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Einleitung

Nitroglycerin (Glyceryltrinitrat,
GTN), ein explosiver Bestandteil in
Alfred Nobels Dynamit, wird seit der
zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts zur
Behandlung von Angina pectoris (ko-
ronare Herzkrankheit) eingesetzt, dem
primédren Symptom einer ischdmischen
Erkrankung des Herzens, die durch
mangelnde Sauerstoffversorgung des
Myokards ausgelost wird (zur Geschich-
te von GTN siehe Lit.[1]). Neben
genetischer Disposition zéhlen Blut-
hochdruck, Diabetes mellitus, Hyperli-
piddmie, Bewegungsmangel und Rau-
chen zu den wesentlichen Risikofakto-
ren bei der koronaren Herzkrankheit.
GTN erweitert die meisten Blutgefale,
einschlieBlich Arteriolen und Venen.
Bei niedriger Dosierung dilatiert es be-
vorzugt vendse Gefde und bewirkt
somit eine Senkung der Vorlast und
des kardialen Sauerstoffverbrauchs. Bei
hoherer Dosierung fiihrt es durch Re-
duktion des arteriellen Widerstands und
der Auswurfleistung des Herzens auf3er-
dem zu einer Senkung des diastolischen
und systolischen Blutdrucks.

Die molekularen Grundlagen der
kardiovaskuldren Wirkung von GTN
und anderen organischen Nitraten
(z.B. Isosorbidmono- und -dinitraten)
blieben lange Zeit unbekannt. In der
Mitte der siebziger Jahre des 20. Jahr-
hunderts entdeckten Ferid Murad und
Mitarbeiter, dass die vasodilatierende
Wirkung der organischen Nitrate auf
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der enzymatischen Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) beruht, das
durch Stimulierung der 16slichen Gua-
nylat-Cyclase (soluble guanylate cycla-
se, sGC) in der glatten
Muskulatur der Blutgefif3e

Hormone,

Neurotransmitter

vierung des Nitrats in der glatten Ge-
fiBmuskulatur, was vermutlich sowohl
die therapeutisch erwiinschte Venense-
lektivitdt von GTN als auch den uner-
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und im Gehirn (Ubersicht
in Lit. [3]). Die Entde-
ckung von NO als Signal-
molekiil im kardiovaskulé-
ren System wurde 1998 mit
dem Nobel-Preis fiir Phy-
siologie oder Medizin aus-
gezeichnet. Die wesentli-
chen Wege der NO/cGMP-
vermittelten  Relaxation
von Blutgefdflen sind in
Abbildung 1  schematisch
dargestellt.

GefaBmuskel

Abbildung 1. Schematische Darstellung der wesentlichen
Wege der Erweiterung von Blutgefiflen durch endotheliales
NO und GTN. Zirkulierende Hormone und Neurotransmitter,
die aus Gefif-innervierenden Neuronen freigesetzt werden,
bewirken die Ca?"/Calmodulin(CaM)-abhingige Aktivierung
endothelialer NO-Synthase (eNOS), eines Enzyms, das die
Aminosaure L-Arginin in L-Citrullin und NO umwandelt.
Scherkrifte des Blutkreislaufes aktivieren den Proteinkina-
se B/Akt-Weg, der durch Serin-Phosphorylierung eine Ca**-
unabhingige Aktivierung der eNOS auslést und die basale
NO-Freisetzung moduliert, die fiir die Aufrechterhaltung ei-
ner kontinuierlichen, aktiven Vasodilatation des Organismus
erforderlich ist. Endotheliales NO bindet an die regulatori-

sche Him-Gruppe der sGC in der benachbarten glattmusku-
laren Zellschicht und fiihrt so zur Bildung von cGMP, einem

GTN-Metabolismus
durch mitochondriale
Aldehyd-Dehydrogena-

intrazelluldren Botenstoff, der durch Erniedrigung der intra-
zelluldren Konzentration an freien Ca?*-lonen GefiRerweite-
rung ausldst. GTN stimuliert die cGMP-Bildung in der glat-

se ten Muskulatur endothelunabhingig. Die Studie von Chen
et al.’l weist darauf hin, dass der Metabolismus zu 1,2-GDN
und Nitrit durch mtALDH entscheidend an der Bioaktivie-

