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Einleitung

1. Einleitung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind in den westlichen Industrienationen nach wie vor die
haufigste Todesursache. Eines der altesten Herz-Kreislauf-Praparate, das seit fast 130 Jahren
angewandte Nitroglycerin, gehort zur Wirkstoffklasse der organischen Nitrate. Diese Substanzen setzen
nach enzymatischer Konversion das Gas Stickstoffmonoxid (NO) frei. NO flihrt tber die Aktivierung
seines Zielenzyms, der l6slichen Guanylatcyclase (sGC), zur Bildung von cyclischem
Guanosinmonophosphat (cGMP), das letztendlich zu der erwiinschten GefalRerweiterung fihrt. Fir die
Aufklarung dieses Signalweges und dessen essenzieller Bedeutung flr das Herz-Kreislauf-System
wurde den drei US-Amerikanern Robert Furchgott, Ferid Murad und Louis Ignarro 1998 der Nobelpreis
fur Medizin und Physiologie verliehen. Trotz der positiven Effekte des ,Kardiovaskularen Sprengstoffs®
Nitroglycerin blieben einige unerwiinschte Eigenschaften der organischen Nitrate bestehen. Dazu
zahlen in erster Linie der Nitratkopfschmerz sowie die schnelle Toleranzentwicklung nach wiederholter
Gabe. Trotz dieser Nachteile sind die organischen Nitrate, aufgrund ihres vorteilhaften hdmodyna-
mischen Profils, nach wie vor wichtige Pharmaka zur symptomatischen Behandlung der Angina pectoris
bzw. der koronaren Herzkrankheit. Mit der Entdeckung des NO-unabhangigen sGC-Aktivators BAY
58-2667 konnte erstmalig ein Vertreter einer neuen Wirkstoffklasse identifiziert werden, die ein den
organischen Nitraten vergleichbares hamodynamisches Profil zeigt. Dariiber hinaus fihrte die
Substanz, sowohl in vitro als auch in vivo, zu einer Thrombozytenaggregationshemmung und induzierte
auch nach wiederholter Gabe keine Toleranz. Damit besitzt dieses Wirkprinzip das Potential, die seit
130 Jahren etablierte Nitrattherapie zu erg@nzen. In der hier vorliegenden Arbeit sollte der genaue Wirk-
mechanismus dieser Wirkstoffklasse an der sGC geklart werden, um zu einem besseren Verstandnis

der Wirkungsweise dieses neuen potenziellen Pharmakons zu kommen.

1.1 Historische Perspektive

Die Geschichte der cyclischen Nukleotide, des cyclischen Adenosinmonophosphats (CAMP) sowie des
cyclischen Guanosinmonophosphats (cGMP), begann 1958 mit der Entdeckung des cAMP durch Rall
und Sutherland. Nach der anfanglichen Beschreibung der Wirkung des cAMP wurde nach weiteren
cyclischen Nukleotiden gesucht, und schlieBlich konnte 1963 das cGMP erst in Rattenurin (Ashman et
al., 1963) und spater in fast allen Geweben nachgewiesen werden (Goldberg et al., 1969). Die flr die

Cyclisierung des GTP zu cGMP verantwortlichen Enzyme, die Guanylatcyclasen (GC), konnten in den
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folgenden Jahren identifiziert werden. Nach ihrer Verteilung in aufgetrennten Gewebefraktionen, wurden
die GC in zwei Klassen eingeteilt, die partikularen membranstandigen sowie die cytosolischen l6slichen
Guanylatcyclasen (Hardman und Sutherland, 1969; White et al., 1969; Schultz et al., 1969; Ishikawa et
al., 1969). Im Jahre 1977 konnte gezeigt werden, dass Stickstoffmonoxid (NO) bzw. organische Nitrate,
wie z.B. Nitroglycerin, zu einer Aktivierung der sGC filhrten (Katsuki et al., 1977; Amold et al., 1977,
Schultz et al., 1977). Da zu dieser Zeit jedoch kein physiologischer Mechanismus bekannt war, Gber
den das bis dahin nur als Umweltgift bekannte NO gebildet werden konnte, blieben diese Befunde lange
Zeit unbeachtet. 1980 konnten Furchgott und Mitarbeiter nachweisen, dass das Endothel der
Blutgefalle fahig war, eine Substanz freizusetzen, welche zu einer Relaxation der Gefale fiihrte und
daraufhin ,endothelium-derived relaxing factor* (EDRF) genannt wurde (Furchgott et al., 1980). Sechs
Jahre spater stellten schlieflich Furchgott und Ignarro unabhangig voneinander die Hypothese auf,
dass es sich bei dem EDRF um NO handelte, eine Theorie, die ein Jahr spater ihre Bestatigung fand
(Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987). Parallel zu dieser Entwicklung konnte von Tannenbaum und
Mitarbeitern erstmalig die Produktion von Nitrat in immunstimulierten Makrophagen nachgewiesen
werden (Wagner et al., 1983; Green et al., 1981). Diese Befunde fihrten schlieBlich zur Entdeckung
einer Klasse von NO produzierenden Enzymen, den NO-Synthasen (NOS), womit die letzte fehlende
Komponente des NO-sGC-cGMP Signalweges identifiziert war (Marletta et al., 1988; Hevel et al., 1991).
Von den NO-Synthasen konnten mittlerweile vier Isoformen identifiziert werden. Die neuronale NOS
(nNOS, NOS 1), die fir die Signaltbertragung nitrinerger Neurone sowie flr die Modulation neuronaler
Signaliibertragung verantwortlich ist, die induzierbare NOS (iNOS, NOS Il), welche vor allem in der
Immunantwort eine Rolle spielt und die endotheliale NOS (eNOS, NOS Ill), die fir die oben
beschriebene endothelabhangige Relaxation verantwortlich ist. Darliber hinaus wurde kurzlich eine
mitochondriale NO-Synthase identifiziert (mtNOS), der ein Einfluss auf die Biogenese der Mitochondrien
zugeschrieben wird (Ghafourifar und Richter, 1997; Elfering et al., 2002; Nisoli et al., 2003).

1.2 Guanylatcyclasen

Die Guanylatcyclasen bilden zusammen mit den Adenylatcyclasen (AC) die Familie der
Nukleotidcyclasen, welche die Umwandlung ihres jeweiligen Substrats ATP bzw. GTP zum
entsprechenden cyclisierten Nukleotid cAMP und cGMP katalysieren (Tesmer et al., 1998). Allen
Nukleotidcyclasen gemein ist eine stark konservierte katalytische Domane, welche sich aus zwei

identischen bzw. stark homologen in Kopf-Schwanz-Formation gegenuberliegenden Untereinheiten
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zusammensetzt (Tesmer et al., 1997; Denninger und Marletta, 1999). Die Bildung einer katalytischen
Domane aus zwei Untereinheiten scheint ein Merkmal aller Nukleotidcyclasen zu sein und deutet auf
einen gemeinsamen evolutionaren Ursprung hin. Die Homologie der katalytischen Domanen ist so
hoch, dass durch den Austausch von drei Aminosauren die Substratspezifitat zwischen ATP und GTP
ausgetauscht werden kann (Sunahara et al., 1998). Beide katalytischen Untereinheiten konnen, wie im
Fall der AC, in einem Protein vorliegen (C1 und C2), welches damit bereits als Monomer katalytische
Aktivitat besitzt. Aufgrund dieses Aufbaus wird die AC auch als ,Pseudo-Heterodimer* bezeichnet
(Denninger und Marletta, 1999). Im Gegensatz dazu besitzen die Monomere der GC nur eine der zwei
erforderlichen katalytischen Untereinheiten. Aus der Familie der GC sind zwei Klassen bekannt, welche
nach ihrer Lokalisation in der Zelle als membranstandige (pGC) bzw. l6sliche Guanylatcyclasen (sGC)

bezeichnet werden (Zur Ubersicht: Lucas et al., 2000).

1.2.1 Membranstandige Guanylatcyclasen

Die membranstandigen Guanylatcyclasen (pGC) liegen in ihrer katalytisch aktiven Form als Homodimer
bzw. Oligomer vor. Bisher konnten insgesamt sieben verschiedene pGC identifiziert werden (GC-A bis
GC-G), von denen nur z.T. die Peptidliganden bekannt sind (Mehats et al., 2002). Die pGC besitzen
N-terminal eine extrazellulare Domane, welche fir die Bindung des jeweiligen Liganden verantwortlich
und zwischen den einzelnen pGC-Familien nur maRig konserviert ist. lhr folgt eine Transmembran-
domane, bestehend aus einer einzelnen hydrophoben a-Helix, welche fir die Verankerung des
Rezeptors in der Membran verantwortlich ist. Auf der cytoplasmatischen Seite folgt eine ca. 250 AS
grofRe sogenannte Kinase-Homologie-Domane (KHD). Diese Domane scheint in der Lage zu sein, ATP
zu binden und durch andere Kinasen phosphoryliert zu werden, wodurch die KHD die Aktivitat der pGC
moduliert (Lucas et al., 2000). Zwischen der KHD und der katalytischen Domane liegt noch eine kurze,
als ,Hinge“-Region bezeichnete Sequenz, welche die Struktur einer amphipatischen a-Helix besitzt und
an der Dimerisierung der pGC beteiligt zu sein scheint. Am C-terminalen Ende des Proteins liegt die
eigentliche Cyclasedoméne, welche die Cyclisierung des GTP zu cGMP in einer Ein-Schritt-Austausch-
reaktion katalysiert. Die am besten charakterisierten pGC-Liganden sind die natriuretischen Peptide
ANP, BNP und CNP, welche an GC-A bzw. GC-B binden und dadurch Natriurese, eine Vasodilatation
sowie eine Suprimierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems induzieren. Die GC-C, die
hauptsachlich im Darmepithel exprimiert wird, ist tber ihren Liganden Guanylin hauptsachlich an der
Flussigkeitsregulation im Darm beteiligt. Daneben wird vermutet, dass die GC-C eine antiproliferative
Wirkung auf das Darmepithel besitzt (Pitari et al., 2003). Fir die Rezeptoren GC-D bis GC-G konnten

bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Liganden identifiziert werden. Neben der Synthese des cGMP, die
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durch Nukleotide, Pyrophosphate, Ca%* und assoziierte Proteine moduliert werden kann, scheinen pGC
(analog zu den AC) auch in der Lage zu sein, G-Proteine zu aktivieren. Dieses Netz an
Wechselwirkungen flhrt zu einer auBerordentlichen Komplexitat der auf die pGC folgenden Signal-
kaskaden (Zur Ubersicht: Lucas et al., 2000).

1.2.2 Losliche Guanylatcyclasen

Die l6slichen Guanylatcyclasen (sGC) liegen in ihrer katalytisch aktiven Form als Heterodimer aus einer
o- und einer B-Untereinheit vor. Insgesamt konnten vier sGC-Gene identifiziert werden (a1, o2, B1, B2)
(Zur Ubersicht: Hobbs, 2000; Friebe und Késling, 2003), die in ihrem Molekulargewicht je nach Spezies
und Isoform zwischen 73 und 82 KDa fur die a- und 70 bis 76 KDa fir die B-Untereinheit variieren.
Dabei ist die a-Untereinheit generell groRer als die B-Untereinheit. Beide a-Untereinheiten konnen mit
der B1-Untereinheit zu funktionell nicht unterscheidbaren Isoformen der sGC dimerisieren, die beide im
Gewebe nachgewiesen werden konnten (Harteneck et al., 1990; Russwurm et al., 1998). Fir die
Bildung eines funktionstiichtigen Heterodimers mit katalytischen Eigenschaften ist eine Co-Expression
beider Untereinheiten zwingend erforderlich (Harteneck et al., 1990). Die au31-sGC kommt ubiquitar
vor, wird aber vor allem in Lunge, Gehirn und Thrombozyten stark exprimiert, wahrend die o2p1-sGC
hauptsachlich im Gehirn und der Plazenta gebildet wird (Mergia et al., 2003). Die a>-Untereinheit zeigt
im Gegensatz zu o1 eine Konsensussequenz flir eine Interaktion mit PDZ-Domanen (Hoffmdiller et al.,
1999). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die a2f1-sGC an synaptischen Membranen tber diese
Domane an einem Komplex aus nNOS, NMDA-Kanal und PSD95 bindet und damit an der Modulation

der synaptischer Ubertragung beteiligt sein kdnnte (Russwurm et al., 2001).

Die sGC besteht aus einer N-terminalen hambindenden Domane, einer Dimerisierungsdomane und der
C-terminalen katalytischen Cyclasedomane (Zur Ubersicht: Hobbs, 2000; Lucas et al., 2000). Die
katalytische Domane zeigt eine grole Homologie zu den entsprechenden Domanen der pGC und AC,
was auf einen gemeinsamen evolutionaren Ursprung hindeutet. Die Dimerisierungsdoméane weist eine
gewisse Homologie zu der ,Hinge“Region der pGC auf und besitzt vermutlich eine ahnliche
Sekundarstruktur. Es konnte gezeigt werden, dass C-terminale Deletionsmutanten, welche diese
Doméne beinhalteten, zur Dimerisierung fahig waren (Zhao et al., 1997). Die sGC besitzen im
Gegensatz zu den pGC und AC eine prosthetische Hamgruppe, welche fir die Aktivierung des Enzyms
durch NO verantwortlich ist und zu einem charakteristischem Peak bei 431 nm im UV/Vis-Spektrum
fuhrt (Soret-Bande).

10
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Membranstéandige
Guanylatcyclase (pGC)

N-Terminus

GC-Peptidrezeptor

Extrazellulare Domane Losliche (NO-sensitive)

Guanylatcyclase (sGC)
N-Terminus

Transmembran Domane
NO-Sensor

Ham-bindungs Domane

Kinase-Homologie Domane

"Hinge" Region Dimerisierungs Doméne

Guanylatcyclase
Katalytische Domane

Guanylatcyclase
Katalytische Doméne

C-Terminus C-Terminus

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbauf der membransténdigen und der I6slichen Guanylatcyclasen.

Die Sequenz dieser Domane ist mit keinem anderen Hambindungsmotiv vergleichbar, so dass keinerlei
Modelle aufgrund von Strukturéhnlichkeiten zu anderen Hamproteinen vorhergesagt werden konnen.
Durch verschiedene spektroskopische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das Ham Uber das
Histidin1os der B-Untereinheit am zentralen Eisenatom komplexiert ist und somit als pentakoordinierter
Komplex vorliegt (Wedel et al., 1994; Zhao et al., 1998). Ein Austausch dieser AS fiihrte zur Expression
hamfreier sGC (Wedel et al., 1994; Forster et al., 1996; Zhao et al., 1998; Martin et al., 2001). Dieses
Enzym lieR sich zwar nachtraglich mit Ham rekonstituieren, die NO-Aktivierbarkeit dieses Mutanten
konnte jedoch nicht wieder hergestellt werden (Forster et al., 1996). Spater wurde gezeigt, dass ein ca.
200 AS langes N-terminales Fragment der 3-Untereinheit das Ham mit den gleichen spektroskopischen
Eigenschaften zu binden vermag wie das native Enzym (Schelvis et al., 1998; Marletta et al., 2003).
Diese Befunde belegen, dass die N-terminale Domane der 3-Untereinheit ausreicht, um die Hamgruppe
zu binden. Die a-Untereinheit scheint flr die Bindung des Hams von untergeordneter Bedeutung zu
sein, kdnnte jedoch an der Bindung der NO-unabhangigen sGC-Stimulatoren beteiligt sein (Stasch et
al., 2001; Koglin et al., 2003).

1
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1.3 Aktivatoren und Inhibitoren der sGC

1.3.1 Stickstoffmonoxid

Der physiologische Aktivator der sGC ist das Stickstoffmonoxid (NO). Es wird im Organismus von
insgesamt drei Isoformen der NO-Synthasen (NNOS, iNOS, eNOS) als Produkt der enzymatischen
Konversion von L-Arginin zu Citrullin gebildet (Mayer und Andrew, 1998). Als Gas kann es leicht durch
Membranen diffundieren und somit sowohl autokrin als auch parakrin wirken. Auch eine endokrine

Wirkung Uber eine reversible Bindung an Hamoglobin wird zur Zeit diskutiert (Luchsinger et al., 2003).

Der Mechanismus der sGC-Aktivierung durch NO ist bis heute nicht abschliefend geklart. Sicher ist
jedoch, dass NO direkt am zentralen Eisenatom der prosthetischen Ham-Gruppe bindet, wodurch es
schlieBlich zur Lésung der Bindung des Hams an das Histidin1os der B-Untereinheit der sGC kommt.
Dieser Ubergang vom pentakoordinierten Histidyl-Ham-Komplex zum ebenfalls pentakoordinierten
Nitrosyl-Ham-Komplex hat eine Verschiebung der Soret-Bande im UV/Vis-Spektrum von 431 nm zu
398 nm zur Folge. Wahrend dieses Ubergangs bildet sich ein kurzlebiger sechsbindiger Zustand,
welcher jedoch nahezu keine aktivierenden Eigenschaften besitzt (Stone und Marletta, 1996; Zhao et
al., 1999). Es wird vermutet, dass die Geschwindigkeit der Umwandlung dieses Intermediates zum
funffach koordinierten Nitrosyl-Ham-Komplex abhangig von der NO-Konzentration ist, was ein
mechanistisches Modell mit einer zweiten NO-Bindungsstelle voraussetzt (Lawson et al., 2003). Diese
Hypothese ist momentan Gegenstand kontroverser Diskussionen (Zhao et al., 1999; Bellamy et al.,
2002; Ballou et al., 2002). Die letztendliche Ausbildung des Nitrosyl-Ham-Komplexes und das damit
verbundene Ldsen der Histidyl-Ham-Bindung fiihrt zu der in der Literatur beschriebenen 200- bis 400-
fachen Aktivierung der sGC (Humbert et al., 1990; Stone und Marletta, 1996; Honicka et al., 1999).

1.3.2 Kohlenstoffmonoxid

Kohlenstoffmonoxid (CO) ist ebenfalls ein gasformiger sGC-Aktivator, der das Enzym Uber die Bindung
an der prosthetischen Hamgruppe aktiviert. Im Gegensatz zu NO flihrt die Bindung von CO jedoch nur
zu einer maximalen sGC-Aktivierung um ca. Faktor funf (Friebe et al., 1996; Honicka et al., 1999;
Denninger et al., 2000). CO wird im Organismus durch den Abbau von Ham zu Billiverdin durch die
Hamoxigenasen (HO-1, HO-2 und HO-3) freigesetzt (Zur Ubersicht: Ryter et al., 2002). Aufgrund der
schwachen sGC-Aktivierung und in Ermangelung anderer bekannter Effektorsysteme fur CO ist dessen

physiologische Rolle jedoch noch ungeklart. Nichtsdestotrotz gibt es einige Veréffentlichungen, die eine

12
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physiologische Bedeutung von CO postulieren (Morita et al., 1995; Bainbridge et al., 2002; Clark et al.,
2003).

1.3.3 Protoporphyrin IX

Um die Rolle des zentralen Eisenatoms des Hams fiir die sGC-Aktivierung naher zu charakterisieren,
wurden bereits friihzeitig Experimente zur sGC-Rekonstitution mit der eisenfreien Ham-Vorstufe
Protoporphyrin IX (PPIX) durchgefiihrt (Ignarro et al., 1982; Ignarro et al., 1984). Aufgrund des Fehlens
des zentralen Eisenatoms kann PPIX keine Bindung mit dem His1os der B-Untereinheit eingehen.
Dadurch imitiert es den Nitrosyl-Ha&m-Komplex, wodurch es zu einer Aktivierung der sGC kommt
(Ignarro et al., 1984; Friebe et al., 1997; Friebe und Kdsling, 1998).

