexta) auf
sGC-Stimulatoren wie YC-1 (1) reagiert.

Die In-situ-Erzeugung eines hochreaktiven Ligandenra-
dikals oder Nitrens in Gegenwart des fraglichen Proteins
stellt eine iibliche Methode zur Kartierung von Bindungs-
stellen dar. Um weitere Daten zum Wirkmodus der sGC-
Stimulatoren zu erhalten, wurde ein tritiiertes Analogon 88
von BAY 41-2272 (2) mit einem Photoaffinitits-Marker an
der primiren Aminogruppe synthetisiert (Schema 22).1
Zur Einfithrung der Tritiummarkierung wurde zunéchst eine

N
| T N Ne
Y N
0 N3 7
/ N
N
-G o
3 H — 34
HO
88 89

Schema 22. Tritiierter sGC-Stimulator 88 und tritiiertes YC-1-Analog 89
fiir Photoaffinitats-Markierungsstudien mit sGC.

bromierte Vorstufe fiir den Einsatz in einer Palladium-kata-
lysierten Debromierung unter einer Tritiumatmosphére syn-
thetisiert. AnschlieBend erfolgte die Acylierung mit 3-Azi-
dobenzoylchlorid zu Verbindung 88 mit einer spezifischen
Aktivitit von 7.9 Cimmol ™ (292 GBqmmol™).

Verbindung 88 wies ein sGC-Stimulatorprofil auf, das
dem von BAY 41-2272 (2) stark dhnelte.'”” Dieses Ergebnis
stimmt mit dem allgemeinen SAR-Trend iiberein, dass ste-
risch anspruchsvolle Gruppen an der Pyrimidin-Aminogrup-
pe akzeptiert werden. Aufgrund der Auswahl dieser Stelle fiir
die Photoaffinitdtsmarkierung und des Befundes, dass das
pharmakologische Profil im Vergleich zu BAY 41-2272 (2)
unbeeintréachtigt ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass Verbin-
dung 88 in einer Weise an sGC bindet, die fiir Stimulatoren
typisch ist. Die photoaktive Azidogruppe ist relativ weit
entfernt von den fiir die SAR wichtigen ,,nérdlichen” und
zentralen Abschnitten des Molekiils.

Die Bestrahlung der Verbindung 88 in Gegenwart von
sGC fiihrte zu einer beinahe exklusiven Markierung der a-
Untereinheit von sGC, die in Gegenwart von BAY 41-2272
(2) signifikant reduziert war, was die Konkurrenz um eine
gemeinsame Bindungsstelle unterstreicht. Die Fragmentie-
rung des markierten Rattenproteins sowie die anschlie3ende
Abtrennung und Sequenzierung zeigten, dass Verbindung 88
an der a-Untereinheit an Cys238 und Cys243 gebunden war.
Beide Aminosduren befinden sich entweder am C-Terminus
der a-H-NOX-Domine oder in der Linkerregion zwischen
der 0-H-NOX- und der a-PAS-Doméne.

In einer dhnlichen Studie wurde das tritiierte Photoaffi-
nitdtsanalogon 89 von YC-1 (Schema 22) zusammen mit sGC
bestrahlt.'®! Die Synthese von 89 wurde ausgehend von
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Azido-YC-1 durch Oxidation (MnO,) zu dem entsprechen-
den Furancarbaldehyd und anschlieSende Reduktion mit
tritilertem Natriumborhydrid erreicht. Auch hier wurde die
bevorzugte Markierung der a-Untereinheit beobachtet. Die
Verdrangung durch YC-1 (1) war jedoch gering, was auf einen
anderen Bindungsmodus fiir 89 im Vergleich zu YC-1 (1)
deutet.['

Ohne Kenntnis einer Kristallstruktur eines vollstdndigen
sGC-Stimulator-Komplexes kann nicht nachgewiesen
werden, ob die Verbindungen nur an die a-Untereinheit oder
zumindest teilweise auch an die [-Untereinheit binden.
Nachfolgende Mutationsstudien der a-Untereinheit zeigten
keine Wirkung auf die BAY 41-2272-induzierte Aktivierung
von sGC, was eine Bindungsstelle auf der a-Untereinheit in
Frage stellt.””

Ferner wurde eine autoinhibitorische Wechselwirkung
zwischen der C-terminalen katalytischen Doméne und der N-
terminalen H-NOX-Domine diskutiert, die durch iiber-
schiissiges NO und sGC-Stimulatoren abgeschwicht werden
konnte. )

Man kann zusammenfassen, dass sGC-Stimulatoren ihre
Wirkung durch allosterische Modulation ausiiben, die eine
aktive sGC-Konformation stabilisiert. Ob sich sGC-Stimula-
toren tatsdchlich in Forskolin-dhnlicher Weise an die kataly-
tische Domine von sGC oder eher an die Kontaktfldche
zwischen der katalytischen Domine und der H-NOX-
Doméne binden, bleibt offen. Zur Aufkldrung der genauen
Bindungsstelle sind weitere Studien notwendig.