Die biologische Wir-
kung von GTN erfordert
die enzymatische Bioakti-
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rung von GTN beteiligt ist, wobei allerdings das Bindeglied
zwischen enzymatischer Nitritbildung und Aktivierung der
sGC noch unklar ist.
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wiinschten Wirkungsverlust nach Lang-
zeitapplikation (,Nitrattoleranz®) er-
klart. Trotz erheblicher klinischer Rele-
vanz ist der Mechanismus der Bioak-
tivierung, d.h. des Metabolismus von
GTN zu einem Aktivator der vaskuli-
ren sGC, weitgehend unklar. In einer
kiirzlich veroffentlichten Studie berich-
ten Chen et al.’! iiber den Metabolismus
von GTN zu 1,2-Glyceryldinitrat (1,2-
GDN) und stochiometrischen Mengen
Nitrit durch mitochondriale Aldehyd-
Dehydrogenase (mt ALDH). Dieses En-
zym ist vermutlich wichtig fiir die De-
toxifizierung von Acetaldehyd, der bei
der Acetyl-CoA-Synthese durch die
nichtoxidative Aktivitdt der Pyruvat-
Dehydrogenase als Nebenprodukt ge-
bildet wird.

Veranlasst durch die Beobachtung,
dass der GTN-Metabolismus in RAW-
264.7-Méusemakrophagen dhnlich ver-
lauft wie in der glatten GefdfSmuskula-
tur, verwendeten Chen et al. eine unge-
wohnlich groe Menge an Makropha-
gen (ca. 10'° Zellen, entsprechend einem
Feuchtgewicht von 50 g) fiir die Isolie-
rung des GTN-metabolisierenden En-
zyms. Die Forscher konnten 3.6 mg
eines 53 kDa groflen Proteins reinigen,
das sie als mtALDH identifizierten. Das
Enzym bildete 1,2-GDN und Nitrit mit
einer spezifischen  Aktivitit von
30 nmolh'mg-!. Ahnliche Ergebnisse
wurden mit aus Rinderleber isolierter
mtALDH erhalten, sodass dieser Weg
des GTN-Metabolismus anscheinend
gewebe- und speziesunabhingig ist.
Die spezifische Aktivitit des Enzyms
aus Rinderleber war 3 nmolmin—!mg~!;
Zugabe von NAD™ steigerte sie um den
Faktor 10. Die Reaktion folgt klassi-
scher Michaelis-Menten-Kinetik mit ei-
nem K, -Wert von 12 um und wird durch
das natiirliche Substrat der mtALDH,
Acetaldehyd (IC5,=0.1 mM), sowie
durch den klassischen mtALDH-Inhibi-
tor Chloralhydrat (ICs,=0.8 mM) inhi-
biert.

Zahlreiche frithe Untersuchungen
wiesen darauf hin, dass zelluldre Thiole
entscheidend an der GTN-Bioaktivie-
rung beteiligt sind, die molekularen
Details dieser Thiol-Abhéngigkeit sind
aber nach wie vor unklar. Die Studie
von Chen et al. konnte eine Erkldrung
fir diese fritheren Beobachtungen lie-
fern, da fiir den GTN-Metabolismus
durch mtALDH eine reduzierende Ver-
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Reduktionsmittel
(DTT, 2-ME, andere?)

E \é + NO,

Schema 1. Metabolismus von GTN durch mtALDH nach Chen

et al.P! Fiir Einzelheiten siehe den Text. Die unphysiologischen Thio-
le DTT und 2-ME eigneten sich als Reduktionsmittel, die physiolo-
gisch in hohen Konzentrationen vorkommende Thiolverbindung
GSH dagegen nicht, was nahelegt, dass die Reduktase-Aktivitit der

Angewandte

H,C —OH Kaninchen-Aorta.
* HG-0-NO, Nachdem sie gezeigt
H,C—O-NO, hatten, dass die
1,2-GDN mtALDH-Inhibito-
ren  Chloralhydrat,

Cyanamid und Acet-
aldehyd die Bildung
von 1,2-GDN in den
isolierten  Blutgefa-
Ben hemmen, teste-
ten sie die Effekte
dieser Substanzen
in Organbad-Versu-
chen. Alle drei Inhi-
bitoren bewirkten ei-
ne  Rechtsverschie-

mtALDH in vivo durch ein noch unbekanntes Reduktionsmittel un-

terstiitzt wird.