424 nm

HiS105 HiS105

431 nm 410 nm

Abbildung 1.2: Gezeigt ist der Status der prosthetischen Hdmgruppe der sGC im nicht aktivierten
Zustand (A) sowie in Anwesenheit der sGC-Aktivatoren CO, NO und Protoporphyrin IX (B). Die
Auswirkung des jeweiligen Aktivators auf die Histidyl-H&m-Bindung an das Histidin1os der p-Untereinheit
sowie das Absorptionsmaximum der jeweiligen Soretbande ist in B dargestellt.
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1.3.4 NO-unabhéangige, aber Him-abhéangige sGC-Stimulatoren

1994 wurde in einer Veréffentlichung von Ko und Mitarbeitern erstmalig ein Indazolderivat, YC-1,
beschrieben, das zu einer cGMP-vermittelten Hemmung der Thrombozytenaggregation fiihrte (Ko et al.,
1994; Wu et al., 1995). Spater konnte gezeigt werden, dass diese antiaggregatorische Wirkung von
YC-1 auf einer direkten und NO-unabhangigen Aktivierung der sGC beruht (Friebe et al., 1996; Miilsch
et al., 1997; Honicka et al., 1999). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass NO und YC-1 stark
synergistisch auf die Enzymaktivierung wirkten, so dass NO-Konzentrationen, die nur zu einer
schwachen sGC-Aktivierung fiihrten, in Gegenwart von YC-1 in ihrer Wirkung potenziert wurden (Friebe
et al., 1996; Friebe et al., 1998; Honicka et al., 1999). Die Verflechtung der Aktivierungsmechanismen
von NO und YC-1 zeigt sich auch daran, dass beide Aktivatoren die Anwesenheit der reduzierten
Hamgruppe fur eine sGC-Aktivierung bendtigen (Friebe et al., 1997; Friebe et al., 1998). Des Weiteren
wird durch YC-1 die schwache CO-induzierte sGC-Aktivierung stark potenziert (Stone und Marletta,
1995, 1996; Friebe et al., 1996; Honicka et al., 1999; Denninger et al., 2000). Dieser Befund belebte die
Diskussion um eine mdgliche physiologische Wirkung von CO in Gegenwart einer endogenen YC-1
ahnlichen Substanz, die jedoch bis heute nicht gefunden werden konnte (Cary und Marletta, 2001;
Mayer und Kosling, 2001). Die beschriebenen Charakteristika machten YC-1 zu einer interessanten
Leitstruktur fur direkte NO-unabhangige sGC-Stimulatoren. In den folgenden Jahren wurden auf Basis
dieser Struktur Derivate synthetisiert, welche zwar die gleichen Charakteristika aufwiesen wie YC-1
jedoch bis z.T. Faktor 1000 wirkstarker waren (Straub et al., 2001, 2002). Das pharmakologische
In-vivo- und In-vitro-Profil der wirkstarksten Vertreter dieser Substanzklasse, BAY 41-2272 und BAY 41-
8543, wurde kurzlich beschrieben (Becker et al., 2001; Stasch et al., 2001, 2002a, b).

1.3.5 NO- und Ham-unabhangige sGC-Aktivatoren

Neben den oben beschriebenen NO-unabhangigen aber Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren konnte in
einem ,High-Throughput-Screen® (HTS) eine weitere Strukturklasse identifiziert werden, welche die sGC
konzentrationsabhéngig aktiviert, jedoch komplett andere Charakteristika aufweist, wie die unter 1.3.4
beschriebenen Substanzen. Der in dieser Arbeit untersuchte Vertreter dieser Substanzklasse, BAY
58-2667, aktiviert die sGC bereits in subnanomolaren Konzentrationen und zeigte in Kombination mit
NO eine nur additive Wirkung auf die Aktivierung des Enzyms (Stasch et al., 2002c). Dartber hinaus
zeigten Substanzen dieser Wirkstoffklasse auch am hamfreien oder oxidierten Enzym eine stark
aktivierende Wirkung im Gegensatz zu den Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren wie YC-1, BAY 41-2272
oder BAY 41-8543 (Stasch et al., 2002c). Dieses Aktivierungsprofil deutet darauf hin, dass diese
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Substanzen einen komplett neuen und bis dato unbekannten Wirkmechanismus besitzen (Stasch et al.,
2002c; Hobbs, 2002).

Aktivatorklasse Wirkung an der sGC
+ Hamgruppe +0DQ +NO
sGC-Stimulator
BAY 41-2272 Ham-abhangig Inhibition Potenzierung
BAY 41-8543
sGC-Aktivator
Ham-unabhangig Verstarkung Addition
BAY 58-2667

Tabelle 1.1: Charakteristika der sGC-Stimulatoren und sGC-Aktivatoren auf molekularer Ebene.

1.3.6 Zink- und Mangan-Porphyrin

Neben dem bereits beschriebenen PPIX wurde die sGC auch mit anderen Metalloporphyrinen
rekonstituiert (Ignarro et al., 1982, 1984; Serfass et al., 1998; Carr et al., 2002). Die in dieser Arbeit
verwendeten Zink- und Mangan-Porphyrine (ZnPP, MnPP) binden mit hoher Affinitat an die sGC, fiihren
jedoch weder in An- noch in Abwesenheit von NO zu einer Aktivierung des Enzyms. Sowohl ZnPP als
auch MnPP bilden an der sGC einen stabilen sechsbindigen Zustand aus. Im Gegensatz dazu wurde
gezeigt, dass Zinn-Protoporphyrin IX trotz Ausbildung eines hexakoordinierten Komplexes zu einer
sGC-Aktivierung flihrt (Serfass et al., 1998). Diese Befunde zeigen, dass bis auf das relativ einfache
Modell der sGC-Aktivierung durch PPIX (siehe 1.3.3), die Interaktion der sGC mit Metalloporphyrinen
nicht ganzlich verstanden ist (Carr et al., 2002). In dieser Arbeit wurden ZnPP und MnPP eingesetzt, um
eine Interaktion zwischen BAY 58-2667 und Porphyrinen, ohne eine sGC-Aktivierung durch das

jeweilige Porphyrin als solches, zu untersuchen.

1.3.70DQ

ODQ ist ein haufig verwendeter, relativ spezifischer Inhibitor der sGC und wirkt tber eine Oxidation des
zentralen Eisenatoms der Hamgruppe (Garthwaite et al., 1995; Schrammel et al., 1996, Olesen et al.,
1998). In hohen Konzentrationen fuhrt ODQ ebenfalls zu einer unspezifischen Oxidation anderer
Hamproteine (Feelisch et al., 1999; Zhao et al., 2000), wobei die Oxidation der sGC jedoch schon bei
wesentlich niedrigeren Konzentrationen einsetzt. Diese relative Spezifitat von ODQ macht es zu einem
wertvollen biochemischen Hilfsmittel, um die pGC- und sGC-vermittelten Wirkungen im Gewebe zu

unterscheiden.
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1.4 cGMP-Effektorsysteme

Der in den Zellen durch die verschiedenen GC gebildete ,second messenger‘ cGMP ist, je nach
Gewebe, an der Regulation einer Vielzahl unterschiedlicher physiologischer Prozesse beteiligt (Zur
Ubersicht: Denninger und Marletta, 1999; Lucas et al., 2000). Diese Vielzahl von Funktionen durch
einen Botenstoff wird durch die unterschiedliche Ausstattung der Gewebe mit verschiedenen cGMP-
Effektorsystemen moglich. Die Effektorsysteme, die maRgeblich durch den zellularen cGMP-Spiegel
beeinflusst werden, lassen sich in drei Klassen einteilen: Die cGMP-regulierten Phosphodiesterasen
(PDE), die cGMP-abhangigen Proteinkinasen (PKG) und die durch cGMP gesteuerten lonenkanéale
(CNG-Kanale).

1.4.1 Phosphodiesterasen

Die Phosphodiesterasen (PDE) sind in den Zellen die natlirlichen Gegenspieler der verschiedenen AC
und GC und sorgen flr einen stetigen Abbau der gebildeten cyclischen Nukleotide. Die Superfamilie der
PDE ist recht divers. Nach der vollstandigen Sequenzierung des menschlichen Genoms (Venter et al.,
2001) sind 25 PDE-Gene bekannt, die sich in 11 Familien hinsichtlich ihrer Gewebeverteilung, Regula-
tion, Pharmakologie und Substratspezifitat einteilen lassen. Die beiden malgeblich am cGMP-Abbau
beteiligten PDE sind die fiir cGMP spezifischen PDE 5 und PDE 9, wahrend die PDE 1, 2, 3, 10 und 11
sowohl cGMP als auch cAMP als Substrat akzeptieren (Zur Ubersicht: Mehats et al., 2002). |hr z.T.
diskretes Expressionsmuster und ihre Substratspezifitit machen die PDE zu vielversprechenden
Angriffspunkten flr Wirkstoffe, die den cCAMP bzw. cGMP-Spiegel verschiedener Gewebe beeinflussen
sollen. Als bekannteste Vertreter solcher Wirkstoffe sind hier PDE5-Inhibitoren wie Viagra®, Levitra® und
Cilialis® zu nennen, die zur Behandlung der erektilen Dysfunktion auf dem Markt sind sowie in ersten
klinischen Untersuchungen auch bei der pulmonalen Hypertonie eingesetzt werden (Ghofrani et al.,
2003).

1.4.2 cGMP-abhangige Proteinkinasen

Die cGMP-abhangigen Proteinkinasen (PKG), von denen sieben Gene bekannt sind, gehoren zur
Familie der Serin-Threonin-Kinasen und werden in zwei Gruppen eingeteilt (Mehats et al., 2002). Die
erste Gruppe wird gebildet durch die im Cytosol l6slich vorliegenden PKGla. und PKGIB, die vermehrt in
Thrombozyten, Glattmuskelzellen, Herzmuskelzellen und verschiedenen Hirnarealen exprimiert werden.
So ist die PKGIP z.B. Uber die Phosphorylierung des IP3-Rezeptors an den Membranen intrazellulérer

Caz-Speicher essenziell an der cGMP-vermittelten Relaxation der glatten Muskulatur beteiligt
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(Schlossmann et al., 2000; Hofmann et al, 2000). Die membranstandige PKGII, findet sich
hauptsachlich in Knochen, Hirn, Niere und im Darmepithel. Ihre physiologische Bedeutung ist jedoch
nicht abschlieRend geklart (Zur Ubersicht: Smolenski et al., 1998; Lohmann et al., 1997).

1.4.3 cGMP-gesteuerte lonenkanale

Von der dritten Gruppe, den cyclischen Nukleotid abhangigen lonenkanalen, sind z.Z. finf Gene
bekannt (Broillet et al., 1999). Diese Kanale sind groRtenteils an der Signaltransduktion von
Umweltreizen an den primaren Sinnesneuronen des Riech- und Geschmacksepithels sowie der Retina
beteiligt (Zur Ubersicht: Biel et al., 1998), wurden jedoch auch in anderen Geweben, wie z.B. dem
Darmepithel, gefunden (Pitari et al., 2003). Nach ihrer Aktivierung durch intrazellulares cAMP bzw.
cGMP ermaoglichen diese lonenkanale einen Einstrom von Na* und vor allem Ca2* in die Zelle, das

wiederum als ,third messenger” weitere Signalkaskaden in Gang setzt (Biel et al., 1998).

1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Anfang der 90er Jahre wurde mit YC-1 ein Indazolderivat entdeckt und charakterisiert, welches das
Zielenzym flr Stickstoffmonoxid (NO), die Iésliche Guanylatcyclase (sGC), NO-unabhangig aktivierte.
Damit wurde die sGC schlagartig zu einem potenziellen Ziel neuer Pharmaka. Aus dieser Entwicklung
sind in der Zwischenzeit mit BAY 41-2272 und BAY 41-8543 Derivate des YC-1 entstanden, die die
urspringliche Leitstruktur um ein Vielfaches in Wirkung und Spezifitat Gbertreffen und die sich bereits in

ersten klinischen Studien befinden.

Neben dieser in der Literatur gut charakterisierten Wirkstoffklasse wurde durch ein ,High-Throughput-
Sceening® eine weitere Leitstruktur identifiziert, die zur Entwicklung einer neuen Klasse
NO-unabhangiger sGC-Aktivatoren gefihrt hat. Der potenteste Vertreter dieser zweiten Wirkstoffklasse,
BAY 58-2667, aktiviert die sGC bereits in subnanomolaren Konzentrationen. BAY 58-2667 ist dartber
hinaus, im Gegensatz zu den sGC-Stimulatoren wie BAY 41-2272, die erste Substanz, die ein den
organischen Nitraten vergleichbares hamodynamischen Profil zeigt. Damit konnte eine Wirkstoffklasse
identifiziert worden sein, die das Potential besitzt, die seit fast 130 Jahren angewandte Nitrattherapie zu
erganzen. Im Gegensatz zu den organischen Nitraten zeigt BAY 58-2667 keine Toleranzentwicklung

nach wiederholter Gabe und fiihrt dariiber hinaus zu einer Hemmung der Thrombozytenaggregation.
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Es konnte gezeigt werden, dass BAY 58-2667 die sGC konzentrationsabhangig aktiviert, einen
additiven Effekt mit NO auf die Enzymaktivierung besitzt und durch den sGC-Inhibitor ODQ in seiner
Wirkung potenziert wird. Diese Charakteristika machten deutlich, dass BAY 58-2667 die sGC (iber
einen vollig neuen Wirkmechanismus aktiviert, der von allen bekannten sGC-Stimulatoren, wie NO oder
BAY 41-2272, abzugrenzen ist. Die moglichst vollstandige Klarung dieses neuen Mechanismus der

sGC-Aktivierung war Ziel dieser Arbeit.

Die in den Aktivitatsprofilen beobachteten Charakteristika von BAY 58-2667 sollten genauer untersucht
werden. Dazu wurde die Interaktion beider Substanzklassen mit der prosthetischen Hamgruppe der
sGC spektroskopisch untersucht und die kinetischen Parameter K und Vimax der sGC nach Inkubation
mit BAY 41-8543 oder BAY 58-2667 bestimmt und verglichen. Des Weiteren sollte der beobachtete
Synergismus zwischen den Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren, wie BAY 41-8543 und NO bzw.
dessen Fehlen bei BAY 58-2667 und NO, durch Bestimmung der Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-
Komplexes untersucht werden. Zur Charakterisierung der Bindungseigenschaften von BAY 58-2667 an
die sGC sollte ein Rezeptorbindungsassay etabliert und anschlieBend die Einflisse verschiedener
Verbindungen, wie z.B. BAY 41-2272 und ODQ, auf die Bindung von BAY 58-2667 an das Enzym
untersucht werden. Fur die nahere Lokalisierung der Bindungsstelle von BAY 58-2667 sollte unter
anderem auch ein Photoaffinitatslabeling durchgefihrt werden. Dazu wurde ein Photoaffinitatslabel auf
Basis von BAY 58-2667 durch einflihren einer photolabilen Azidogruppe und eine Tritiummarkierung
synthetisiert. Die markierte sGC sollte nach Inkubation mit diesem Photoaffinitatslabel fragmentiert und

die entstandenen radioaktiven Peptidfragmente durch Sequenzierung identifiziert werden.

Die Frage einer mdglichen Interaktion zwischen ODQ, Ham und BAY 58-2667 sollte auch an der
hamfreien sGC untersucht werden. Dies erforderte die Etablierung einer Methode zur Entfernung bzw.
Rekonstitution der Hamgruppe kleiner Enzymmengen. Mit der so gewonnenen hamfreien sGC sollte die
Wechselwirkung zwischen ODQ und BAY 58-2667 untersucht werden. Darlber hinaus sollte auch eine

Expression eines Teilfragments der sGC in E. Coli etabliert werden.

Zur Identifizierung von Aminosauren, die an der Bindung der Hdmgruppe oder an einer Interaktion mit
BAY 58-2667 beteiligt sein konnten, sollten Multisequenzalignments durchgefiihrt und die identifizierten
Aminosauren durch Mutagenese ausgetauscht werden. Um die Présenz oder den Verlust der
Hamgruppe der verschiedenen generierten Mutanten ohne weitere Aufreinigung im cytosolischen Milieu

der Zelle indirekt nachweisen zu konnen, sollten die sGC-Mutanten transient in eine cGMP-
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Reporterzelllinie transfiziert und ihre Aktivitatsprofile in Gegenwart verschiedener sGC-Aktivatoren

bestimmt und verglichen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Substanzen

NO-Donor DEA/NO
Als NO-Donor wurde DEA/NO (2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid) mit einer Halbwertzeit von
2 min (bei neutralem pH) verwendet (Morley et al., 1993a, b). DEA/NO wurde in 10 mM NaOH auf Eis

angesetzt und anschlie®end in den jeweiligen Testpuffern verdiinnt.

NO-Scavenger PTIO

Als NO-Scavenger wurde PTIO (2-Phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid) eingesetzt. Es ist
in wassrigen Puffern [0slich und reagiert unmittelbar stochiometrisch in einem Verhaltnis von 1:1 mit
freiem NO ab (Akaike et al. 1993).

sGC-Inhibitor ODQ

Als sGC-Inhibitor wurde ODQ (1H-(1,2,4)-Oxadiazolo-(4,3a)-quinoxazin-1-one) verwendet, welcher das
Fe2*-Zentrum der prosthetischen Hamgruppe oxidiert und damit eine Aktivierung des Enzyms durch NO
oder Hdm-abhangige sGC-Stimulatoren (YC-1, BAY 41-2272, BAY 41-8543) unterbindet (Schrammel et
al., 1996; Stasch et al., 2001, 2002a). In niedrigen Konzentrationen besitzt ODQ eine recht hohe
Spezifitat fir die sGC, wobei in hohen Konzentrationen auch unspezifisch andere Hamproteine oxidiert
werden (Feelisch et al., 1999; Zhao et al., 2000). Daneben wurde flir einige Untersuchungen auch das
unspezifische Oxidationsmittel Kaliumhexacyanoferrat(lll) eingesetzt, welches ebenfalls Hamproteine
oxidiert und dadurch die sGC inhibiert (Gruetter et al., 1981; Stone und Marletta, 1994).

Protoporphyrin IX (PPIX)

Bei Protoporphyrin IX handelt es sich um die eisenfreie Vorstufe des Hams, welche durch Imitation des
pentakoordinierten Ham-Nitrosyl-Komplex die sGC aktiviert (Ignarro et al., 1982). PPIX wurde 10 mM in
DMSO geldst und in 10 mM NaOH verdlnnt.

20



Material und Methoden

Zink- und Mangan-Protoporphyrin IX (ZnPP, MnPP)
Metalloporphyrine binden mit hoher Affinitat an die sGC und filihren zur Verdrangung der nativen
Hamgruppe (Ignarro et al., 1984). Die verschiedenen Metalloporphyrine wurden 10 mM in DMSO geldst

und anschlieffend in 10 mM NaOH verdiinnt.

Ham-abhangige sGC-Stimulatoren (BAY 41-2272, BAY 41-8543)

Fur die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden die Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren BAY 41-2272
und BAY 41-8543 verwendet (Straub et al, 2001, 2002; Stasch et al, 2001, 2002a, b). Beide
Substanzen wurden in DMSO oder ACN:H,0O (60:40) in einer Konzentration von 10 mM gelést und

anschlieRend entsprechend den jeweiligen Versuchsanforderungen weiterverdlnnt.