4.3. Strukturelles Verstindnis der sGC-Aktivierung

Im Gegensatz zu sGC-Stimulatoren, deren Bindungsmo-
dus noch ungeklart ist, existiert fiir die Bindung der Aktiva-
toren an sGC ein zuverléssiges Modell. Es wurde bereits frith
postuliert, dass Cinaciguat an die H-NOX-Doméne von sGC
bindet und mit Him um dessen Bindungsstelle konkurriert.[*!]
Die Him-Gruppe von sGC ist iiber ihren axialen Liganden
His105 und das spezifische sGC-Ham-Bindungsmotiv Tyr135-
Ser137-Argl39 (Y-S-R) an die f-Untereinheit gebun-
den #1=3126.161162] Dyje auf Aktivitits-, Bindungs-, Mutations-
und Spektroskopiestudien beruhende ,,Konkurrenz“-Hypo-
these wurde durch strukturelle Ubereinstimmungen, die
zeigen, dass Cinaciguat die rdumliche Struktur des sGC-Por-
phyrin-Liganden nachahmen kann, gestiitzt.”) Wertvolle Er-
kenntnisse lieferten die Kristallstrukturen der H-NOX-
Domine von Nostoc sp. im Komplex mit Cinaciguat™” und
einem ihm sehr dhnlichen Analogon.'® Wie postuliert ver-
driangt Cinaciguat das Hiam aus seiner Bindungsstelle (Ab-
bildung 7); bei der Bindung wird His105 um etwa 0.7 A aus
seiner ,inaktiven“ Ham-gebundenen Konformation ver-
schoben. Die Folge davon ist, dass die Helix, in der das His105
lokalisiert ist, um ca. 3° gedreht wird. Diese Drehung der
Helix fiihrt zu einer grofen Umorientierung des gesamten
Bereichs, was die Oberfliche des Proteins derart veridndert,
dass kein Aktivierungssignal mehr iibertragen werden
kann.™ Die Strukturdaten wurden durch Mutagenesestudi-
en weiter gestiitzt."'”! Interessanterweise zeigt das dem Cin-
aciguat sehr dhnliche Analogon eine festere Bindung ansGC,
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Abbildung 7. Réntgenstruktur der 3-H-NOX-Domine von Nostoc sp.,
wobei Cinaciguat (gelb) mit Ham (griin) tberlagert ist. Die Réntgen-
strukturen belegen eindeutig die konkurrierende Bindung von Cinaci-
guat an das Him sowie die Nachahmung der Ham-Carbonsauren
durch die von Cinaciguat.

was zu einer insgesamt geordneteren Kristallstruktur fiihrt.
Hier ist die Veridnderung der gesamten Region und der
Oberflache von sGC in dieser Region weniger stark ausge-
pragt.[163]

Die letzten Jahre haben fiir das Verstidndnis der dreidi-
mensionalen Struktur von sGC sowie ihrer Aktivierung einen
enormen Wissenszugewinn geliefert. Insbesondere die Bin-
dung und den Wirkmechanismus der sGC-Aktivatoren wie
Cinaciguat versteht man heute viel besser. Trotzdem bleiben
noch viele Fragen unbeantwortet und weitere Studien iiber
die Aktivierung und katalytische Aktivitdt von sGC sind nach
wie vor von grofiter Bedeutung fiir das Verstdndnis und die
Modulation dieses Schliisselenzyms.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Hém-abhéngige sGC-Stimulatoren und Ham-unabhéngi-
ge sGC-Aktivatoren stellen neuartige therapeutische Optio-
nen fiir Herz-Lungen-Erkrankungen mit endothelialer Dys-
funktion dar. Als am weitesten entwickelter sGC-Stimulator
wurde Riociguat vor kurzem in klinischen Phase-III-Studien
zu pulmonaler arterieller Hypertonie (PAH) und chronischer
thromboembolischer pulmonaler Hypertonie (CTEPH) un-
tersucht. Derzeit werden weitere praklinische und klinische
Studien durchgefiihrt, und die Zukunft wird das vollstédndige
Potenzial dieses neuartigen Wirkprinzips zeigen.

Nach den anfénglichen Misserfolgen von Cinaciguat und
Ataciguat haben sGC-Aktivatoren in letzter Zeit erneut die
Aufmerksamkeit auf sich gezogen, und viele Unternehmen
sind neu in dieses Forschungsgebiet eingestiegen. Die Per-
spektive der spezifischen Aktivierung Ham-freier sGC bei
Krankheiten, die mit oxidativem Stress assoziiert sind, er-
scheint sehr verlockend und verspricht die Bereitstellung
neuartiger Therapien fiir verschiedene Erkrankungen.
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