bindung erforderlich ist. (Die Autoren
verwendeten die unphysiologischen
Thiole Dithiothreit (DTT) und Sulfanyl-
ethanol (2-ME), sodass die Identitit des
natiirlichen Cofaktors weiterhin unbe-
kannt ist.) Basierend auf ihren Ergeb-
nissen schlugen Chen etal. vor, dass
mtALDH in Gegenwart eines geeigne-
ten Reduktionsmittels als GTN-Reduk-
tase fungiert. Wie in Schema 1 (adap-
tiert von Schema 1 in Lit. [5]) illustriert,
reagiert GTN mit einem der beiden
Cystein-Reste in der Néahe des aktiven
Zentrums der mtALDH zu einem Thio-
nitrat-Intermediat (E—S—NO,) und 1,2-
GDN, woran sich eine Disulfidbildung
und die Freisetzung von Nitrit an-
schliet. Das inaktive oxidierte Enzym
wird durch Thiole oder andere Reduk-
tionsmittel wieder in die native Dithiol-
Form tiberfiihrt. Dieses Modell sagt
vorher, dass GTN beim Ausbleiben des
Reduktionsschrittes eine mtALDH-In-
aktivierung bewirkt. Interessanterweise
wurde bereits frither iiber eine Mecha-
nismus-basierende mtALDH-Inaktivie-
rung sowohl durch klassische Enzym-
Inhibitoren als auch durch NO-Donoren
berichtet (siehe Zitate in Lit. [5]).

Beteiligung der mtALDH an der
GTN-induzierten Gefifirelaxation
und Blutdrucksenkung

Fiir die Untersuchungen zur Rolle
der mtALDH bei der GTN-vermittelten
GefaBerweiterung und cGMP-Bildung
verwendeten Chen et al. Ringe isolierter

bung der GTN-

Konzentrations-Wir-

kungs-Kurven, was

auf eine essentielle
Beteiligung der mtALDH an der Bio-
aktivierung von GTN in der glatten
GefiaBmuskulatur hinweist. Allerdings
scheinen auch andere Mechanismen in-
volviert zu sein, da die Inhibitor-behan-
delten Gefifle bei hoheren GTN-Kon-
zentrationen vollstindige Relaxation
zeigten.

Anschliefend untersuchten Chen
et al. die physiologische Bedeutung der
mtALDH-katalysierten Bioaktivierung
von GTN an Cyanamid- und Chloral-
hydrat-behandelten, anisthesierten Ka-
ninchen. Infusion steigender GTN-Men-
gen fithrte zu einem Abfall des arteriel-
len Blutdrucks, und dieser hypotensive
Effekt von GTN wurde durch Vorbe-
handlung der Tiere mit mtALDH-Inhi-
bitoren (20 min vor der Applikation von
GTN) signifikant abgeschwicht, aller-
dings nicht aufgehoben. In Kontrollver-
suchen zeigten Chen et al., dass Cyan-
amid die Blutdrucksenkung durch den
direkten sGC-Aktivator Natriumnitro-
prussit nicht beeinflusst.

Ahnliche Ergebnisse wurden mit
Ratten erhalten, sodass die durch
mtALDH katalysierte Reaktion ein
genereller Mechanismus des GTN-Me-
tabolismus in Sdugetieren zu sein
scheint. Wie in Abbildung 1 gezeigt,
fiihrt diese Reaktion zur Bildung eines
Aktivators der sGC (NO oder eine
verwandte Verbindung), der die positi-
ven kardiovaskuldren Wirkungen von
GTN vermittelt.
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Erkldrt die mtALDH-katalysierte
Bioaktivierung von GTN die Ni-
trattoleranz?