BAY 41-2272 BAY 41-8543

Ham-unabhangige sGC-Aktivatoren (BAY 58-2667, BAY 61-2573)

Der verwendete Ham-unabhangige sGC-Aktivator BAY 58-2667 wurde wie beschrieben synthetisiert
(Alonso-Alija et al., 2001). Fir die Photoaffinitatslabel-Untersuchungen wurde darlber hinaus das
Photoaffinitatslabel (PAL) BAY 61-2573, durch Einfligen einer UV-labilen Azidogruppe in die
Grundstruktur eines Derivates von BAY 58-2667, synthetisiert. Das PAL wurde bis zur Verwendung bei
-20°C im Dunkeln gelagert. Zur Etablierung einer Rezeptorbindungsstudie flir BAY 58-2667 sowie zur
Lokalisation der Bindungsstelle der Him-unabhangigen sGC-Aktivatoren durch das PAL BAY 61-2573
wurde in beide Substanzen eine Tritiummarkierung eingefligt. Diese Iridiumkomplex-katalysierte
Austauschreaktion (Shu et al., 2000) erfolgte mit dem jeweiligen Diester beider Verbindungen, wobei
eine spezifische Aktivitat von 5,4 Ci / mmol (3H-BAY 58-2667) bzw. 14,5 Ci / mmol (3H-BAY 61-2573)
erzielt werden konnte. Beide Substanzen wurden fur die Untersuchungen in DMSO oder ACN:H.O
(60:40) in einer Konzentration von 10 mM gel6st und anschlieBend entsprechend den jeweiligen

Versuchsanforderungen weiterverdinnt.
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o

OH

BAY 58-2667

2.2 Gerate

SH-BAY 58-2667

°H
N
o o)
3

H OH
O 0% >oH
N3
3H-PAL (BAY 61-2573)

Agarosegelkammer

Agagel™ Standard

Biometra, Géttingen

Blot-Apparatur Trans-Blot™ Transfer Cell BioRad, Miinchen
Blot-Apparatur Mini Trans-Blot™ Transfer Cell BioRad, Miinchen
Brutschrank Heraeus BBD 6220 Heraeus, Disseldorf

Demineralisierungsanlage

MilliQ HF Water System

Millipore, Schwallbach

Densitometer

GS-710 Calibrated Imaging Densitometer™

BioRad, Miinchen

ELISA-Reader

SLT Spectra Elisa Reader

SLT, Crailsheim

Flussig-Szintillations-Counter

PW 4700 liquid scintillation counter

Philips, RayTest, Straubenhardt

Fotoentwickler AGFA Curix 60™ AGFA, Kdln
Geltrockner Modell 583 Gel Dryer BioRad, Miinchen
HPLC SMART™ HPLC-System Pharmacia, Miinchen
Inkubatoren Memmert 500 Memmert, Schwallbach
Mikroskop Axiovert 100, Olympus BH-2 Zeiss, Jena
PAGE-Apparatur Protean Il xi Cell™ BioRad, Miinchen
PAGE-Apparatur Mini Protean Il Cell™ BioRad, Miinchen
PCR-Cycler UNO-Thermoblock™ Biometra, Géttingen
pH-Meter pH-Meter 765 Kalimatic Knick, Berlin
Photo-Imager BAS 5000 Scanner RayTest, Straubenhardt
Photometer DU640 Spectrophotometer Beckman, Miinchen
Powersupply Power Pac 300 Biorad, Mlnchen
SpeedVac Bachofer Vacuum Concentrator Bachofer, Reutlingen
Thermomixer Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
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Ultraschallbad

Transsonic TS 540

Faust EIma, Singen

Ultraschallspitze

Branson Sonifier 250

Heinemann, Schwabisch-Gmi(ind

UV-Handlampe N8K UV 254 nm Handlampe Benda Laborgeréte, Wiesloch
Waage Waage PM 400 Mettler Toledo, Giessen
Waage Feinwaage Mettler AX205 DeltaRange™ Mettler Toledo, Giessen
Wasserbad GFL Schiittelwasserbad GFL, Burgwedel
Wasserbad Julabo 19A mit Thermostat Julabo, Seelbach
Wasserbad Julabo U3 Julabo, Seelbach
Zentrifuge Biofuge A Heraeus Sepatech Heraeus, Diisseldorf
Zentrifuge Ultrazentrifuge mit Rotor 70.1Ti Beckman, Miinchen
Zentrifuge Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Disseldorf
Zentrifuge Cryofuge 5000 Heraeus Sepatech Heraeus, Disseldorf

2.3 Materialien und Chemikalien

Materialien, Kits, Enzyme

Anti-Rabbit HRP-Detektionskit

Vectastain™ ABC

Vectorlabs, Burlingame, USA

Autoradiographiefiime

ECL-Hyperfim™

Amersham Biosciences, Freiburg

Blot-Membranen

Nitrocellulose 0,45 pM

BioRad, Miinchen

Blot-Membranen

PVDF

BioRad, Miinchen

Coomassie-Farbung

Bio-Safe™ Coomassie

BioRad, Miinchen

DNA Ligase T4-DNA-Ligase Roche, Basel, Schweiz
DNA-Gel-Extraktion QIAquick™ Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
ECL-Kit ECL-Chemilumineszenskit Amersham Biosciences, Freiburg

Endoproteinase LysC

Endoproteinase (Sequencing grade)

Roche, Basel, Schweiz

Glasfaserfilterplatte

Multiscreen™ FC/B

Millipore, Schwallbach

MaxiPrep-Kit QIAprep™ Spin Maxiprep Kit Qiagen, Hilden
MidiPrep-Kit QIAprep™ Spin Midiprep Kit Qiagen, Hilden
MiniPrep-Kit QIAprep™ Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
Mutagenesekit QuickChange™ Mutagenesekit Stratagene, La Jolla,USA
Ndel, Xhol, Xbal, Notl, EcoRI, BamH| | Restriktionsendonukleasen Roche, Basel, Schweiz
Photoimagerplatten BAS-TR 20/25 Imaging Plate RayTest, Straubenhardt
Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg

Silber-Farbung

Silver Stain Plus™

BioRad, Miinchen

Szintillationsgefale

20 ml Polypropylengefale

Zinsser Analytic, Frankfurt

23




Material und Methoden

Transfektionsreagenz

Lipofectamine™ Plus™

Invitrogen, Karlsruhe

UV-Einwegkivetten

Uvette™

Eppendorf, Hamburg

Zellkulturmaterial

Zellkulturflaschen

Costar, Cambridge, USA

Zellkulturmaterial

Neugebauer Zahlkammer

Costar, Cambridge, USA

Zellkulturmaterial

Rubber Policeman

Costar, Cambridge, USA

Zellkulturmaterial

Mediumfiltriereinheiten (0,22 M)

Millipore, Schwallbach

Zentrifugations-lonenaustauscher

Vivapure™ QL

Vivascience, Hannover

Chemikalien

Alle weiteren verwendeten Chemikalien waren vom héochsten Reinheitsgrad und wurden, soweit nicht

anders vermerkt, von den folgenden Firmen bezogen: Alexis, Grinberg; Calbiochem, Bad Soden;

Merck, Darmstadt; Sigma, Deisenhofen. Folgende Radiochemikalien wurden bezogen: [a32P]-GTP

(Spezifischen Aktivitat: 29,6 TBg/mmol) von NEN, Koln; '4C-Rainbowmarker von Amersham

Biosciences, Freiburg.
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2.4 Losungen und Medien

2.4.1 Gelelektrophoretische Untersuchungen von DNA

Agarose-Gelelektrophorese

50 x TAE-Puffer: 242 g Tris-Base
57,1 ml Essigsaure

100 ml 0,5 mM EDTA, pH 8,0

ad 1000 ml MilliQ H20

Agaroselosung: 1 g Agarose (Molekularbiology grade)
100 ml 1 x TAE-Puffer
In Mikrowelle aufkochen, anschlieBend etwas abkihlen lassen

5 I Ethidiumbromid zugeben
2.4.2 Proteinfarbung von Gelen und Membranen
Coomassie-Farbung
Farbelosung: 30% (v/v) Methanol

10% (v/v) Essigsaure

0,1% (w/v) Coomassie Blue-R 250

Entfarbelosung: 30% (v/v) Methanol

10% (v/v) Essigsaure

25



Material und Methoden

Silber-Farbung
Fixierlosung: 50% (v/v) Methanol

10% (v/v) Essigsaure

Silberldsung: 1,4 ml Ammoniaklésung (25%)
21 ml 0,36%ige NaOH
4 ml 20%ige (w/v) Silbernitratldsung tropfenweise zugeben
ad 100 ml MilliQ H20

Entwicklerlosung: 0,005% (w/v) Zitronensaure

0,019% (w/v) Formaldehyd

Ponceaurot-Farbung von Membranen

Ponceauldsung: 0,1% (w/v) Ponceau S

5% Essigsaure

Coomassie-Farbung von Membranen

Farbelosung: 40% (v/v) Methanol
0,025% (w/v) Coomassie Blue-R 250
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2.4.3 Gelelektrophoretische Untersuchungen von Proteinen

Tris-Glycin-Gele nach Laemmili

Acrylamid:

Tris-Glycin-Sammelgel:

Tris-Glycin-Trenngel:

APS:

SDS-Laufpuffer:

Laemmli-Probenpuffer:

40% Acrylamid / Bis-Acryamid (29:1)

250 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,2% (wiv) SDS

250 mM Tris-HCI, pH 8,8
0,2% (wiv) SDS

10% (w/v) Ammoniumpersulfat

100 mM Tris-HCI (ohne pH-Einstellung)

100 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

2 x konzentriert 5 x konzentriert

125 mM Tris-HCI, pH 6,8 312,5 mM Tris-HCl, pH 6,8
100 mM DTT 250 mM DTT

4% (wiv) SDS 10% (w/v) SDS

20% (viv) Glycerin 50% (v/v) Glycerin

0,01% (w/v) Bromphenolblau 0,025% (w/v) Bromphenolblau

Tris-Tricin-Gele nach Schagger und Jagow

Anodenpuffer:

Kathodenpuffer:

200 mM Tris-HCI, pH 8,9

100 mM Tris-HCI, pH =~ 8,25 (nicht weiter einstellen)
100 mM Tricin
0,1% (w/v) SDS

27



Material und Methoden

Isoelektrofokussierung nach OFarrel

Acrylamid:

|EF-Gellésung:

Kathodenpuffer:

Anodenpuffer:

Aquilibrierungspuffer:

O’Farrel-Lysispuffer:

28,38% (w/v) Acrylamid
1,62% (w/v) Bis-Acrylamid

Ldsung filtrieren und bei 4°C dunkel lagern

5,5 g Harnstoff

1,33 ml 30% (w/v) Acrylamid

2 ml 10% (v/v) Nonidet P-40

1,97 ml MilliQ H20

Erwarmen (handwarm) und rihren bis Harnstoff geldst ist.
0,4 ml Ampholine, pH 5-7

0,1 ml Ampholine, pH 3-10

10 pl 10% (wiv) APS

LOsung 1 min entgasen

7 pl Temed zugeben

Rundgele mit erwarmter Pasteurpipette gielien

20 mM NaCH

Losung entgasen

660 il 85% HaPO4
ad 1000 ml MiliQ Hz0

60 mM Tris-HCI, pH 6,8
30% (v/v) Glycerol
3% (w/v) SDS

9,5 g Harnstoff

2 ml 10% (v/v) Nonidet P-40
1,97 ml MilliQ H20

0,4 ml Ampholine, pH 5-7
0,1 ml Ampholine, pH 3-10
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2.4.4 Westernblot

Transferpuffer: 25 mM Tris-HCI (ohne pH-Einstellung)
192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol

2.4.5 sGC-Rezeptorbindungsstudien

Beschichtungslosung: 0,5 % (w/v) Polyvinylpyrrolidone (PVP, 360 kDa)
0,1 % (v/v) Tween-20

Waschpuffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,2
100 mM NaCl
5 x Inkubationspuffer: 250 mM TEA-HCI, pH 7,5
500 uM EDTA
5mMDTT
15 mM MgCl,
lgG-Puffer: 1% 1gG in 1 x Inkubationspuffer
PEG-Puffer: 35% PEG 8000 in 1 x Inkubationspuffer

2.4.6 Photoaffinitatslabeling

Inkubationspuffer: 50 mM TEA-HCI pH 7,4
0,1 mM EGTA
3 mM MgCl,
1 mM cGMP
200 uM GTP

TCA-L&sung (100%): 500 g TCA + 227 mi MilliQ H0
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2.4.7 Aufreinigung der sGC mit Zentrifugations-lonenaustauscher

Inkubationspuffer: 125 mM TEA-HCI, pH 8,0
0,25 mM EGTA
2,5mMDTT
7,5 mM MgCl,

Puffer I; 25 mM TEA-HCI, pH 8,0
50 uM EGTA

1,5 mM MgCl,

Puffer II: Puffer I mit 300 mM NaCl und pH 7,0
Puffer IlI: Puffer [l mit 1 M NaCl

2.4.8 LysC In-Gel Proteinspaltung

2 x ABC-Puffer: 0,4 M Ammoniumbicarbonatpuffer, pH 8,9

1 x ABC-Puffer + Tween-20: 200 ul 5% (v/v) Tween-20

24,8 ml MilliQ H20

25 ml 2 x Ammoniumbicarbonatpuffer

2.4.9 sGC Aktivitats-Assay

Probenpuffer: 50 mM TEA-HCI, pH 7,5
0,1 mM EGTA
1 mMDTT
2 mg/ml BSA
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Inkubationspuffer:

Substratlésung:

125 mM TEA-HCI, pH 7,5

0,25 mM EGTA

2,5mMDTT

2,5 mg/ml BSA

2,5 mM cGMP

2,5 mM IBMX

7,5 mM MgCl,

12,5 mM Creatinphosphat

31,25 U/ml Creatinphosphokinase

1 mM GTP mit ca. 100.000 cpm [a-32P]-GTP je Ansatz

2.4.10 Medien und Losungen fiir die Zellkultur

E. Coli:

cGMP-Reporterzelllinie:

LB Broth, Miller (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
Ampicillin (Invitrogen, Karlsruhe)
Chloramphenicol (Invitrogen)

Kanamycin (Invitrogen)

MEM Alpha-Medium (Cat.-No.: 22571-020: Invitrogen, Karlsruhe)
FBS (Cat.-No.: 10500-064: Invitrogen)

Penstrep 10000 U/ml (Cat.-No.: 15140-122: Invitrogen)

Glutamin 200 mM (Cat.-No.: 25030-024: Invitrogen)

Zeocin 100 mg/ml (Cat.-No.: 801935: Invitrogen)
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 DNA-Konzentrationshestimmung

Die Konzentration der DNA-Losungen wurde durch die Messung der Absorption bei 260 nm
(Biophotometer, Eppendorf) in Einwegklvetten (Uvette™, Eppendorf) gemessen. Die Verdinnung

wurde dabei so gewahlt, dass die OD2¢o in einem Bereich zwischen 0,1 und 0,8 lag.

2.5.2 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden in 1% Agarosegelen aufgetrennt. Fir die Gele wurde 1% (w/v) Agarose in 1 x
TAE-Puffer aufgekocht, abgekuhlt und mit 5 pl Ethidiumbromid versetzt. Die DNA-Proben wurden mit
10 x Gelladepuffer (Blueduice, Invitrogen, Karlsruhe) versetzt und bei einer Spannung von 100 V
getrennt. Als GroRenstandard wurde eine 1kb DNA-Leiter (Ready Load 1kb-Ladder, Invitrogen)
verwendet. Die Auswertung erfolgte unter UV-Licht auf einem Gelscanner (GelDoc 2000, BioRad,
Minchen) mit der Software Quantity One (Version 4.23, BioRad).

2.5.3 Mutagenese

Die Mutationen der sGC a- und B-Untereinheit wurden mit dem QuickChange™ Mutagenesis-Kit der
Firma Stratagene (La Jolla, USA) nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. Als Template wurden
jeweils 20 ng des zu mutierenden Plasmids eingesetzt und eine Elongationszeit von 1,5 min je kb

Plasmid gewahlt. Die fur die Mutationen verwendeten Primer sind im Anhang aufgefuhrt.

2.5.4 Transformation von E. Coli und Plasmidgewinnung

Retransformation eines Vektors

Zur Vermehrung eines Vektors wurden 0,5 pl des Plasmids mit 50 ul kompetenten E. Coli (XL1-Blue,
Stratagene, La Jolla, USA) flir 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend auf einer LB-Agarplatte mit
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dem entsprechenden Selektionsmarker (Ampicillin: 100 pg/ml) ausplattiert. Nach Inkubation der Platten
(16 h, 37°C) wurde mit einer einzelnen Kolonie eine 4 ml Starter-Kultur (LB-Medium, 100 ug/ml
Ampicillin) angeimpft und diese fiir ca. 8 h bei 37°C inkubiert. Mit 200 pl dieser Starter-Kultur wurde
eine 200 ml Maxi-Kultur (LB-Medium, 100 ug/ml Ampicillin) inokuliert und fir ca. 16 h bei 37°C
geschittelt. Die Bakterien wurden am néchsten Tag abzentrifugiert und die Plasmide gewonnen

(Qiaprep Spin Maxi, Qiagen, Hilden).

Transformation eines Ligations- bzw. eines Mutageneseansatzes
Zur Transformation eines Ligations- bzw. Mutationsansatzes wurde 1 bis 5 pl Ansatz mit 50 pl
kompetenten E. Coli (XL1-Blue, Stratagene, La Jolla, USA) gemischt und nach folgendem Protokoll

transformiert:

Transformation: 30 bis 45 min Inkubation auf Eis
2 min Hitzeschock bei 42°C
2 min Inkubation auf Eis
Zugabe von 450 ul LB-Medium (37°C) ohne Selektionsmarker
Inkubation far 1 h bei 37°C
Ausplattieren der 500 ul auf LB-Agarplatten mit Selektionsmarker
Inkubation der Platten bei 37°C UGber Nacht

Von jeder Ligation bzw. Mutagenese wurden anschliefend mindestens drei Klone gepickt und damit
jeweils eine 4 ml Ubernachtkultur inokuliert (LB-Medium, 100 pg/ml Ampicillin). Nach 16 h Inkubation
(37°C, 250 rpm) wurden die Bakterien abzentrifugiert und die Plasmide isoliert (Qiaprep Spin Mini,

Qiagen, Hilden). Die Verifizierung der Mutationen erfolgte durch Sequenzierung (Invitek, Berlin).

2.5.5 Restriktionsverdau

Um eine Ligation oder das korrekte Einfligen einer Schnittstelle zu uberprifen oder ein Plasmid fir eine

Ligation zu linearisieren, wurde ein Restriktionsverdau mit den gewlinschten Restriktionsendonukleasen

durchgefuihrt. Dazu wurde ein Ansatz, wie im Folgenden beschrieben, zusammengegeben:
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Restriktionsansatz: 2 P11 10 x Restriktionspuffer (Passend zum Enzym: A, B, L, M oder H)
0,5 pl Enzym
500 ng Vektor
ad 20 pl steriles H.0

Der Ansatz wurde fir 1 h bei 37°C inkubiert, mit 10 x Gel-Ladepuffer versetzt und in einem 1%igen
Agarosegel getrennt. Fir Restriktionen mit zwei Enzymen wurde der Puffer gewahlt, in dem beide
Nukleasen nach Maglichkeit die grofite Aktivitat aufwiesen. Ansonsten wurde in einem ersten Schritt mit
dem Enzym geschnitten (1 h, 37°C), welches in einem Niedrigsalzpuffer (L, M) die hochste Aktivitat
besal. Anschliefend wurde zu dem Ansatz 4 ul des Hochsalzpuffers (H) sowie das zweite
Restriktionsenzym (0,5 wl) pipettiert und auf 40 pl mit H2O aufgeflllt. Nach einer weiteren Stunde bei
37°C konnten die linearisierten DNA-Fragmente im Gel getrennt und anschliefend unter UV-Licht aus
dem Gel herausgeschnitten werden. Die Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgte mit dem Gel-

Extraktionskit QiaQuick™ (Qiagen, Hilden) nach Anweisung des Herstellers.

2.5.6 Klonierung der cDNA

Fur eine heterologe Expression eines sGC-Fragments in E. Coli wurde die cDNA fir die -Untereinheit
der sGC aus dem Vektor pBluescript I KS+ (Stratagene, La Jolla, USA) in den prokaryotischen
Expressionvektor pET22b (Novagen, Madison, USA) kloniert. Dazu wurde durch Mutation eine Ndel-
Schnittstelle (Erkennungssequenz: CATATG) am Startcodon der cDNA generiert, und diese
anschlieRend durch Restriktion mit Ndel und Xhol aus dem Vektor geschnitten. AnschlieBend wurde der
pET22b-Vektor mit Ndel und Xhol linearisiert, zusammen mit der geschnittenen cDNA der
B-Untereinheit in einem Agarosegel getrennt und aus der Gelmatrix eluiert. Die linearisierte cDNA und

der linearisierte pET22b-Vektor wurden wie folgt beschrieben ligiert:

Ligationsansatz: 1 ul 10 x T4-Ligase-Puffer
1 ul T4-DNA-Ligase
40 ng Ndel / Xhol linearisierter Vektor
3 cDNA (Vektor:Insert = 1:1 und 1:3)
ad 10 pl steriles H.0
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Die Ansatze wurden fir 16 h bei 4°C inkubiert. Anschlieend wurden 5 pl jedes Ligationsansatzes in
kompetente E. Coli (XL1-Blue™) transformiert und auf LB-Agarplatten mit passendem Selektionmarker
ausplattiert. Von einigen der gewachsenen Kolonien wurden Ubernachtkulturen angeimpft (4 ml LB-
Medium, 100 ug/ml Ampicillin, 220 rpm) und am folgenden Tag die Plasmide isoliert (Qiaprep™ Spin
Mini, Qiagen, Hilden). Die Ligation wurde mittels Restriktion UberprUft und positive Klone anschlieend

sequenziert (Invitek, Berlin).

2.5.7 Expression des N-terminalen Fragments der 3-Untereinheit der sGC

Fir die Expression von Fragmenten der sGC in E. Coli wurde das T7-Expressionssystem gewahlt.
Dabei wird die cDNA von der viralen T7-RNA-Polymerase transkribiert und anschlielend translatiert.
Dieses System hat zwei Vorteile: Zum einen erlaubt es die einfache Vermehrung des Vektors ohne
unerwinschte Transkription in E. Coli, welche nicht die notige T7-RNA-Polymerase besitzen. Zum
anderen werden in E. Coli Stdmmen mit einer genomischen Kopie der T7-RNA-Polymerase groRe
Mengen mRNA, aufgrund des starken viralen T7-Promotors, gebildet. Fir die Expression wurde der
E. Coli-Stamm ,BL21 (DE3) pLysS* (Novagen, Madison, USA) verwendet. Nach Induktion mit IPTG wird
die T7-RNA-Polymerase gebildet und transkribiert anschlie®end das transformierte Konstrukt. Mit einem
Klon, welcher die cDNA fir die N-terminalen 200 AS der B-Untereinheit der sGC im Expressionsvektor
pET22b enthielt, wurde eine Kultur angeimpft (100 ml LB-Medium, 0,34 pg/upl Chloramphenicol, 100
Mg/ul Ampicillin) und bei 37°C inkubiert bis die Zelldichte eine ODggo von 0,7 erreichte. Die Induktion
der Expression erfolgte durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM) und anschlieRender
Inkubation bei 25°C fir 20 h. Die Kultur wurde daraufhin gekulhlt, die Zellen abzentrifugiert und das
Zellpellet durch Sonifizierung auf Eis lysiert. Das Lysat wurde in der Ultrazentrifuge bei 100.000xg bei
4°C fiir 30 min zentrifugiert, und der Uberstand iiber Zentrifugationsionenaustauscher (siehe 2.6.7)
aufgereinigt. Die einzelnen Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet (siehe
2.6.5).

2.5.8 Transiente Transfektion der cGMP-Reporterzelllinie

Um die Auswirkung der verschiedenen Mutationen der sGC auf die Aktivierbarkeit des Enzyms durch
NO, BAY 41-2272 und BAY 58-2667 zu testen, wurden die Vektoren fur die o- und B-Untereinheit der
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sGC in eine Reporterzelllinie, welche ein cGMP-Readoutsystem besitzt, transient co-transfiziert. Dazu
wurden die Zellen in 96-Well Zellkulturplatten in einer Dichte von 20.000 Zellen pro Well ausgesat. Nach
24 h wurde das Medium gewechselt und nach weiteren 24 h die Zellen in den 96er Platten nach
folgendem Protokoll mit den Transfektionsreagenzien Lipofectamine™ und Plus™ (Invitrogen,
Karlsruhe) transfiziert. Beide Transfektionslésungen wurden dabei nach Angaben des Herstellers

verwendet. Die im folgenden Protokoll eingesetzten Konzentrationen an DNA, Plus™ und

Lipofectamine™ wurden in Vortests optimiert.

Transiente Transfektion:

DNA-Ldsung

1 Well 96er Platte
sGC a-Vektor: 75ng 7,2 ug
sGC B-Vektor: 75ng 7,2 ug
Optimem-Medium: 10 pl 960 pl
Plus™-Reagenz: 0,5 ul 48 ul

Komplexierung der DNA mit dem Plus™-Reagenz 15 min bei RT

Lipofectamine ™-Losung:

1 Well 96er Platte
Lipofectamine™: 1 ul 96 pl
Optimem-Medium: 10 pl 960 pl

Zusammengeben der DNA/Plus™-Ldsung mit Lipofectamine™
Komplexierung der DNA mit Lipofectamine™ 30 min bei RT

96er Platten mit 200 ul Optimem-Medium je Well waschen

DNA-L6sung mit Optimem-Medium verdiinnen

1 Well 96er Platte
Optimem-Medium: 80 7,7ml
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96er Platten absaugen

100 i der Transfektionsldsung je Well pipettieren
3 h bei 37°C inkubieren

Absaugen des Transfektionsmediums

200 pI Kulturmedium ohne Selektionsmarker je Well pipettieren

Nach erfolgreicher Transfektion wurden die Zellen flr zwei weitere Tage in Medium ohne
Selektionsmarker inkubiert, um ihnen ausreichend Zeit fir die transiente Expression der sGC zu geben.
Nach dieser Zeit wurden die Zellen fiir die Messung des intazellularen cGMP-Gehaltes durch das

Aequorin basierte Readout-System der Reporterzelllinie vorbereitet.

2.5.9 Messung der sGC-Mutanten im cGMP-Readout-System

Zur Messung des intrazellularen cGMP wurde in eine CHO-Zelle ein Readout-System stabil transfiziert.
Dieses System beruht auf der Biolumineszens des Aequorins, einem Protein der pazifischen
Leuchtqualle Aequorea forskalea (Hastings et al., 1969; Shimomura et al., 1970), welches in Gegenwart
der Cofaktoren Coelenterazin und Calcium Biolumineszens aussendet. Diese Reporterzelllinie wurde
wie beschrieben transient mit WT- bzw. mutierter sGC transfiziert. Vor dem Test wurden diese Zellen
mit 200 pl Caz*-freier Tyrode (CafTy) gewaschen und anschlieBend fir 3 h bei 37°C mit Coelenterazin
beladen (CafTy, 200 mM IBMX, 0,83 ug/ml Coelenterazin). Direkt vor der Messung wurde die transient
exprimierte sGC, durch Zugabe von jeweils 50 pl sGC-aktivierender Substanz und anschlieRender
Inkubation fiir 15 min bei 37°C, stimuliert. Das in dieser Zeit gebildete cGMP fiihrte zur Offnung cGMP-
abhéngiger Kationenkanale, wobei jedoch die Abwesenheit von Calcium im Medium eine
Biolumineszens verhinderte. Die anschlieRende Zugabe 50 ul CafTy mit 10 mM Caz* je Well in einer
lichtdichten CCD-Kamera initiierte den Einstrom von Ca2* durch die in Abhangigkeit von der
intrazellularen cGMP-Konzentration gedffneten cGMP-abhangigen Kationenkanale. Die abgestrahlte
Biolumineszens wurde dber einen Zeitraum von 120 s aufgenommen. In diesem Testsystem konnte
somit relativ einfach der Einfluss von Mutationen der sGC auf die Aktivierbarkeit des Enzyms durch sGC

aktivierende Substanzen untersucht werden.
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2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 Proteinbestimmung

Bradford-Assay

Die Proteinbestimmung von Proben erfolgte mit einem Farbreagenz (Protein Assay, BioRad) basierend
auf der Methode von Bradford (1976). Zur Messung des Proteingehaltes wurden 10 ul Probe mit 200 pl
Farbstofflosung in einer 96-Well Platte gemischt und 10 min bei RT bis zur Ausbildung stabiler
Farbstoff-Protein-Komplexe inkubiert. Die Extinktion wurde im ELISA-Reader bei 595 nm gegen einen

Leerwert gemessen und die Werte gegen eine BSA-Eichreihe kalibriert.

OD2s0-Messung

Proteine absorbieren eingestrahltes Licht aufgrund ihres Gehaltes an aromatischen Aminoséuren bei
einer Wellenlange von 280 nm. Die Extinktion in diesem Bereich ist ein MaR flir die Proteinkonzentration
einer Losung. Da diese Methode keinerlei Verbrauch an Protein hat, wurde sie zur Normierung der
sGC-Spektren herangezogen, da hier nur sehr begrenzte Mengen an Probenmaterial zur Verfligung

standen.

2.6.2 UVIVis-Spektroskopische Untersuchungen

Die spektroskopischen Untersuchungen der sGC wurden auf einem Beckman DU 640 Spektro-
photometer in einer 50 yl Quarzkuvette durchgeflhrt. Zur Messung einer moglichen, direkten
Interaktion verschiedener sGC-Aktivatoren mit dem zentralem Eisenatom des Hams wurden 50 pl
aufgereinige sGC (= 0,3 pg/ul) mit BAY 41-8543 (100 uM), BAY 58-2667 (100 uM) und DEA/NO
(1 mM) versetzt und direkt gemessen. Die beiden NO-unabhangigen sGC-Aktivatoren wurden 100 mM
in DMSO gelost und 1:1000 verdinnt, was einer Endkonzentration an DMSO von 0,1% entspricht,
welche keinen Einfluss auf den Test hatte. Zur Untersuchung der Oxidation des Hams und dessen
moglicher Verdrangung aus dem Enzym durch BAY 58-2667 wurde die sGC mit BAY 58-2667 (10 uM,
100 uM) in An- und Abwesenheit von ODQ (10 puM) 10 min bei 37°C inkubiert und anschliefend, vor
der UV/Vis-Spektroskopie, tber Vivapure Anionenaustauscher, wie unter 3.2.7 beschrieben, von ODQ,

freiem Ham sowie BAY 58-2667 separiert.
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2.6.3 Proteinfarbung von Gelen

Coomassie-Farbung

Die Gele wurden 50 min in der Coomassie-Farbeldsung (siehe 2.4.2) bei RT inkubiert. Dadurch wurden
die Proteinbanden gefarbt und gleichzeitig durch die in der Farbeldsung vorhandene Essigsaure und
Methanol in der Gelmatrix fixiert. Anschliefend wurden die Banden durch waschen der Gele mit
Entfarbelosung (siehe 2.4.2) sichtbar gemacht und auf einem Gelscanner ausgewertet (Densitometer
GS-710, BioRad, Miinchen). Alternativ wurde die Bio-Safe™ Coomassie Farbelésung von BioRad
verwendet, welche sowohl nachtragliches Entfarben als auch die Verwendung von Methanol Gberfliissig
machte. Die gefarbten Gele wurden in einem Geltrockner (Gel Dryer 583, BioRad) auf Filterpapier

getrocknet, um z.B. fiir eine nachfolgende Autoradiographie verwendet werden zu kdnnen.

Silber-Farbung
Die Silber-Farbung gehdrt zu den sensitivsten Nachweisverfahren fur Proteine im Gel und kann
Proteinmengen im Bereich weniger Nanogramm sicher detektieren. Die Silber-Farbung (siehe 2.4.2)

wurde in Anlehnung an das Protokoll von Merril durchgefthrt (Merril, 1994):

30 min Inkubation in Fixierldsung
6 x 5 min waschen in MilliQ H20
30 min Inkubation in Silberldsung
6 x 5 min waschen in MilliQ H20
Inkubation in Entwicklerlosung
Aufbewahrung in MilliQ H20

Alternativ wurde die Farbungsldsung Silver Stain Plus™ von BioRad verwendet. Die Gele wurden nach

der Farbung, wie oben beschrieben, ausgewertet und anschliefend getrocknet.

2.6.4 Gelelektrophoretische Analyse von Proteinen

Zur Untersuchung von Proteinen wurden hauptsachlich diskontinuierliche, vertikale SDS-

Polyacrylamidgele (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) verwendet. Als Tragerion wird in diesem

Gelsystem Glycin verwendet, im Gegensatz zu der weiter hinten beschriebenen Methode nach
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Schagger und Jagow, in der Tricin eingesetzt wird. Das bei dieser Methode verwendete SDS entfaltet
und solubilisiert Proteine und maskiert daruber hinaus ihre Eigenladung, so dass eine Trennung von

Proteinen nach ihrem Molekulargewicht, unabhangig von ihrer nativen Ladung bzw. Faltung, moglich ist.

Minigele

In dieser Arbeit wurden hauptsachlich Minigele fiir das Gelsystem Mini-Protean Il (BioRad, Minchen)
verwendet. Die aufgetragene Proteinmenge kann, je nach der anschlieBend verwendeten
Detektionsmethode (Silberfarbung, Coomassiefarbung, Westernblot), von 10 ng bis 100 ug variieren.
Die zu trennenden Proteinproben wurden mit Laemmli-Probenpuffer (sieche 2.4.3) versetzt und
anschlieBend 5 min bei 95°C erhitzt. Proteine und Zellbestandteile, welche durch diese Behandlung
nicht in Losung gebracht werden konnten, wurden abzentrifugiert (Tischzentrifuge: 10.000 rpm, 3 min).
Der Gellauf erfolgte bei 200 V flr 45 min im Kuhlraum. Im Folgenden ist die Pufferzusammensetzung

fur vier Minigele, bzw. zwei groRe Gele, verschiedener Trennkapazitat angegeben:

Sammelgel 7,5% Trenngel 9% Trenngel 10% Trenngel 12% Trenngel
Acrylamid 40% [ml] 1,5 5,6 6,8 75 9,0
Tris-SDS pH 6,8 [ml] 75
Tris-SDS pH 8,8 [ml] - 15 15 15 15
H20 [ml] 6,0 9,4 8,3 75 6
APS [pl] 100 200 200 200 200
Temed [pl] 25 50 50 50 50

Tabelle 2.1: Pufferzusammensetzung fiir 4 Minigele bzw. 2 grolRe Gele verschiedener Trennkapazitét

GroRe Gele

Zur Trennung eng beieinanderliegender Banden wurden groRe Gele verwendet. Aufgrund der Lange
des Trenngels weisen diese Gele eine grolere Trennkapazitat auf und konnen dariber hinaus mit
groReren Probenmengen beladen werden. Als Gelsystem wurde die Protean Il xi cell™ (BioRad,
Minchen) verwendet. Die Elektrophorese wurde bei konstanten 20 mA (Sammelgel) bzw. 25 mA
(Trenngel) je Gel fiir ca. 6 h durchgefiihrt. Die Aufbereitung der Proben in Laemmli-Probenpuffer wurde,

wie fir die Minigele beschrieben, durchgefiihrt.
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Tris-Tricin Gele

Fur die Trennung besonders kleiner Peptidfragmente in einer GroRenordnung von 1 bis 10 kDa ist das
Tris-Tricin Gelsystem, nach Schagger und Jagow (1987), gut geeignet. Die Verwendung von Tricin fiihrt
zu einer groBeren Trennkapazitat als bei vergleichbaren Tris-Glycin-Gelen nach Laemmli. Darliber
hinaus flihrt das Fehlen von Glycin zu einem niedrigeren Hintergrund bei einer folgenden
Sequenzierung (Edman-Abbau), und ein In-Gel-Verdau von Proteinen mit anschliefender Eluierung
wird durch die geringere Dichte der Acrylamidmatrix erleichtert. Die Aufbereitung der Proben und die
Handhabung der Gelsysteme erfolgte wie bei der Tris-Glycin Gelelektrophorese nach Laemmli. Die
Elektrophorese wurde 2 h bei 30 V bis zum Eindringen der Proben in das Sammelgel durchgefiihrt und

anschlieRend ca. 18 h bei konstanten 25 mA pro Gel fortgesetzt.

Trenngel Spacergel Sammelgel
Acrylamid (40%) mit 6% Bis-Acrylamid [ml] 12,4

Acrylamid (40%) mit 3% Bis-Acrylamid [ml] - 1,85 1,25

Tris-Tricin-SDS-Puffer [ml] 10 2,5 3,1

Glycerin [g] 4

H20 [ml] 3,6 3.4 12,25

APS [ul] 150 25 150

Temed [pl] 30 15 20

Tabelle 2.2: Pufferzusammensetzung fiir ein groBes Tris-Tricin Gel hoher Trennkapazitét

2D-Gelelektrophorese (2D-PAGE)

Vor der Trennung der Proteinproben nach ihrem Molekulargewicht wurde eine Isoelektrofokussierung
(IEF) in Rundgelen durchgefiihrt. Die Rundgele fur die [EF wurden in Glasrohrchen (BioRad, Munchen)
mit einem inneren Durchmesser von 2 mm gegossen. Die Rohrchen wurden auf der einen Seite mit
Parafilm abgedichtet und vor dem Befiillen auf ca. 40°C erwarmt, damit wahrend des Einfilllens der
vorgewarmten Gellosung der geloste Harnstoff nicht auskristallisierte. Die gegossenen Rundgele
wurden mit 20 pl MilliQ H20 Uberschichtet, mit Parafilm verschlossen und Gber Nacht bei RT bis zur
vollstandigen Polymerisation der Gelmatrix stehen gelassen. Am nachsten Tag wurden die Rundgele in
die Gelapparatur (BioRad, Minchen) eingespannt, das uberschichtete Wasser durch 20 ul O’Farrel
Lysispuffer ersetzt und der Kathoden- und Anodenpuffer in die Gelkammern gefiillt. Zur Ausbildung des

pH-Gradienten in den Rundgelen wurde vor der eigentlichen IEF eine Prafokussierung (15 min, 200 V;
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30 min, 300 V, 30 min, 400 V) durchgefihrt. Die lyophilisierten Proteinproben wurden in 100 ul O'Farrel
Lysispuffer aufgenommen, einige Stunden geschiittelt, gevortext und flir 2 min ins Ultraschallbad
gestellt. Anschlie®end wurden die zu fokussierenden Proben (maximal 100 ul) auf die prafokussierten
Gele aufgetragen und mit Kathodenpuffer tberschichtet. Zwei Gele wurden zur spateren Bestimmung
des pH-Gradienten nur mit 100 pl Lysispuffer beladen. Die Fokussierung der Proteinfragmente erfolgte
bei einer Spannung von 400 V fir 24 h (9600 Vh). Zur Beladung der fokussierten Proteine mit SDS
wurden die Rundgele fiir 20 min bei RT in Aquilibrierungspuffer inkubiert und anschlieRend, zur
Auftrennung der Fragmente nach ihrem Molekulargewicht, auf ein 20%iges Tris-Glycin Gel geladen. Die

Laufbedingungen flir diese zweite Dimension wurden wie oben beschrieben gewahlt.

2.6.5 Westernblot

Der Westernblot wurde nach Towbin (1979) durchgefiihrt. Dabei werden die im Gel (1D- bzw. 2D-
PAGE) aufgetrennten Proteine durch Elektrophorese senkrecht zum Gel auf eine Nitrozellulose- oder
PVDF-Membran passender Grole transferiert. Das zu blotende Gel, die Membran und die ,Fiberpads*
wurden dazu fur 10 min in Transferpuffer aquilibriert. PVDF-Membranen mussten vor diesem Schritt in
Methanol eingeweicht werden, da sie sich aufgrund ihrer Hydrophobizitat nur schlecht benetzen lielRen.
AnschlieRend wurde ein Sandwich aus Gel, Membran und ,Fiberpads‘ in einer Blotkassette
luftblasenfrei zusammengestellt. Die Kassette wurde in eiskaltem Transferpuffer in die Blotkammer
(Mini Trans-Blot Cell™ bzw. Trans-Blot Cell™) gespannt und der Transfer bei einer Spannung von
100 V unter Kiihlung fiir 1 h (Mini Trans-Blot Cell™) bzw. 3,5 h (Trans-Blot Cell™) durchgefiihrt.