Die essentielle Rolle eines Thiols
oder anderen Reduktionsmittels zur
Verhinderung der GTN-induzierten
mtALDH-Inaktivierung impliziert eine
interessante Erkldarung der Nitrattole-
ranz, also des Verlusts der vasodilatie-
renden Wirkung nach Langzeitbehand-
lung mit GTN oder anderen organi-
schen Nitraten. Chen et al. stellten fest,
dass eine 30-miniitige Inkubation iso-
lierter Blutgefdf3e mit einer relativ ho-
hen GTN-Konzentration von 0.3 mMm zu
einer Beeintrichtigung der GefiBrela-
xation (ersichtlich als Rechtsverschie-
bung der GTN-Konzentrations-Wir-
kungs-Kurve), zur vollstindigen Aufhe-
bung der GTN-induzierten Akkumula-
tion von cGMP und zu einer verminder-
ten Bildung von 1,2-GDN fiihrt. (Die
GefidlBrelaxation bei fehlendem Anstieg
der cGMP-Konzentration bestétigt frii-
here Befunde iiber eine cGMP-unab-
hingige Komponente der GTN-Wir-
kung.l) Daher schlugen sie vor, dass
GTN durch Depletierung des fiir die
mtALDH-Reaktivierung essentiellen
Reduktionsmittels seine eigene Bioak-
tivierung hemmt. Durch dieses Modell
werden frithere Vorschldge wiederbe-
lebt, wonach die Nitrattoleranz durch
Depletierung zelluldrer Thiolel® und/
oder beeintriachtigte GTN-Bioaktivie-
rung® ausgelost wird.

Thiol-Depletierung der GefidBmus-
kelzellen als mogliche Ursache der Ni-
trattoleranz wurde auch noch Jahre
spater kontrovers diskutiert.”] Die Stu-
die von Chen et al. konnte diese Kon-
troverse auflosen, da sie die Beteiligung
eines noch unbekannten Thiols impli-
ziert, wohingegen in fritheren Untersu-
chungen nur die Beteiligung der physio-
logisch héufig vorkommenden Thiole
GSH und Cystein beriicksichtigt wurde.
Die weit verbreitete Ansicht einer be-
eintrdchtigten Bioaktivierung als we-
sentliche Ursache der Nitrattoleranz
blieb allerdings auch nicht unwiderspro-
chen.'n Die offensichtlichen Unter-
schiede zwischen dem klinisch bedeut-
samen Phédnomen der Nitrattoleranz
und der verminderten GTN-Sensitivitét
isolierter Blutgefdfle, die mit relativ
hohen, vermutlich unphysiologischen
Konzentrationen des Wirkstoffs inku-

biert wurden, fithrten zur Vermutung,
dass in GTN-behandelten Patienten ge-
genregulatorische Krifte aktiviert wer-
den (z.B. erhohte Catecholamin-Plas-
maspiegel oder verstarkte Aktivitdt des
Reninsystems).'l Die reflektorische
Aktivierung des Reninsystems (ausge-
16st durch Senkung des mittleren arte-
riellen Blutdrucks und des Herzzeitvo-
lumens) bewirkt eine Erhohung des
Plasmaspiegels von Angiotensin II, ei-
nem Hormon, das durch Aktivierung
der vaskuliren NADPH-Oxidase die
Bildung von Superoxid-Radikalen aus-
16sen konnte, die wiederum sehr effizi-
ent freies NO abfangen — eine Reaktion,
die zur Bildung des hochreaktiven Cy-
totoxins Peroxynitrit (ONOO~™) fiihrt.
Tatsdchlich scheint die Nitrattoleranz in
Tierversuchen durch selektive Angio-
tensin-II-Rezeptor-Antagonisten eben-
so wie durch das Antioxidans Vitamin C
weitgehend verhindert zu werden
(Ubersicht in Lit. [12]). Da die Aktivie-
rung des Reninsystems aber eine all-
gemeine Reaktion des Organismus auf
GefiBerweiterung ist, scheint dieser
Prozess die einzigartige Charakteristik
der GTN-Toleranz nicht ausreichend zu
erkldren.

Langzeitbehandlung mit GTN geht
mit einer endothelialen Dysfunktion
einher, die sich als verstirkte Bildung
von Superoxid, verminderte NO-Bio-
verfligbarkeit und erniedrigte Sensitivi-
tdt von BlutgefidBen auf endothelabhén-
gige Vasodilatantien manifestiert.'3-1¢]
Die Bildung von Superoxid durch ent-
koppelte endotheliale NO-Synthase
wurde als eine mogliche Ursache dieses
Phinomens vorgeschlagen.' Die Er-
gebnisse von Chen et al.ll bieten keine
Erkldrung fiir eine Beeinflussung der
endothelialen NO-Biosynthese durch
GTN. Sollte allerdings die NO-Freiset-
zung aus GTN tatsdchlich in den Mi-
tochondrien stattfinden, konnte anhal-
tender Nitrat-Metabolismus zu einer
NO-vermittelten Hemmung der Cyto-
chrom-c-Oxidase und durch Entkopp-
lung der Atmungskette zu einer ver-
starkten Superoxid-Bildung in der glat-
ten GefiBmuskulatur fithren.'’l Zurzeit
scheint es wahrscheinlich, dass die
GTN-Toleranz in vivo durch eine Kom-
bination mehrerer Faktoren ausgelost
wird. Die endgiiltige Beurteilung der
moglichen Beteiligung der mtALDH
erfordert eine genauere Kenntnis iiber

die GTN-induzierte Inaktivierung die-
ses Enzyms und die Entwicklung neuer
Strategien zur Beeinflussung dieses Pro-
zesses in vivo.