2.6.6 Photoaffinitatslabel-Untersuchungen

Ein Photoaffinitatslabeling ist eine geeignete Methode, die Bindungsstelle einer Substanz an einem
bekannten Zielprotein zu lokalisieren. Zu diesem Zweck wurde ein Derivat von BAY 58-2667 mit einer
photolabilen Azidogruppe synthetisiert, aus der durch UV-Bestrahlung ein reaktives Nitren entsteht.
Dieses Nitren reagiert mit in der Nahe befindlichen Aminosauren ab und bildet eine kovalente Bindung
zwischen der Substanz und dem Protein aus. Zusatzlich wurde eine Tritiummarkierung zur
Lokalisierung der Bindungsstelle des PALs eingefuhrt (3H-BAY 61-2573). Fir den Versuch wurden
15 pg sGC (100 pmol) mit einer steigenden Konzentration an 3H-PAL (3H-BAY 61-2573) in An- und
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Abwesenheit eines 50-fachen Uberschuss an nicht radioaktiven PAL (BAY 61-2573), wie in folgender

Tabelle beschrieben, inkubiert.

*H-PAL °H-PAL + Verdrangung
2 x Inkubationspuffer | 100 pl 100 pl
sGC | 15 ug (100 pmol) 15 ug (100 pmol)
SH-PAL | 1,88 pl /6,3 pl /18,8 pl 1,88 pl /6,3 pl/18,8 pl
(100, 300, 1000 pmol) (100, 300, 1000 pmol)
PAL - 1,5 ul /5 pl/15 pl
(5, 15, 50 nmol)
MilliQ H20 | ad 200 pl ad 200 pl

Tabelle 2.3: Zusammensetzung eines Ansatzes fiir das Photoaffinitétslabeling.

Anschliefend wurden die Proben auf Eis gestellt und mit einer Wellenlange von 254 nm in einem
Abstand von 3 cm fir 30 min bestrahlt (UV-Handlampe, Typ N8K). Die gelabelte sGC wurde zur
Trennung von nicht gebundenem 3H-PAL mit TCA nach folgenden Protokoll gefallt, gewaschen und in

1 x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen.

TCA-Fallung: 22 Pl 100% TCA je Probe zugeben (siehe 2.4.6)
30 min Inkubation 4°C
30 min Zentrifugation (Tischzentrifuge 14000 rpm, 4°C)
Uberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen
Pellets 2 x mit 500 pl —20°C kalten Ethanol:Ether (1:1) waschen
Pellets trocknen lassen
Pellets in 60 pl 1 x Laemmli-Probenpuffer aufnehmen
Proben 5 min bei 80°C erhitzen

Die Proben wurden anschlieRend gekuhlt, auf ein groRes 7,5%iges Polyacrylamid-Gel geladen und, wie
beschrieben, elektrophoretisch getrennt (siehe 2.6.4). Die getrockneten Gele konnten anschliefend
autoradiographiert werden. Fir die PAL-Untersuchungen am hamfreien Enzym wurde die UV-

Bestrahlung in Gegenwart von 0,5% (v/v) Tween-20 durchgefiihrt. Da unter diesen Bedingungen bei der
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oben beschriebenen TCA-Fallung der sGC das Detergenz ebenfalls ausfiel, wurde eine Chloro-

form/Methanol-Fallung (Wessel und Flligge, 1984) nach folgendem Protokoll verwendet:

Chloroform/Methanol-Fallung: 800 ul Methanol je Probe zugeben, vortexen, kurz abzentrifugieren
200 pl Chloroform zugeben, vortexen, kurz abzentrifugieren
600 pl MilliQ H20 zugeben, stark vortexen
1 min zentrifugieren (Tischzentrifuge: 9000 rpm, 4°C)
Obere Phase abziehen und verwerfen (Protein an der Phasengrenze)
600 ul Methanol zugeben, stark vortexen
2 min zentrifugieren (Tischzentrifuge: 9000 rpm, 4°C)
Losung vorsichtig abziehen
Pelletin 50 pl 1 x Laemmli-Probenpuffer aufnehmen

Proben 5 min bei 80°C erhitzen

Die Proben wurden anschliellend auf ein 8-12% Gradientengel aufgetragen und fir 7 h, wie oben
beschrieben, elektrophoretisch getrennt. Das Gel wurde getrocknet und auf Photoimagerplatten

autoradiographiert.

Zur Eingrenzung des Bereichs der sGC, in dem das ®H-PAL kovalent gebunden war, wurde die 3H-PAL
gelabelte sGC durch BrCN chemisch gespalten und die entstandenen radioaktiv markierten Fragmente
durch Sequenzierung identifiziert. Dazu wurde 200 pg sGC unter den oben beschriebenen
Bedingungen durch UV-Bestrahlung gelabelt und mit TCA gefallt. Nach den Waschschritten wurde das
Pellet in 210 pl 100% Ameisenséure geldst, welche anschlieBend durch Zugabe von 90 ul MilliQ H20
auf 70% verdinnt wurde. Zu der gelésten sGC wurde ein Kristall BrCN zugegeben und durch vortexen
geldst. Die Losung wurde im Dunkeln Giber Nacht bei RT gelagert. BrCN fiihrt, Gber eine Umwandlung
von Methionin zu Homoserin, zu einer Spaltung des Proteins C-terminal von Methionin. Nach dieser
Inkubation wurde der Ansatz mit 1 ml MilliQ H20 verdiinnt und in der SpeedVac eingedampft. Dieser
Vorgang wurde, zur vollstandigen Entfernung der Ameisensaure und des BrCN, dreimal wiederholt. Die
getrockneten und 3H-PAL markierten sGC BrCN-Fragmente wurden bis zur Auftrennung in der
2D-PAGE (siehe 2.6.4) bei —80°C gelagert.

44



Material und Methoden

2.6.7 Aufreinigung der sGC uber Zentrifugations-Anionenaustauscher

FUr die Untersuchung der Oxidation der Hdmgruppe der sGC, sowie deren Interaktion mit BAY 58-2667,
wurde das Enzym nach erfolgter Inkubation mit ODQ, BAY 58-2667 oder Tween-20 von diesen
Komponenten wieder getrennt, um unspezifische Interaktionen in nachfolgenden Tests auszuschlielen.
Die Aufreinigung kleinster Mengen des Enzyms erfolgte Uber Zentrifugations-Anionenaustauscher.
Diese haben gegeniber klassischen Saulen den Vorteil, dass sie Uber kein Totvolumen verfligen, was
eine konzentrierte Elution des Enzyms stark vereinfacht. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C
und 3000 rpm fiir 5 min in einer Tischzentrifuge nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Um
unspezifische Adsorptionen der sGC an die Séaule zu blocken, wurde diese vor der Verwendung nach
folgendem Protokoll mit BSA beladen:

Blockieren der Saulen: 400 pl Puffer | (Aquilibrieren der Séule)

400 pul 1% BSAin H2O  (Blockieren des Saulenmaterials)
2 x 400 pl Puffer | (Uberschiissiges BSA entfernen)
2 x 400 pl Puffer Il (
4 x 400 pl Puffer | (

Gebundenes BSA von der Saule [6sen)

Regeneration der lonenaustauschermatrix)

Um die Trennung von Tween-20, sGC und Porphyrin zu etablieren, wurde ein Testansatz aus
Tween-20, BSA und ZnPP zusammengegeben und Uber die lonenaustauscher aufgereinigt. Fir diesen
Testansatz wurde ZnPP als Porphyrin gewahlt, da es aufgrund seiner starken Absorption bei 421 nm

noch in wesentlich geringeren Konzentrationen als Ham spektrometrisch detektierbar war.

ZnPP-Testansatz: 10 ul Inkubationspuffer, pH 8,0
15 ul BSA (1 pg/ul)
10 pl 20% Tween-20
5 pl 500 uM ZnPP
ad 100 pl MilliQ H20

Zur Untersuchung der hamfreien oder oxidierten sGC, bzw. der Interaktion zwischen der Hamgruppe
und BAY 58-2667, wurden jeweils 100 pl Ansatze der sGC mit BAY 58-2667 (10 uM, 100 pM) in An-
und Abwesenheit von ODQ (10 pM) far 10 min bei 37°C inkubiert und anschlieRend Uber lonenaus-

tauschersaulen aufgereinigt.
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SGC-Inkubationsansatz: 10 ul Inkubationspuffer, pH 8,0
50 pI sGC (0,3 pg/ul)
10 pl 20% Tween-20 /10 uM ODQ / 10 puM, 100 uM BAY 58-2667
ad 100 ul MilliQ H20

Nach der Inkubation wurden die Ansatze mit eiskaltem Puffer | auf 400 pl aufgefiillt und zur Trennung
der sGC uber die Zentrifugations-lonenaustauscher gegeben. Aufreinigung und Elution der sGC erfolgte

nach folgendem Protokoll:

Aufreinigung der sGC: 400 pl Probenvolumen (100 pl Ansatz + 300 pl Puffer 1)
400 pl Durchfluss (Durchfluss wieder auf die Saule geben)
200 pl Puffer | (Waschen)
60 pl Puffer Il (sGC Elution: Hauptfraktion)
100 pl Puffer Il (sGC Elution: Nebenfraktion)
200 pl Puffer 111 (Kontrolle)

Jedem Beladen der Saulen folgte ein Zentrifugationsschritt (Tischzentrifuge: 3000 rpm, 4°C, 5 min).

2.6.8 sGC Aktivitats-Assay

Aktivitaitsmessung am hamhaltigen Enzym

Die Aktivitat der gereinigten sGC bzw. von sGC enthaltenden Zellhomogenaten wurde durch die
enzymatische Konversion von [a-32P]-GTP zu [32P]-cGMP nach einer Methode von Hadnicka (1999)
gemessen. Das Enzym wurde je nach Reinheit und Aufarbeitung vor dem Assay in Probenpuffer

verdinnt.

Assayansatz: 40 pl Inkubationspuffer
20 pl sGC bzw. Zellhomogenat
20 pl Aktivator- bzw. Inhibitor-Losung
20 pl Substratlosung

Alle Komponenten, mit Ausnahme der Substratlosung, wurden auf Eis zusammengegeben. Nach einer

Vorwarmphase von 3 min bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von jeweils 20 pl der GTP-
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Substratlésung gestartet, und nach weiteren 10 min durch Zugabe von 400 pl Zinkacetat (100 mM) und
500 ul Natriumcarbonat (120 mM) gestoppt. Nicht umgesetztes GTP koprazipitiert mit dem gebildeten
Zinkcarbonat als weilRer Niederschlag und wurde anschlieRend abzentrifugiert (5 min, 2800 rpm, 4°C).
Der Uberstand (1 ml) wurde Giber mit Tris-HCI (100 mM, pH 7,5) &quilibrierte Alluminiumoxidséulen
(Saulenvolumen: 1 ml) chromatographiert, um verbliebenes GTP aus der Probe zu entfernen. Das
gebildete cGMP wurde mit einer Ausbeute von 60% durch Zugabe von 10 ml Tris-HCI (100 mM, pH 7,5)
eluiert und in 20 ml Szintillationsrohrchen aufgefangen. Die Aktivitat der einzelnen Proben wurde
anschlieBend in einem Flissig-Szintillations-Counter gemessen und die spezifische Aktivitat der

Enzymprobe nach folgender Gleichung bestimmt.

- GTP
Spezifische Aktivitat { M } — PMerope = CPMhoemirt il
“g xmin CmeingesetzteAktivitéit Wix 1:min X Ppg

W = Wiederfindungsrate (0,6)
P =Enzymmenge [ug]

t  =Zeitdauer des Assays [min]

Aktivitaitsmessung am hamfreien Enzym

Um die Wirkung verschiedener sGC-Aktivatoren an der hamfreien sGC zu testen, wurde das Enzym
nach einer Methode von Forster (Forster et al., 1996) hamfrei gemacht. Dazu wurde das Enzym in
Probenpuffer (siehe 2.4.9) mit 0,5% Tween-20 flir 5 min bei 37°C inkubiert, was zu einem Verlust der
prosthetischen Hamgruppe fiihrt. Damit es wahrend des Assays nicht zu einer Rekonstitution der sGC
mit H&m kommen konnte, enthielt der Inkubationspuffer ebenfalls 0,5% Tween-20. Der Assay wurde,

wie oben beschrieben, durchgefiihrt (Honicka et al., 1999).

Bestimmung der kinetischen Parameter Km und Vimax

Zur Bestimmung der Kn- und Vimax-Werte sowohl, des nicht aktivierten als auch des durch die sGC-
Aktivatoren BAY 41-8543, BAY 58-2667 sowie DEA/NO aktivierten Enzyms, wurde der sGC
Aktivitadtsassay mit einer steigenden Konzentration an GTP (12,5, 25, 50, 100, 200 und 400 uM), wie
oben beschrieben, durchgefiihrt. Die Konzentration der jeweiligen Substanzen war 10 uM (BAY 41-
8543), 100 nM (BAY 58-2667) und 10 nM (DEA/NO). Die Linearitat der Reaktion fir die Messdauer von

10 min wurde in Vortests gezeigt.
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Bestimmung der Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-Komplexes

Zur Bestimmung der Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-Komplexes wurde der sGC Aktivitatsassay nach
einer modifizierten Methode von Russwurm durchgefiihrt (Russwurm et al., 2002). Das Ham der sGC
wurde in einem ersten Schritt mit NO gesattigt und anschlieRend in Inkubationspuffer verdinnt, welcher
in hohem Uberschuss den NO-Scavenger PTIO enthielt. Das freie NO und solches, das wieder vom
Nitrosyl-Ham-Komplex abdiffundierte, wurden dadurch unmittelbar abgefangen. Dadurch lie} sich die
Stabilitat des Nitrosyl-Ham-Komplexes anhand des gebildeten cGMP verfolgen, und hieraus die
Halbwertzeit durch nicht-lineare Regression bestimmen (Russwurm et al., 2002). Zu diesem Zweck
wurden 2 pg sGC in einem Volumen von 20 ul mit 50 uM DEA/NO fir 165 s bei 37°C vorinkubiert.
Anschliefend wurden GTP und MgCl> (Endkonzentration 40 nM GTP, 400 nM MgClz) zugegeben und
fur weitere 15 s inkubiert. Daraufhin wurde das Enzym 1:100 in 2 ml 37°C warmen Inkubationspuffer,
der eine Konzentration von 65 uM des NO-Scavengers PTIO enthielt, verdinnt. Zu den Zeitpunkten 0,
3, 6,9, 15, 30 und 45 s wurde ein 100 pl Aliquot entnommen, die Reaktion gestoppt und das gebildete
[32P]-cGMP bestimmt. Zur Messung einer Beeinflussung der Stabilitat des Nitrosyl-Hdm-Komplexes
durch die zwei Klassen von sGC-Aktivatoren wurde die sGC, wie beschrieben, mit 50 uM DEA/NO in
Anwesenheit von 10 uM des sGC-Stimulators BAY 41-8543 bzw. 1 uM des sGC-Aktivators BAY 58-
2667 vorinkubiert. Bedingt durch den starken tberadditiven Effekt von BAY 41-8543 und NO wurde der
Test fur diese Verbindung nur mit 0,1 pg sGC durchgefihrt, um eine Substratverarmung bzw.
Produkthemmung der sGC zu vermeiden. Darliber hinaus wurden fiir diese Substanz weitere Aliquots
zu den Zeitpunkten 60, 90, 120, 180, 240, 300, 600, 1200, 1800 und 2400 s entnommen. Zur
Bestimmung der Basal- und Maximalaktivitdit der sGC, sowie der Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-

Komplexes aus der cGMP Akkumulation, wurde folgende Formel verwendet:

_In2><t

— Aktivitat,, ) x (e °° —1)+tx Aktivitat

COMP, e (1) = —Ii x t, ; x (Aktivitit

n2 Max Basal
Aktivitatwex = Maximale katalytische Aktivitat zum Zeitpunkt t = 0
Aktivitatssa =  Basale katalytische Aktivitat zum Zeitpunkt t = unendlich, dem sich die momentane
katalytische Aktivitat asymptotisch annahert
tos = Halbwertzeit des Nitrosyl-Hadm-Komplexes
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Die drei Variablen Aktivitatws, Aktivitatsssa und die Halbwertzeit tos wurden zur Anpassung der
Regression an die gemessenen Daten variiert und gingen anschlielend in die folgende Formel zur

Darstellung der Veranderung der spezifischen Aktivitat iber die Zeit ein:

_In2><t

— Aktivitdty, ) xe ' + Aktivitét

sGC Aktivitat,,, ., (t) = (Aktivitat

Max Basal

2.6.9 Rezeptorbindungsstudien

Sattigungsbindung

Fur die Messung der Bindungskonstante Kp des sGC-Aktivators BAY 58-2667 wurde ein
Rezeptorbindungsassay etabliert. Die Trennung von gebundenem und freiem radioaktiven Liganden
erfolgte mittels Vakuumfiltration Uber 96er Glasfaserfilterplatten. Zur Reduktion der unspezifischen
Bindung von 3H-BAY 58-2667 an die Filter auf unter 1% der eingesetzten Radioaktivitat wurden diese

nach einem von Scott beschriebenen Protokoll beschichtet (Scott et al., 1995).

Filterplattenbeschichtung: 200 pl PVP-Beschichtungslosung (siehe 2.4.5)
Inkubation bei RT fur mindestens 3 h

6 x waschen der Platte mit 200 pl eiskaltem Waschpuffer

Zur Messung der Bindungskonstante Kp wurde die sGC mit 3H-BAY 58-2667 in steigender
Konzentration von 0,1 nM uber 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 bis 300 nM in An- und Abwesenheit eines
mindestens 100-fachen Uberschusses an nicht radioaktivem BAY 58-2667 inkubiert. Zur schnellen
Einstellung eines Gleichgewichts aus Assoziation und Dissoziation des sGC-Aktivators an das Enzym
wurde radioaktiver und nicht-radioaktiver Ligand, vorher zusammen 10-fach konzentriert, in ACN:H20
(60:40) angesetzt und gemeinsam in den jeweiligen Ansatz pipettiert. Die Zusammensetzung einer

Probe war wie folgt:
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Assayansatz: 20 plI 5 x Inkubationspuffer, pH 7,5(siehe 2.4.5)
2 PI'sGC (0,3 ug/ul)
58 ul H20
10 I H20 bzw. ODQ (100 pM)
10 ul Ligandenmix

Die Proben wurden anschlielfend zur Einstellung eines Bindungsgleichgewichtes 10 min bei 37°C
inkubiert und flr weitere 10 min auf Eis gekuhlt. Die Fallung der sGC erfolgte durch Zugabe von 15 pl
eiskaltem IgG-Puffer (Konzentration 1gG im Ansatz: 0,75 pg/ul) und anschlieBender Prazipitation durch
Zugabe von 85 pl eiskaltem PEG-Puffer (Demoliou-Mason et al., 1984). Das prazipitierte Protein wurde
anschlieBend auf die Filterplatte gegeben und ungebundener Ligand durch Anlegen eines Vakuums
abgesaugt. Die Proben wurden zweimal mit eiskaltem 1 x Inkubationspuffer gewaschen, die Filter
anschlielend aus der Platte entfernt und fur 3 h in 500 pl ACN:H20 (60:40) bei 50°C und 1000 rpm in
einem Thermoschdttler inkubiert. Diese Losungen wurden anschlieRend mit den Filtern in 20 ml
Szintillationsrohrchen dberflhrt und mit 10 ml Szintillator (Ultima Gold, Packard BioScience, Groningen,
Niederlande) gemischt. Die Messung der Menge an gebundenem Liganden erfolgte mittels eines

Flussig-Szintillations-Counters.

Kompetitionsbindung

Nach Bestimmung des Kp-Wertes und der Séttigungs-Bindungskurve fiir BAY 58-2667 konnte im
Folgenden die Verdrangung von 3H-BAY 58-2667 durch andere NO-unabhangige sGC-Aktivatoren
getestet und deren Ki-Werte berechnet werden. Zu diesem Zweck wurden sowohl homologe- als auch
heterologe Verdrangungsexperimente mit verschiedenen NO-unabhéangigen sGC-Aktivatoren
durchgeflhrt. Die Versuchsdurchflihrung war analog zum oben beschriebenen Ablauf, jedoch mit
konstanter Konzentration 3H-BAY 58-2667 von 100 nM bzw. 300 nM, welche nach den Ergebnissen der
Sattigungsbindung gerade den Bereich maximaler Sattigung erreichte. Zur schnellen Einstellung eines
Gleichgewichts aus Assoziation und Dissoziation wurde radioaktiver und nicht-radioaktiver Ligand,
vorher zusammen 10-fach konzentriert in ACN:H20O (60:40), angesetzt und gemeinsam in den

jeweiligen Ansatz pipettiert.
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2.6.10 In-Gel-Spaltung der sGC durch Endoproteinase LysC

Zur genauen Bestimmung der durch das Photolabeling markierten Aminosaure in der -Untereinheit der
sGC wurden getrocknete SDS-PAGE Gele in MilliQ H20 Uber Nacht rehydriert, vom Untergrund gelost
und die radioaktiv markierte Bande der sGC [-Untereinheit mit einem Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten. Anschliefend wurde das die -Untereinheit der sGC enthaltende Gelstiick in kleine
Schnipsel geschnitten, mit einem Pistill in MilliQ H20 homogenisiert und abschlieRend in der SpeedVac
vollstandig getrocknet. Die in diesem Gelbrei enthaltende sGC B-Untereinheit wurde anschliefend nach

folgendem Protokoll in der Gelmatrix durch Endoproteinase LysC gespalten:

In-Gel LysC-Spaltung: 2-5 pl 200 mM ABC-Puffer + 0,02% Tween-20 je Bande einquellen lassen
1 pg LysC (0,1 pg/ul) je Bande einquellen lassen und mischen
100 mM Tris-HCI zur Quellung und Bedeckung des Gelhomogenats zugeben
Inkubation 21 h bei 37°C
Zentrifugieren (Tischzentrifuge: 5 min, 14.000 rpm, RT)
Uberstand abnehmen und sammeln
50 I 60% ACN zugeben und mixen
Inkubation im Thermoschttler (15 min, 500 rpm, 37°C)
Zentrifugieren (Tischzentrifuge: 5 min, 14000 rpm, RT)
Uberstand abnehmen und sammeln
Peptidextraktion weitere zweimal wiederholen
Alle 4 Uberstande zusammengeben
Zentrifugieren (Tischzentrifuge: 5 min, 14000 rpm, RT)
Uberstand in neues EppendorfgefaR tiberfiihren, Gelstiicke zuriicklassen
Je nach Volumen Probe in der SpeedVac eindampfen
5 ul Probe zu Messung der Radioaktivitat verwenden

Restliche Probe fur Trennung tber SMART uC1s-Saule verwenden
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2.6.11 Trennung von Peptidgemischen auf dem SMART® HPLC-System

Zur Auftrennung der bei der In-Gel LysC-Spaltung entstandenen Peptidfragmente wurde das SMART®-
HPLC System der Firma Pharmacia verwendet, da es speziell fir die Trennung kleinster
Probenmengen ausgelegt ist. Die Trennung der Peptidfragmente erfolgte auf einer uCis-Saule
(Durchmesser 2 mm, Lange 10 cm) mittels eines linearen ACN/TFA Gradienten. Als FlieRmittel A wurde
0,1% TFA, als FlieBmittel B 0,1% TFA mit 60% ACN verwendet. Die Flussrate betrug 150 pl/min.

HPLC-Trennprotokoll: 20 min FlieBmittel A (Auswaschen des DTT)
5 min 100% FlieBmittel A
50 min linearer Anstieg auf 100% FlieBmittel B
5 min 100% FlieBmittel A (Regeneration der Saule)

Die Fraktionierung des HPLC-Durchlaufs startete mit Beginn des linearen Gradienten. Es wurden
insgesamt 48 Fraktionen von jeweils 150 ul gesammelt. 5-10 pl jeder Fraktion wurden mit 4 ml
Szintillator (Ultima Gold, Packard BioScience, Groningen, Niederlande) gemischt und im FlUssig-
Szintillations-Counter gemessen. Die Peptide der radioaktiven Fraktionen wurden in einer
anschlieBenden Rechromatographie auf einem Phosphatpuffer/ACN-Gradienten getrennt. Als
FlieBmittel A wurde 20 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) verwendet. FlieBmittel B enthielt zusatzlich 60%
ACN. Die Chromatographie erfolgte, nach dem oben beschriebenen Trennprotokoll, ohne isokratischen
Waschschritt. Die Radioaktivitat der einzelnen Fraktionen der Rechromatographie wurde, wie oben

beschrieben, gemessen und die radioaktiven Fraktionen durch Edman-Abbau sequenziert.
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2.7 Zellkultur

2.7.1 Prokaryotische Zellen

Es wurden zwei verschiedene Stamme E. Coli verwendet. Fur samtliche Transformationen von
Klonierungen und Mutagenesen, sowie zur Vermehrung von Plasmiden, wurden ,XL1-Blue
supercompetent cells* E. Coli von Stratagene (La Jolla, USA) verwendet. Die Versuche zur Expression
des N-terminalen Fragments der 3-Untereinheit der sGC wurden im E. Coli-Stamm BL21 (pLysS) DE3
von Novagen (Madison, USA) durchgeflihrt. Beide Stamme wurden in LB-Medium, bzw. auf LB-
Agarplatten, bei 37°C kultiviert. Die Kulturen der BL21-E. Colis enthielten dariber hinaus noch
Chloramphenicol in einer Endkonzentration von 34 pg/ul zur Selektion des pLysS-Plasmids, welches

das T7-Lysozym codiert.

2.7.2 Eukaryotische Zellen

Zum Testen der Aktivitat der einzelnen sGC-Mutanten, wurde eine auf CHO-Zellen basierende cGMP-
Reporterzelllinie verwendet (Wunder et al., 2003). Diese Zelllinie wurde stabil transfiziert mit dem
cGMP-gesteuerten Kationenkanal CNG2 (Kaupp et al., 2002) sowie mit Aequorin (Hastings et al., 1969;
Shimomura et al., 1970; Dupriez et al., 2002). Das Medium fiir diese Reporterzelle war folgendermafen

zusammengesetzt:

500 ml MEM Alpha-Medium
50 ml FCS (10%)

5 ml Penstrep (1%)

5 ml Glutamin (1%)

1250 pl Zeocin (0,25 mg/ml)

Die Zellen wurden alle drei Tage mit Zell-Dissoziationspuffer aus den Kulturflaschen abgelost und 1:10

verdunnt in neue Flaschen (150 cm?) passagiert.
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3. Ergebnisse

3.1 UVIVis-Spektroskopische Untersuchungen

3.1.1 Interaktion von BAY 41-8543 bzw. BAY 58-2667 mit dem zentralen Himeisen der sGC

Substanzen, welche iber eine direkte Interaktion mit dem zentralen Eisenatom der Hamgruppe ihre
Wirkung entfalten, filhren zu einer Verschiebung der charakteristischen, bei 431 nm liegenden
Soretbande der sGC. So verursacht die Bindung von NO an die Hamgruppe eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums nach 398 nm, wohingegen die Oxidation des Eisens zu einer Verschiebung nach
392 nm fuhrt. Eine direkte Interaktion von BAY 41-8543 und BAY 58-2667 mit dem zentralen Eisen des
Hams sollte ebenfalls zu einer Veranderung der Soretbande flhren. Zur Untersuchung dieser
Fragestellung wurde gereinigte sGC in An- und Abwesenheit von NO mit jeweils 100 uM beider
Substanzen inkubiert und anschlieBend ein UV/Vis-Spektrum aufgezeichnet. NO verursachte eine
Verschiebung der Soretbande zu 398 nm wahrend weder BAY 41-8543 (Abb. 3.1A), noch BAY 58-2667
(Abb. 3.1B) allein oder in Kombination mit NO einen Einfluss auf das Absorptionsmaximum hatten. Eine
direkte Interaktion beider Substanzen mit dem zentralen Eisenatom ist nach diesen Befunden

unwahrscheinlich.

A —— sGC nativ 015 B —— sGC nativ
0.15- e+ BAY 41-8543 197 e + BAY 58-2667

-‘1 -—- + BAY 41-8543 + NO
|

--- + BAY 58-2667 + NO
w4+ NO

000-|||||| 0-00-""I""I""I""I""I""I
300 350 400 45 50 550 60 300 350 400 45 500 550 60

Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abbildung 3.1 Die UV/Vis-Spektren der sGC wurden, wie unter 2.6.2 beschrieben, aufgenommen. Es
wurden 15 ug sGC mit 1 uM DEA/NO, 100 uM BAY 41-8543 (A) und 100 uM BAY 58-2667 (B) in einem
Volumen von 100 ul inkubiert.
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3.1.2 Kompetition zwischen BAY 58-2667 und der Himgruppe der sGC

Zur Untersuchung einer méglichen Kompetition zwischen BAY 58-2667 und der Hamgruppe der sGC
wurde das Enzym, wie unter 2.6.2 beschrieben, mit BAY 58-2667 in An- oder Abwesenheit von ODQ
inkubiert. Da bei einer moglichen Verdrangung der Hamgruppe diese im Testansatz in Losung vorliegt,
und durch ihre Absorption das UV/Vis-Spektrum des am Enzym verbliebenen Hams stort, musste fiir
diese Fragestellung (im Gegensatz zu der in 3.1.1) die sGC nach der Inkubation chromatographiert
werden (siehe 2.6.7). Freies in Losung vorliegendes Ham wurde dabei von der Saulenmatrix gebunden
und somit aus dem Ansatz entfernt. Als Kontrolle wurde sowohl unbehandelte als auch mit ODQ
oxidierte sGC mitgefiihrt. Abb. 3.2A zeigt die Soretbande der nativen, reduzierten sGC bei 431 nm und

das Absorptionsmaximum der oxidierten sGC bei 392 nm.

. 431 nm
0.025 A — nativ 0.0254 B x —+ 10 uM BAY 58-2667
431nm ---+10uMODQ 0.020: e+ 10 UM BAY 58-2667
. + 10 uM ODQ
a 0.015] --—+ 100 uM BAY 58-2667
o ]
0.0104;
0.005-
o.000+—"—"F——"7"+—"+""7—"7—""7"—"" 0.000 41
300 350 400 450 500 550 600 300 350 40 450 500 550 600
Wellenldnge [nm] Wellenlédnge [nm]

Abbildung 3.2 Die UV/Vis-Spektren der sGC wurden, wie unter 2.6.2 beschrieben, aufgenommen. Es
wurden 15 ug sGC mit BAY 58-2667 (10 uM, 100 uM) in An- oder Abwesenheit von ODQ (10 uM)
inkubiert und anschlie8end, vor Aufnahme der UV/Vis-Spektren, chromatographiert.

Wie in Abb. 3.2B gezeigt, flhrte die Inkubation des Enzyms mit 10 uM BAY 58-2667 zu keiner
Veranderung des Absorptionsverhaltens der sGC gegenuber der Kontrolle. In Anwesenheit von ODQ
verursachte die gleiche Konzentration jedoch die Entfernung der prosthetischen Hamgruppe des
Enzyms. Wurde die Konzentration von BAY 58-2667 auf 100 uM erhoht, kam es auch ohne Oxidation
zur Verdrangung der Hamgruppe (Abb. 3.2B).
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3.2 sGC-Aktivierung durch NO, BAY 41-8543 und BAY 58-2667

3.2.1 Aktivitatsprofile von BAY 41-8543 und BAY 58-2667

Zur Charakterisierung des Ham-abhangigen sGC-Stimulators BAY 41-8543 und des Ham-
unabhangigen sGC-Aktivators BAY 58-2667 wurden Konzentrations-Wirkungs-Kurven der jeweiligen
Substanzen alleine und in Kombination mit verschiedenen NO-Konzentrationen sowie ODQ bestimmt.
Abb. 3.3 zeigt die Ergebnisse dieser Messungen. Die Basalaktivitat des Enzyms war in diesen
Versuchen 158 + 13 (A) bzw. 111 + 11 (B) nmol x mg' x min'. BAY 41-8543 flihrte zu einer
konzentrationsabhangigen Steigerung der sGC-Aktivitat bis zu einer maximalen Aktivierung um den
Faktor 66. In Kombination mit 10 nM des NO-Donors SIN-1, einer Konzentration die selber kaum eine
aktivierende Wirkung hatte (2,5-fach), zeigte sich ein starker Uberadditiver Effekt auf die
Enzymaktivierung durch beide Aktivatoren, welcher in Gegenwart von 100 nM SIN-1 eine maximale
Stimulation um den Faktor 202 erreichte. Eine Inkubation mit dem sGC-Inhibitor ODQ senkte die
maximale Aktivierung durch BAY 41-8543 um 71%. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigte BAY
98-2667 eine konzentrationsabhangige Aktivierung der Enzymaktivitat bis zu einem Maximum um den
Faktor 30. Die Inkubation des Enzyms mit 10 nM und 100 nM DEA/NO fiihrte zu einer Aktivierung um
den Faktor 17 bzw. 94. In Kombination zeigte BAY 58-2667 und DEA/NO nur einen additiven Effekt
Uber den gesamten Konzentrationsbereich bis zu einer maximalen sGC-Aktivierung von 45-fach bzw.
124-fach.
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g 300003 180 £ F'.E 150005 150 g
g 3 [ 3 1 ?
= 250005 F150 £ = ] r120 £
= 200005 L = - ] [ =
2 ; 120 o 2 10000 90 §
< 150004 o0 @ >< ] [ o
iy ] L o _ ] 60 o
s 10000 ‘60 X 5 1 R
2 ; 0 3 g 50004 50 9
€ 50007 _ 30 S ] 30
04 -0 0% o
010 -9 8 -7 -6 -5 -4 -3 0 10 -9 8 -7 -6 -5 -4
BAY 41-8543 [M] BAY 58-2667 [M]
® BAY 418543 O +10 M SIN-1 ® BAY 582667 O +10nMDEA/NO
A +10yMODQ A +100 M SIN-1 A +10yMODQ A + 100 M DEA/NO

Abbildung 3.3: Die sGC wurde mit steigenden Konzentrationen von BAY 41-8543 (A) bzw. BAY 58-
2667 (B) in An- und Abwesenheit eines NO-Donors (10 nM, 100 nM) bzw. ODQ (10 uM) inkubiert und
ihre spezifische Aktivitdt (nmol x mg-' x min-') bestimmt. Die Daten zeigen die Mittelwerte + SEM vier
bis acht unabhéngiger Experimente, die im doppelten Ansatz durchgefiihrt wurden.
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Die Zugabe von 10 uM ODQ fiihrte zu einer starken Potenzierung der Wirkung von BAY 58-2667, bis
zu einem Faktor von 173 gegeniiber der Basalaktivitat. Die jeweiligen maximalen Aktivierungsfaktoren

und die aus der nicht-linearen Regression berechneten ECso-Werte sind in Tabelle 3.1 zusammen-

gefasst.
BAY 41-8543 BAY 58-2667
ECso [nM] Faktor ECs0 [nM] Faktor
sGC-Aktivator [100 pM - 100 uM] | 1047 £296 66,5+ 3,2 216 + 2,7 302+0,6
+ SIN-1 [10 nM] 849 +125 135 + 21 - -
+ SIN-1 [100 nM] 284 +£39 222 + 2,6 - -
+ DEA/NO [10 nM] - - 280 + 86 448 +1.2
+ DEA/NO [100 nM] - - 39,7 + 156 124 +18
+ 0DQ [10 uM] 2317+£321 194+ 0,6 104 + 0,7 172 +17

Tabelle 3.1: Die Tabelle zeigt die aus der Abbildung 3.3 bestimmten ECso-Werte und die maximalen
Stimulationsfaktoren der durch die verschiededenen sGC-Aktivatoren induzierten Enzymaktivitét. Die
Daten zeigen die Mittelwerte £ SEM vier bis acht unabhéngiger Experimente, die im doppelten Ansatz
durchgefiihrt wurden.

Abbildung 3.4 zeigt eine konzentrationsabhangige sGC-Aktivierung durch BAY 41-8543 alleine und in
Kombination mit 1 uM BAY 58-2667. Beide Substanzen flihrten in Kombination zu einem additiven
Effekt auf die Enzymaktivitat. Dieser additive Effekt, sowie die oben gezeigten unterschiedlichen
Aktivierungsprofile beider Substanzklassen alleine und in Kombination mit NO bzw. ODQ belegen, dass
die sGC-Aktivierung durch BAY 41-8543 und BAY 58-2667 durch unterschiedliche Mechanismen

vermittelt wird.

20000 Abbildung 3.4: Die sGC wurde mit steigenden
e ® BAY 41-8543 Konzentrationen von BAY 41-8543 in An- und
E 150004 O + BAY 58-2667 Abwesenheit von BAY 58-2667 (1 uM) inkubiert
™ ] und die spezifische Aktivitdt (nmol x mg-' x min-')
E 10000 bestimmt. Die Daten zeigen die Mittelwerte + SEM
5 ] vier unabhéngiger Experimente, die im doppelten
& 5000? Ansatz durchgefiihrt wurden.

o 9 -8 -7 6 -5 -4 -3

BAY 41-8543 [M]
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3.2.2 Kinetische Parameter der BAY 41-8543 und BAY 58-2667 aktivierten sGC

Die unterschiedlichen Charakteristika der Aktivierungsprofile von BAY 41-8543 und BAY 58-2667 sowie
der additive Effekt beider Substanzen auf die Enzymaktivierung legten nahe, dass die Wirkung beider
Substanzklassen Uber verschiedene Mechanismen vermittelt wird. Aus diesem Grund wurden die
kinetischen Parameter Km und Vmax der sGC unter Basalbedingungen sowie in Anwesenheit von
BAY 41-8543 (10 uM) bzw. BAY 58-2667 (100 nM) in Abhangigkeit von der Substratkonzentration GTP
bestimmt. Daruber hinaus wurde das Enzym mit BAY 41-8543 sowie BAY 58-2667 in Kombination mit
NO (10 nM) bzw. ODQ (10 pM) inkubiert (siehe 2.6.8). In der Abbildung 3.5 sind die Ergebnisse dieser
Untersuchung als nicht-lineare Regression (A, C, E), bzw. als Lineweaver-Burk Diagramm (B, D, F),

dargestellt. Die aus den nicht-linearen Regressionen bestimmten Km und Vimax Werte sind in Tabelle 3.2

zusammengefasst.

Km Viax Km Vimax

[M] [umol x mg-*x min-] [uM] [umol x mg:* x min-]
Basal 742 + 9.2 013 + 0.02 1 1
DEA/NO 19 + 16.7 149 + 0.08 1.6 11.1
BAY 41-8543 793 + 14.8 1.5 £ 0.77 1.1 86.0
BAY 41-8543 + DEA/NO 135 £ 7.3 620 + 1.40 1.8 463
BAY 41-8543 + ODQ 183 + 11.3 408 + 012 2.5 304
BAY 58-2667 96.1 £ 13.1 340 + 0.26 0.8 254
BAY 58-2667 + DEA/NO 709 + 13.6 493 + 0.33 1.0 36.8
BAY 58-2667 + ODQ 90.6 £ 4.0 142 £+ 0.23 1.2 106

Tabelle 3.2: Die Tabelle zeigt in der linken Hélfte die aus der Abbildung 3.5 bestimmten kinetischen
Parameter Kin und Vmax unter verschiedenen Inkubationsbedingungen. In der rechten Tabellenhélfte sind
die links gezeigten kinetischen Parameter als Faktor normiert auf die basalen Km und Vimax-Werte
angegeben. Die Daten zeigen die Mittelwerte + SEM vier bis acht unabhédngiger Experimente, die im
doppelten Ansatz durchgefiihrt wurden.