Perspektiven

Die Studie von Chen et al. liefert
wichtige Erkenntnisse iiber den Mecha-
nismus der Bioaktivierung von GTN,
wirft aber auch eine Vielzahl interes-
santer Fragen fir die kiinftige For-
schung auf. Besonders rétselhaft ist die
Verbindung zwischen GTN-Metabolis-
mus und sGC-Aktivierung. Die Hem-
mung der cGMP-Bildung durch drei
unterschiedliche Inhibitoren legt nahe,
dass mtALDH essentiell fiir die GTN-
induzierte sGC-Aktivierung in der glat-
ten Muskulatur ist. Entsprechend dem
Modell von Chen et al. (Schema 1) ent-
steht als initiales Produkt des mt ALDH-
katalysierten GTN-Metabolismus aller-
dings Nitrit, das bei den zu erwartenden
niedrigen Konzentrationen keine nen-
nenswerte Bildung von cGMP bewirkt.
Auf der Suche nach einem Weg von
Nitrit zu einem sGC-Aktivator schlagen
die Autoren vor, dass Nitrit entweder
enzymatisch — durch Bestandteile der
Atmungskette — oder nichtenzymatisch
— durch den niedrigen pH-Wert im mi-
tochondrialen Intermembranraum - in
freies NO umgewandelt wird. Die expe-
rimentellen Befunde zur Stiitzung dieser
beiden Moglichkeiten sind aber wenig
iiberzeugend. Als alternative Erkldrung
kidme eine NO-unabhingige sGC-Akti-
vierung in Betracht. In diesem Zusam-
menhang ist es faszinierend, dass sGC
ein NO-unabhingiges Regulationszen-
trum enthilt,['®! das anscheinend an der
(vermutlich artifiziellen) Aktivierung
des Enzyms durch hohe Konzentratio-
nen an GTN in Gegenwart von Cystein
beteiligt ist.[%)

Wie in der Einleitung erwdhnt, dila-
tiert GTN vorwiegend Venen und wirkt
wesentlich geringer auf arterielle Wider-
standsgefidfe. Diese therapeutisch er-
wiinschte Venenselektivitdt wére in Ein-
klang mit einer entscheidenden Rolle
der mtALDH als GTN-metabolisieren-
des Enzym, wenn sie in Venen vermehrt
vorkdme. Alternativ konnte die Venen-
selektivitdt auf Unterschieden in der
endogenen NO-Biosynthese in Arterien
und Venen beruhen. Da NO die vasku-
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laire GTN-Bioaktivierung hemmt und
Venen wesentlich weniger NO produ-
zieren als Arterien, schlugen Kojda
et al. vor,?) dass die GTN-Bioaktivie-
rung in Arterien, nicht aber in Venen,
durch endogenes NO inhibiert wird. Die
Studie von Chen et al. passt in dieses
Modell, sofern endogenes NO, &dhnlich
wie bereits fiir NO-Donoren gezeigt
(siehe Zitate in Lit. [5]), eine Inaktivie-
rung der mtALDH bewirkt.

Weitere Untersuchungen sollten die
mogliche Beteiligung der mtALDH an
der Bioaktivierung von GTN und der
Nitrattoleranz in vivo definitiv klédren.
Bisher wurde mtALDH von Pharmako-
logen kaum beachtet, der Bericht von
Chen et al. sollte aber die Entwicklung
neuer experimenteller Werkzeuge zur
Erforschung der biologischen und klini-
schen Relevanz dieses Stoffwechselwe-
ges fordern. Dem Puzzle der GTN-Bio-
aktivierung wurde eine grofles Stiick
hinzugefiigt. Es bleibt zu hoffen, dass
die vollstandige Losung nicht weitere
130 Jahre auf sich warten lésst.
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