Die Ergebnisse zur Bestimmung der kinetischen Parameter zeigen, dass sowohl NO, BAY 41-2272 als
auch BAY 58-2667 ihre aktivierende Wirkung Uber eine Steigerung der maximalen katalytischen

Aktivitdt Vmax vermitteln, wahrend die Affinitat zum Substrat GTP sich unter allen getesteten
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Bedingungen kaum veranderte (siehe Tabelle 3.2). Die im Aktivitatstest beobachteten Charakteristika
beider Substanzen spiegelten sich in den ermittelten Vmax-Werten wieder. Es konnte sowohl der additive
Effekt von BAY 58-2667 und NO als auch die potenzierenden Wirkungen von BAY 41-8543 mit NO bzw.
BAY 58-2667 mit ODQ auf die sGC Aktivitat beobachtet werden.
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Abbildung 3.5: Die sGC wurde mit steigender Konzentration GTP unter verschiedenen Bedingungen
inkubiert und die spezifische Aktivitdt (umol x mg?! x min-') bestimmt. Die linke und rechte Spalte
zeigen die gleichen Daten als nicht-lineare Regression (A, C, E), bzw. als Lineweaver-Burk-Diagramm
(B, D, F). Gezeigt ist das native (A, B), bzw. das mit 10 uM BAY 41-8543 (C, D) und 100 nM BAY
58-2667 (E, F), inkubierte Enzym. DEA/NO und ODQ wurden 10 nM bzw. 10 uM eingesetzt. Die
Daten zeigen die Mittelwerte £ SEM vier bis acht unabhéngiger Experimente, die im doppelten Ansatz
durchgefiihrt wurden.
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3.2.3 Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-Komplexes

Sowohl die Ergebnisse des sGC-Aktivitatstests als auch die Bestimmung der kinetischen Parameter
zeigten eine starke Potenzierung der NO-vermittelten sGC-Aktivierung durch BAY 41-8543, welche fiir
BAY 58-2667 nicht zu beobachten war. Um die Unterschiede beider Substanzen im Hinblick auf diesen
Synergismus naher zu untersuchen, wurde die Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-Komplexes in An- und
Abwesenheit von BAY 41-8543, bzw. BAY 58-2667, bestimmt. Dazu wurde das Enzym durch Zugabe
von DEA/NO mit NO gesattigt und dadurch maximal aktiviert. Anschliefend wurde das NO aus der
Lésung mit Hilfe des NO-Scavengers PTIO abgefangen und die Abnahme der sGC-Aktivitat iber die
Zeit verfolgt (siehe 2.6.8). In der Abbildung 3.6 sind die Daten dieser Versuche zusammengefasst und

die ermittelte jeweilige Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-Komplexes angegeben.
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Abbildung 3.6: Bestimmung der Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-Komplexes fiir das native (A, B), bzw.
fir das durch 1 uM BAY 58-2667 (C, D) und 10 uM BAY 41-8543 aktivierte (E, F), Enzym. Die linke
Spalte zeigt die cGMP-Akkumulation (nmol x mg"), die rechte Spalte die Abnahme der spezifischen
Aktivitat (nmol x mg' x min?) (ber die Zeit. Die Daten zeigen die Mittelwerte + SEM aus sechs
unabhéngigen Experimenten.
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In der linken Spalte ist die Akkumulation des cGMP mit fortschreitender Zeit dargestellt, wahrend die
rechte Spalte die aus diesen Daten ermittelte spezifische Aktivitat der sGC zeigt. Mit den aus der
Regression gewonnenen Daten des nativen Enzyms (Abb. 3.6A) konnte die Halbwertzeit des Nitrosyl-
Ham-Komplexes mit 1,6 s bestimmt werden (Abb. 3.6B). Die Zugabe von 10 uM BAY 41-8543
verlangerte diese Halbwertzeit um den Faktor 220 auf 352 Sekunden (Abb. 3.6C, D), wahrend die
Zugabe von BAY 58-2667 nur eine marginale Veranderung der Halbwertzeit zur Folge hatte
(Abb. 3.6E, F). Somit fiihrte BAY 41-8543 zu einer deutlichen Stabilisierung des Nitrosyl-Ham-
Komplexes, wodurch sich der beobachtete Synergismus mit NO erklaren lieRe. Im Gegensatz zu BAY
41-8543 zeigte BAY 58-2667 keinen signifikanten Einfluss auf die Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-

Komplexes.

61



Ergebnisse

3.3 Rezeptorbindungsstudien an der gereinigten sGC

Rezeptorbindungsstudien bieten eine Maglichkeit, die Interaktion eines Liganden mit seinem Rezeptor
naher zu beleuchten. Sie liefern Informationen Uber die Bindungskonstante (Kp-Wert) einer Substanz
sowie Uber mogliche, verschiedene Bindungsstellen und deren negative bzw. positive Kooperativitat. Im
Gegensatz zu Rezeptorassays mit Membranrezeptoren, sind entsprechende Untersuchungen flr
l6sliche Proteine, je nach ihren physikochemischen Eigenschaften und denen des Liganden, schwer zu
entwickeln. In dieser Arbeit wurde erstmals ein Rezeptorbindungsassay flr die sGC beschrieben. Zu
diesem Zweck wurde der sGC-Aktivator BAY 58-2667 mit einer Tritiummarkierung synthetisiert
(siehe 2.1).

3.3.1 Etablierung eines sGC-Radiorezeptorassays

Die in dieser Arbeit etablierte Methode basiert auf der Trennung von gebundenem und freiem Liganden
durch Filtration an Glasfaserfilterplatten. Eines der Hauptprobleme ist die haufig sehr hohe
unspezifische Bindung des Radioliganden an der Filtermatrix. Deshalb wurden mehrere Beschich-
tungen flir die verwendeten Glasfaserfilter untersucht. Wie Abb. 3.7 zeigt, konnte mit einer
Beschichtungslésung aus Polyvinylpyrolidone (PVP) und Tween-20 (sieche 2.6.9) die niedrigste
unspezifische Bindung des Radioliganden 3H-BAY 58-2667 erreicht werden.

Unspezifische Bindung *H-BAY 58-2667 Abbildung 3.7: Dargestellt ist der Einfluss der
verschiedenen Beschichtungen der Glasfaserfilter
auf die Hohe der unspezifischen Bindung als

] prozentualer Anteil der gesamten eingesetzten

Aktivitdt (Totall. Das Diagramm zeigt die
Mittelwerte = SEM dreier unabhéngiger Experi-

57 mente, die im doppelten Ansatz durchgefiihrt

wurden.
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Auf Basis dieser Beschichtung wurde ein Rezeptorbindungsassay zur Untersuchung der Interaktion
zwischen BAY 58-2667 und der sGC entwickelt. Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der

Methodenentwicklung. Abb. 3.8A zeigt die gesamte sowie die unspezifische Bindung von 3H-BAY

62



Ergebnisse

58-2667 an die sGC. Die Differenz beider Kurven stellt die sattigbare Bindung des Liganden an seinen
Rezeptor dar und zeigt einen typischen sigmoiden Verlauf. Zur Kontrolle wurde der Versuch unter
gleichen Bedingungen mit Glukoseoxidase (GOD) als Testprotein, anstelle der sGC, durchgeflhrt. Abb.
3.8B zeigt die Ergebnisse dieses Kontrollversuchs. Die sattigbare Bindung befand sich, wie fir ein
Protein ohne Bindungsstelle zu erwarten, Gber den gesamten Konzentrationsbereich auf dem Niveau
des Hintergrundsignals. Diese Ergebnisse belegen, dass die hier beschriebene Methode zur

Bestimmung des Kp-Wertes fiir BAY 58-2667 gut geeignet ist.

*H-BAY 58-2667 Bindung sGC *H-BAY 58-2667 Bindung GOD
= 400_: @) g 100_; O Gesamte Bindung
= ] = g0l A Unspezifische Bindung
g 3001 2 1 @ Spezifische Bindung
K= 1 & ]
© 200+ 9 ]
2 g
= 1007 z 20
o 1 o ]
mI ] mI 0_-
0_ BN B B BN B LY BN B B B R L B R R R R |
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -10 -9 -8 -7 -6 -5

*H-BAY 58-2667 [M] ’H-BAY 58-2667 [M]

Abbildung 3.8: Dargestellt ist die gesamte (o), die unspezifische (A ) und die séttigbare Bindung (e)
von 3H-BAY 58-2667 an die sGC (A) bzw. Glukoseoxidase (B). Die Daten zeigen die Mittelwerte +
SEM vier unabhéngiger Experimente, die im doppelten Ansatz durchgefiihrt wurden.

3.3.2 Bindungskonstante Kp fiir BAY 58-2667

Mit dem entwickelten Rezeptorbindungsassay wurde die Bindungskonstante von BAY 58-2667 in An-
und Abwesenheit von ODQ bestimmt. Abb. 3.9 zeigt die sattigbare Bindung von 3H-BAY 58-2667 an
das native Enzym. Aus der nicht-linearen Regression konnte ein Kp-Wert von 3,2 nM und eine
maximale S&ttigung Bmax von 470 pmol x mg-! ermittelt werden. Der Versuch wurde unter gleichen
Bedingungen in Anwesenheit von 10 yM ODQ wiederholt, wobei eine deutliche Zunahme der
maximalen Bindung beobachtet werden konnte (Abb. 3.9). Die ermittelte nicht-lineare Regression legte
die Anwesenheit von zwei Bindungsstellen fur 3H-BAY 58-2667 mit Kp-Werten von 1,2 nM und 54 nM

an der sGC nahe. Dariber hinaus verdoppelte sich die maximale S&ttigung auf 1049 pmol x mg-1.
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o sGC Abbildung 3.9: Dargestellt ist die Bindung von
® sGC+0DQ 3H-BAY 58-2667 an die sGC mit steigender
Konzentration des Radioliganden in Ab- (o)
und Anwesenheit () von ODQ (10 uM). Das
Diagramm zeigt die Mittelwerte £ SEM von
finf unabhéngigen Experimenten, die im dop-
Q pelten Ansatz durchgefiihrt wurden.

*H-BAY 58-2667 [pmol/mg]

50 100 150 200 250 300

3H-BAY 58-2667 [nM]

3.3.3 Homologe und heterologe Verdrangungsuntersuchungen

Homologe und heterologe Verdrangungsuntersuchungen wurden zur Charakterisierung einer moglichen
Interaktion des Ham-abhangigen sGC-Stimulators BAY 41-2272 mit der Bindung von BAY 58-2667 an
die sGC durchgefuhrt. In homologen Verdrangungsexperimenten wurde 3H-BAY 58-2667 durch
steigende Konzentrationen nicht radioaktiv markierten sGC-Aktivators in An- und Abwesenheit von
ODQ verdrangt. Abbildung 3.10 zeigt die Bindung des Radioliganden mit steigender Konzentration von
BAY 58-2667. Am nativen Enzym wurde eine Sattigung von 683 pmol x mg-! gemessen, welche durch
hohe Konzentrationen von BAY 58-2667 bis auf 148 pmol x mg-' reduziert wurde. Dabei konnte ein
Ki-Wert von 8,7 nM bestimmt werden. In Anwesenheit von ODQ (10 uM) wurde eine maximale Bindung
von 1220 pmol x mg-' und eine unspezifische Bindung von 158 pmol x mg-' gemessen. Der Ki-Wert lag
bei 6,5 nM.

1400+ Abbildung 3.10: Dargestellt ist die Verdrdngung
£ 1200] des Radioliganden SH-BAY 58-2667 von der sGC
g 1000 mit steigender Konzentration BAY 58-2667 in Ab-
— ] (o) und Anwesenheit (o) von ODQ (10 uM). Das
g 8007 Diagramm zeigt die Mittelwerte + SEM von vier
@ 600+ unabhéngigen Experimenten, die im doppelten
E 400- O sGC Ansatz durchgefiihrt wurden.
m:|': 2004 ® sGC+0DQ
O-Tﬂmmmmmmmmm

12 1110 9 -8 -7 -6 5 -4 -3
BAY 58-2667 [M]
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In einem heterologen Verdrangungsexperiment wurde der Einfluss des Ham-abhangigen sGC-Stimula-
tors BAY 41-2272 auf die Bindung von 3H-BAY 58-2667 bestimmt. Wie in Abbildung 3.11 gezeigt, hatte
BAY 41-2272 selbst in mikromolaren Konzentrationen keinen Einfluss auf die Bindung von 3H-BAY
58-2667 an die sGC. Das zur Kontrolle ebenfalls eingesetzte BAY 58-2667 zeigte die erwartete
Verdrangung des Radioliganden. Diese Studie belegt, dass die NO-unabhangigen sGC-Stimulatoren

und sGC-Aktivatoren verschiedene, voneinander unabhéangige Bindungsstellen an der sGC besitzen.

Kompetitionsbindungsassay Abbildung 3.11: Dargestellt ist die Verdrédngung

des Radioliganden 3H-BAY 58-2667 von der sGC

120 mit steigender Konzentration BAY 58-2667 (o)

10044 bzw. BAY 41-2272 (e). Das Diagramm zeigt die

S Mittelwerte + SEM von drei unabhéngigen

> Experimenten, die im doppelten Ansatz durch-

§ 60 gefiihrt wurden.

@401 e BAY41-2272
0] © BAY58-2667

Konzentration [M]
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3.4 Photoaffinitatslabel-Untersuchungen an der gereinigten sGC

Eine probate Methode, die Bindungsstelle eines Liganden zu lokalisieren, ist das sogenannte
Photoaffinitatslabeling. Dabei wird in eine Substanz eine photolabile Gruppe eingeflihrt, welche nach
UV-Bestrahlung ein reaktives Radikal bildet. Diese entstandene reaktive Gruppe soll kovalent mit
Aminosauren des Zielproteins abreagieren, die Teil der Bindungstasche oder in deren raumlicher Nahe

lokalisiert sind.
3.4.1 Charakterisierung des Photoaffinitatslabels BAY 61-2573

Zur ldentifizierung der Bindungsstelle von BAY 58-2667 an der sGC wurde in die chemische
Grundstruktur der Substanz eine photolabile Azidogruppe als Substituent eingefthrt. Aus der Struktur-
Wirkungsbeziehung dieser chemischen Klasse war zu erwarten, dass Anderungen in der para-Position
am Biphenylrest der Substanz gut toleriert werden wirden. Erwartungsgemal aktivierte das
Photoaffinitatslabel (PAL) BAY 61-2573 die sGC mit den gleichen Charakteristika wie BAY 58-2667

(Abb. 3.12) und verdrangte diese in dem Rezeptorbindungsassay mit einem Ki-Wert von 1,3 nM.

Abbildung 3.12: Dargestellt ist das Aktivierungs-

zzggg 180 profil des PAL BAY 61-2573 allein (e) und in

E ) 190 2 Kombination mit 10 nM (o), 30 nM (o) und 100
2 0000 ] 120§ nM (a ) DEA/NO sowie 10 uM ODQ (). Die linke
g 15000.] %0 3 Achse zeigt die spezifische Aktivitét des Enzyms
3 40000. 60 = (nmol x mg-" x min”), die rechte den Stimulations-
= 5000 30~ faktor. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte + SEM
0 ‘o vier unabhéngiger Experimente, die im doppelten

0 10 9 8 7 & 5 4 Ansatz durchgefiihrt wurden.

BAY 61-2573 [M]

Durch diese Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass BAY 61-2573 die gleiche Bindungsstelle an der
sGC besetzt wie BAY 58-2667 und dadurch eine der Ursprungssubstanz vergleichbare Aktivierung
induziert. In weiteren Vorversuchen wurden die Bestrahlungsbedingungen flr eine produktive Insertion
des PAL in das Enzym optimiert. Zur Lokalisation des PAL am Protein wurde das PAL durch den
Einbau von Tritium radioaktiv markiert (siehe 2.1), wobei eine spezifische Aktivitat von 14,5 Ci/mmol

erzielt wurde.
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3.4.2 Photoaffinitatslabeling der sGC (SDS-PAGE)

Nach Etablierung der experimentellen Details in den Vorversuchen, wurde die sGC, wie unter 2.6.6
beschrieben, mit steigender Konzentration 3H-BAY 61-2573 inkubiert und unter den ermittelten
Bedingungen mit UV-Licht bestrahlt (254 nm, 30 min). Die Versuchsansatze wurden aufgereinigt und
auf einer 8%igen SDS-PAGE getrennt. Das getrocknete Gel wurde anschlieBend auf einer
Photoimagerplatte autoradiographiert. Das Ergebnis dieses Photoaffinitatslabelings ist in Fehlfarb-

darstellung in Abbildung 3.13 dargestellt.

QV\' . xqu. XQV? .\?\

& & & O ; :

PN N “eth Abbildung 3.13: In Fehlfarben darge-
o o0 B BRI stellt ist die Autoradiographie der auf
- 97kpa €iner 8%igen SDS-PAGE getrennten
und mit steigender Konzentration des
Photoaffinitétslabels 3H-BAY 61-2573
inkubierten  sGC-Proben. Der 1C-
markierte Molekulargewichtsmarker ist

auf beiden Seiten der Proben gezeigt.
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Deutlich ist eine Markierung beider sGC-Untereinheiten zu erkennen, welche mit steigender
Konzentration des PAL zunimmt. Durch Zugabe von nicht radioaktivem PAL konnte die Markierung des
Enzyms um durchschnittlich 70% reduziert werden. Die als Kontrolle ohne UV-Licht inkubierte Probe
zeigte 10% des maximalen nach Bestrahlung erhaltenen Signals. Diese Ergebnisse belegten eine
konzentrationsabhéngige spezifische Markierung beider Untereinheiten der sGC durch BAY 61-2673
nach UV-Bestrahlung.

In weiteren Untersuchungen wurde der Einfluss verschiedener sGC-Modulatoren auf das Photolabeling
getestet. Wie in Abbildung 3.14A dargestellt, flihrte die Zugabe von DEA/NO oder dem Ham-
abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 zu keiner Veranderung des Markierungsmusters. Diese
Ergebnisse deuten auf unterschiedliche Bindungsstellen fiir die Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren und
die Hdm-unabhangigen sGC-Aktivatoren hin. Die Inkubation mit dem sGC-Inhibitor ODQ flihrte zu einer
deutlichen Verschiebung der 3H-PAL-Markierung von der a- auf die B-Untereinheit der sGC. Das

gleiche Markierungsmuster konnte fir die hamfreie sGC beobachtet werden (Abb. 3.14B).
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i

Abbildung 3.14: In Fehlfarben gezeigt sind die Autoradiographien gelelektrophoretisch getrennter sGC-
Proben, die mit konstanter Konzentration an 3H-PAL in An- und Abwesenheit verschiedener sGC-
Modulatoren inkubiert wurden. Die in A dargestellten Proben wurden vor der SDS-PAGE mit TCA, die in
B aufgetrennten sGC-Proben mit der unter 2.6.6 beschriebenen Chloroform/Methanol-Methode geféllt.

3.4.3 Identifizierung der Bindungsstelle des Photoaffinitatslabels (2D-PAGE)

Zur genauen Lokalisierung der Bindungsstelle des PAL wurde die sGC, nach erfolgter UV-Bestrahlung
durch BrCN chemisch C-terminal der Methionine gespalten (siehe 2.6.6). Da aufgrund unvollstandiger
Spaltungen beider Untereinheiten eine Vielzahl radioaktiver Banden zu erwarten war, wurden die
Spaltfragmente in einer 2D-PAGE aufgetrennt (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: Gezeigt ist der Coomassie geférbte Blot der 2D-PAGE der 3H-PAL gelabelten und
durch BrCN gespaltenen sGC-Fragmente. Die durch Autoradiographie des Blots als radioaktiv
identifizierten Fragmente sind rot («) und blau (f3) markiert. Am rechten Rand ist die Position der
markierten Fragmente in der jeweiligen Primérstruktur beider Untereinheiten dargestellt.
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Die hoch aufgeldste Trennung der Fragmente war eine Voraussetzung fir die folgende Sequenzierung
und ldentifizierung der markierten Spaltstiicke. Abb. 3.15 zeigt den Coomassie gefarbten Blot der
2D-PAGE, in dem die als radioaktiv identifizierten Fragmente (bestimmt durch Autoradiographie des
Blots) farbig dargestellt sind. Die radioaktiven Spots wurden aus dem Blot ausgeschnitten, die
Peptidfragmente eluiert und anschlieBend durch eine N-terminale Sequenzierung nach Edman
identifiziert. Durch diese Methode lieR sich der Bereich, in welchem das PAL kovalent abreagiert hatte,
stark eingrenzen. Fur die a-Untereinheit der sGC konnte das PAL im 8. BrCN-Fragment (AS 370-481)
fur die B-Untereinheit im 5. BrCN-Fragment (AS 165-310) lokalisiert werden. Die einzelnen Fraktionen
des Edman-Abbaus wurden aufgefangen, eingedampft und ihre Radioaktivitat im Flissig-Szintillations-
Counter gemessen. Fur das markierte Fragment der a-Untereinheit (AS 370-481) wurde eine hohe
Radioaktivitat an der zweiten Aminosaure, Tyrs71, beobachtet (Abb. 3.16). Somit konnte fur die a-
Untereinheit der sGC die Aminosaure, an der das PAL kovalent gekoppelt war, eindeutig bestimmt
werden. Flr das markierte Fragment der B-Untereinheit (AS 165-310) konnte innerhalb der ersten 66
Zyklen des Edman-Abbaus keine erhohte Radioaktivitat festgestellt werden (Abb. 3.16). Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass die Verknlpfung des PAL an der [3-Untereinheit wahrscheinlich innerhalb der

Aminosauren 231-310 liegt.

Radioaktivitat der Sequenzierfraktionen

4000
—e— a-Untereinheit, Fragment 8
3000 —o— B-Untereinheit, Fragment 5
g
< 2000
1000
O PL005050000000000000000000000000000000000000000000000
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Sequenzierfraktionen

Abbildung 3.16: Dargestellt ist die gemessene Radioaktivitdt (dpm) der einzelnen Fraktionen der
Peptidsequenzierung des radioaktiv markierten BrCN-Fragments 8 der a-Untereinheit (o) und des
Fragments 5 der S-Untereinheit (o).
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3.4.4 Enzymatische Spaltung der gelabelten sGC

Zur weiteren Lokalisation der markierten Aminosaure im Bereich 231-310 wurde die gelabelte
B-Untereinheit der sGC enzymatisch gespalten und die entstandenen Peptidfragmente mittels HPLC
getrennt. Dazu wurden durch 3H-PAL markierte und in einer SDS-PAGE getrennte Banden der
-Untereinheit aus den Gelen ausgeschnitten und, wie unter 2.6.10 beschrieben, durch Endoproteinase
LysC gespalten. Das so erzeugte Peptidgemisch wurde anschlie®end in einer HPLC auf einer uC18-
Saule mittels eines ACN/TFA-Gradienten getrennt und die erhaltenen Fraktionen auf ihre Radioaktivitat

hin untersucht. Abbildung 3.17 zeigt das HPLC-Chromatogramm sowie die Aktivitdt der einzelnen

Fraktionen.
HPLC-Chromatogramm der LysC-Peptidfragmente
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Abbildung 3.17: Gezeigt ist das bei einer Wellenlédnge von 215 nm (OD2ss)aufgenommene Peptid-
fragmentierungsmuster der durch Endoproteinase LysC gespaltenen und mittels HPLC getrennten
SGC-Fragmente. Die Verteilung der Radioaktivitdt der HPLC-Fraktionen (cpm) ist in Rot dargestellt.
Grau hinterlegt sind die Fraktionen, die fir die Rechromatographie eingesetzt wurden.

Die ber dem Hintergrundsignal liegenden vier Radioaktivitatsspitzen (Fraktion 14+15, Fraktion 29,
Fraktion 31 und Fraktion 37+38) wurden in einer Rechromatographie mit einem ACN/Phosphatpuffer-
Gradienten getrennt, wobei nur flr die Fraktionen 14+15 ein Peptidsignal im Chromatogramm gefunden
werden konnte, welches mit einer erhdhten Radioaktivitat korrespondierte (Abb. 3.18A). Das in der
Rechromatographie der Fraktionen 14+15 gefundene Peptid wurde anschlielend durch N-terminale
Sequenzierung identifiziert und die einzelnen Fraktionen des Edman-Abbaus zur Messung der

Radioaktivitatsverteilung aufgefangen. Die Sequenzierung identifizierte das Peptid als humanes Keratin
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und somit als Verunreinigung der Probe. Ubereinstimmend dazu zeigte die Aktivitatsverteilung in
Abbildung 3.18B einen exponentiellen Abfalls des Signals, wie er fiir unspezifisch mitgeflhrte
Radioaktivitat zu erwarten war. Somit konnte mit dieser Methode der durch das PAL markierte Bereich

der B-Untereinheit der sGC nicht weiter eingegrenzt werden.

Rechromatographie der Fraktionen 14+15
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Abbildung 3.18: In der in A gezeigten Rechromatographie (OD215) der Fraktionen 14+15 der HPLC-
Trennung (Abb. 3.17) konnten zahlreiche verschiedene Peptide voneinander separiert werden. Die in Rot
angegebene Radioaktivitét (com) der einzelnen Fraktionen der Rechromatographie zeigt einen Anstieg
an Position 4 und 5. Die Peptidfragmente dieser beiden Fraktionen wurden anschlieSend Sequenziert.
Die Radioaktivitét der aufgefangenen 36 Sequenzierzyklen ist in B dargestellt.
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3.5 Expression des N-terminalen Fragments der B-Untereinheit der sGC

Um das hambindende Fragment der sGC sowohl fiir spektroskopische Untersuchungen als auch fiir
Rezeptorbindungsuntersuchungen zur Verfiigung zu haben, wurde diese Doméane heterolog in E. Coli
exprimiert. Dazu wurde durch Mutagenese eine Ndel-Schnittestelle vor das Start-ATG sowie nach 200
Aminoséuren ein doppeltes Stop-Codon in die cDNA der B-Untereinheit eingefligt. Die so veranderte
cDNA wurde anschlieRend in den prokaryotischen Expressionsvektor pET22b kloniert und in den
E. Coli-Stamm BL21 (pLysS) DE3 transformiert. Die Expression wurde, wie unter 2.5.7 beschrieben,
durchgefiihrt. Nach dem Lysieren der Zellen wurde der 100.000 g Uberstand iiber Zentrifugations-
lonenaustauscher aufgereinigt (siehe 2.6.7) und die exprimierte B-Untereinheit im Westernblot, wie
unter 2.6.5 beschrieben, detektiert. Die nachfolgende Abbildung zeigt den Westernblot der einzelnen
Eluate des Anionenaustauschers.
N NaCl
A R I
Q° A ebﬁ e N N

20 KDa—»
Coomassie

20 KDa—» T —
Westernblot

Abbildung 3.19: Dargestellt ist ein Coomassie geférbtes Gel (oben) und der Westernblot (unten) der
Expression des 200 AS N-terminalen Fagments der S-Untereinheit in E. Coli. Aufgetragen wurde der
100,000 g Uberstand sowie die verschiedenen eluierten Fraktionen des Anionenaustauschers. Fiir den
Westernblot wurde polyklonales Anti--Antiserum verwendet.

Wie in Abbildung 3.19 dargestellt, konnte mit dem Anti-B-Antiserum eine Bande mit dem erwarteten
Molekulargewicht von ca. 20 kDa detektiert werden, die bei einer NaCl-Konzentration zwischen 400-500
mM eluierte. In der Coomassie gefarbten SDS-PAGE der gleichen Proben konnte jedoch keine
Anreicherung einer Bande beobachtet werden, so dass davon ausgegangen werden muss, dass das
gewtlinschte Fragment zwar I6slich ist, jedoch nur gering exprimiert wird. Da fir die nachfolgenden

Untersuchungen, wie UV/Vis-Spektroskopie oder Rezeptorbindungsstudien, groflere Mengen des
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Proteinfragments erforderlich sind, muss die Expression weiter optimiert werden. Dariber hinaus liele
sich das exprimierte Fragment durch das Einfligen eines ,Tags* leichter aufreinigen und in hoherer

Konzentration eluieren.

3.6 Untersuchungen zur Ham-ODQ Wechselwirkung

Die Inkubation der sGC mit dem sGC-Inhibitor ODQ fuihrte zu einer Potenzierung der Wirkung von BAY
58-2667 durch eine starke Erhohung der maximalen katalytischen Aktivitat Vmax sowie zu einer
Verdopplung der sattigbaren Bindung in den Rezeptorbindungsstudien (3.2.2 und 3.3.1). Deshalb sollte
untersucht werden, ob ODQ diesen Effekt Uber die Oxidation der prosthetischen Hamgruppe erzielt,
oder ob eventuell andere Ham-unabhangige Mechanismen hierflr verantwortlich sind. Zu diesem

Zweck musste eine Methode zur Entfernung der Hamgruppe kleinster Enzymmengen etabliert werden.

3.6.1 Entfernung bzw. Rekonstitution des prosthetischen Hams der sGC

Obwohl in der Literatur mehrere Methoden zur Entfernung der prosthetischen Hamgruppe unter
Verwendung von Tween-20 beschrieben sind, zeigte sich in unseren Untersuchungen, dass die
notwendige Trennung des hamfreien Enzyms von Detergenz und freiem Ham nach den bekannten
Protokollen nur unzureichend mdglich bzw. &ulerst umstandlich ist. Aus diesem Grund wurde eine
Methode zur Aufreinigung der hamfreien sGC auf Basis kauflicher Zentrifugations-lonenaustauscher
entwickelt. Dazu wurde, wie unter 2.6.7 beschrieben, ein Testansatz aus BSA, Tween-20 und Zink-

Porphyrin zusammengegeben und anschlieend Uber diese lonenaustauscher getrennt.

Detektion von Tween-20 und BSA Abbildung 3.20: Dargestellt ist eine Protein-
0.5- bestimmung nach Bradford der einzelnen Eluate
1o des mit BSA, Tween-20 und ZnPP beladenen
0.44 lonenaustauschers. Die starke Interferenz dieser
g 03] Methode mit Detergenzien wurde zu deren
S . 25 Detektion verwendet. Tween-20 eluierte vollstandig
] in der ersten Fraktion (f1) wéhrend das gebundene
0.1 Protein erst durch 300 mM NaCl (e1) von der
00 —_ S&ulenmatrix eluiert werden konnte.
QS & & @&
‘&’é’\ & \@'5’\ ) @é’\ ) & )
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Abbildung 3.20 zeigt das Ergebnis der chromatographischen Trennung des Probenansatzes bestehend
aus BSA, Tween-20 und ZnPP. Die starke Interferenz der Proteinbestimmung nach Bradford mit
Detergenzien wurde zur Detektion des Tween-20 verwendet. Der Durchfluss des Testansatzes (f1)
zeigte eine starke Farbreaktion, wahrend in der Fraktion des ersten Waschschritts (w1) kein
Farbumschlag zu sehen war. Somit konnte die problematischste Fraktion des Testansatzes, das
Tween-20, in einem einzigen Schritt entfernt werden. Der Proteinanteil der Lésung wurde von der
Saulenmatrix adsorbiert und konnte mit einer Ausbeute von ca. 70% durch Zugabe von 300 mM NaCl
enthaltenden Puffers (e1) eluiert werden. In den folgenden Elutionsschritten (€1, r1) wurde nur eine
vernachlassigbare weitere Elution an Protein erzielt. Der ZnPP-Gehalt der einzelnen Fraktionen wurde
durch UV/Vis-Spektroskopie bestimmt. 94% des ZnPP konnten an die S&ulenmatrix gebunden werden.
Eine kleine Restmenge an ZnPP befand sich im Durchfluss (Abb. 3.21B). Im Gegensatz dazu liel3 sich,
sowohl in der ersten Waschfraktion als auch am eluierten Protein, kaum ZnPP mehr nachweisen (Abb.
3.21C). Das an die Saulenmatrix gebundene Porphyrin konnte selbst durch Zugabe von 1M NaCl
enthaltenden Puffer nicht eluiert werden. Somit konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe dieser Methode

Detergenz sowie mikromolare Mengen an Porphyrin vom Proteinanteil einer Losung getrennt werden

kénnen.
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Abbildung 3.21: Dargestellt sind die aufgenommenen UV/Vis-Spektren des Testansatzes sowie der
einzelnen Fraktionen der chromatographischen Trennung. Das UV/Vis-Spektrum des Testansatzes und
des Durchflusses ist in A, das des Durchflusses und des ersten Waschschrittes in B gezeigt. Das
UV/Vis-Spektrum des eluierten Proteins ist in C dargestell.

3.6.2 Vergleich der ODQ-Wirkung an hamhaltiger und hamfreier sGC

Zur Untersuchung, ob ODQ einen Ham-unabhangigen Effekt auf die BAY 58-2667-induzierte Enzym-
aktivierung zeigt, wurde die prosthetische Hamgruppe des Enzyms mit der unter 2.6.7 beschriebenen
Methode entfernt. Als Kontrolle wurde die sGC unter identischen Bedingungen, jedoch ohne vorherige

Inkubation mit Detergenz, chromatographiert.
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——sGC Abbildung 3.22: Dargestellt sind die UV/Vis-

""""" SGC + Tween-20 Spektren der mit und ohne Tween-20 inkubierten
und anschlieBend chromatographierten sGC. Die
Spektren sind die Mittelwerte vier unabhéngiger
Experimente normiert auf die Proteinkonzentration.
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Nach Inkubation der sGC in An- und Abwesenheit von Tween-20 (siche 2.6.7) und anschlieRender
chromatographischer Trennung des Enzyms von Detergenz und freiem Ham wurden UV/Vis-Spektren
aufgenommen. Die ohne Tween-20 inkubierte Kontrolle zeigte die unveranderte Soretbande bei
431 nm, wahrend die Inkubation mit 2% Tween-20 zu einer vollstandigen Entfernung der prosthetischen
Hamgruppe fihrte (sieche Abb. 3.22). Die so gewonnene hamhaltige bzw. hamfreie sGC wurde

anschlielend fur Aktivitdtsassays und Rezeptorbindungsstudien verwendet.
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Abbildung 3.23: Die nach dem UV/Vis-Spektrum (Abb. 3.22) hdmhaltige sGC wurde fiir Aktivitéts-
assays (A, B) und parallel dazu fiir Rezeptorbindungsuntersuchungen (C) verwendet. Dargestellt ist in A
die spezifische Aktivitat des hdmhaltigen Enzyms (nmol x mg-' x min-?) in Anwesenheit Hdm-abhéngiger
Stimulatoren (DEA/NO, BAY 41-2272). B zeigt die Stimulation der hdmhaltigen sGC mit steigender
Konzentration des Hdm-unabhéngigen Aktivators BAY 58-2667, bzw. durch 100 nM BAY 58-2667, in
Kombination mit einer steigenden Konzentration an ODQ. Die gesteigerte spezifische Bindung von
3H-BAY 58-2667 an die sGC (als dpm) mit zunehmender Konzentration an ODQ ist in C dargestell.

Die hamhaltige sGC wurde durch die Hdm-abhangigen sGC-Stimulatoren BAY 41-2272 und DEA/NO
konzentrationsabhangig um den Faktor 12,9 bzw. 116 aktiviert. In Gegenwart von 10 nM DEA/NO, eine

Konzentration, welche nur zu einer geringfiigigen Aktivierung der sGC fiihrte, wurde eine Potenzierung
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der Wirkung von BAY 41-2272 um Uber 450% beobachtet (Abb. 3.23A). Der Hdm-unabhangige sGC-
Aktivator BAY 58-2667 aktivierte die sGC konzentrationsabhangig um Faktor 31,1. Zur Bestimmung des
ECso-Wertes flir ODQ an der BAY 58-2667 aktivierten sGC wurde das Enzym mit 100 nM BAY 58-2667
sowie einer steigenden Konzentration an ODQ inkubiert. Der sGC-Inhibitor filhrte zu einer Steigerung
der BAY 58-2667 induzierten sGC-Aktivierung mit einem ECso-Wert von 190 nM (Abb. 3.23B). Parallel
dazu wurde in einer Rezeptorbindungsstudie eine, mit steigender Konzentration an ODQ, erhdhte
Bindung von 3H-BAY 58-2667 an das Enzym beobachtet. Aus den in Abb. 3.23C gezeigten Daten
wurde ein ECso-Wert von 170 nM ermittelt.

Die chromatographierte hamfreie sGC (siehe UV/Vis-Spektrum Abb. 3.22) wurde im sGC-Aktivitatstest
und in Rezeptorbindungsstudien verwendet. Die Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren DEA/NO und BAY
41-2272 zeigten an dieser Enzympraparation nahezu keine Wirkung (Abb. 3.24A). BAY 41-2272
erreichte eine maximale Enzymaktivierung um den Faktor 2,8, die in Gegenwart von 10 nM DEA/NO bis
auf den Faktor 5,8 stieg. DEA/NO selbst aktivierte die sGC um den Faktor 14,7 bei einem
unverandertem ECso-Wert, was einem Wirkungsverlust von 92% gegeniber der hamhaltigen sGC
entspricht. Der Ham-unabhangige sGC-Aktivator BAY 58-2667 fuhrte zu einer starken Aktivierung der
hamfreien sGC um den Faktor 63, der durch die Zugabe von ODQ nicht weiter steigerbar war (Abb.
3.24B). In der Rezeptorbindungsstudie wurde eine Bindung von 3H-BAY 58-2667 auf hohem Niveau
beobachtet, die durch steigende Konzentrationen von ODQ unbeeinflusst blieb (Abb. 3.24C).
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Abbildung 3.24: Die chromatographierte hdmfreie sGC wurde fiir Aktivitatsassays (A, B) und parallel
dazu fir Rezeptorbindungsuntersuchungen (C) verwendet. Dargestellt ist in A die spezifische Aktivitét
des hdmfreien Enzyms (nmol x mg' x min-") in Anwesenheit Hdm-abhéngiger Stimulatoren (DEA/NO,
BAY 41-2272). B zeigt die Stimulation der hédmfreien sGC mit steigender Konzentration des H&m-
unabhéngigen Aktivators BAY 58-2667, sowie durch 100 nM BAY 58-2667 in Kombination mit einer
steigenden Konzentration an ODQ. Die spezifische Bindung von 3H-BAY 58-2667 an die sGC (als dpm)
mit zunehmender Konzentration an ODQ ist in C dargestellt.
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3.6.3 Einfluss der Ham-Oxidation auf die Bindung von BAY 58-2667

Um abzukléren, ob die einzige Wirkung von ODQ tber die Oxidation der Hamgruppe der sGC vermittelt
wird, wurde eine Rezeptorbindungsstudie einerseits in Anwesenheit von ODQ und andererseits in
Gegenwart des unspezifischen Oxidationsmittels Kaliumhexacyanoferrat durchgefiihrt. Abb. 3.25 zeigt,
dass sich die maximale sattigbare Bindung von 3H-BAY 58-2667 an die sGC durch Zugabe von ODQ
(10 uM) verdoppelte. Dieser Effekt lieR sich ebenfalls durch das unspezifische Oxidationsmittel

Kaliumhexacyanoferrat (10 uM, 100 uM) erzielen.

Abbildung 3.25: Dargestellt ist die maximale
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3.7 Charakterisierung der Himbindungsstelle der sGC

Aufgrund fehlender Kristallstrukturen, bzw. Homologiemodelle anderer Hamproteine, ist der Aufbau der
hambindenden Domane der sGC unbekannt. Nach bisherigem Kenntnisstand ist der N-terminale
Bereich der B-Untereinheit der sGC verantwortlich fir die Bindung der prosthetischen Hamgruppe. In
dieser Untereinheit konnte, gestitzt durch zahlreiche spektroskopische Befunde, das Histidinios als

axialer Ligand des zentralen Eisens der Hamgruppe identifiziert werden.

3.7.1 Identifizierung von an der Himbindung beteiligter Aminosauren

Es ist bekannt, dass die N-terminalen 200 Aminos&uren der -Untereinheit der sGC ausreichen, um
eine hambindende Doméne zu formen. Fur die Besetzung dieser Bindungstasche ist die Ausbildung

einer Bindung des zentralen Hameisens an das Histidinios dieser Domane essenziell. Daruber hinaus
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konnte die Bedeutung der Propionate des Hams fur dessen Bindung an die sGC nachgewiesen werden.
Als Interaktionspartner dieser Propionate konnten in diversen Hamproteinen basische Aminosauren
identifiziert werden. Basierend auf diesen Informationen wurde ein BLAST-Search mit anschlie®endem
Multisequenzalignment durchgefiihrt, um maégliche an der Bindung der Hamgruppe beteiligte Amino-
sauren zu identifizieren. Der BLAST-Search mit der Sequenz der ersten 200 Aminosauren der
B1-Untereinheit der Ratten-sGC lieferte Sequenzen verschiedener P1-, B2- sowie au- und oo-
Untereinheiten diverser Spezies. Dariiber hinaus wurden einige prokaryotische Sequenzen unbekannter
Funktion identifiziert. In dem in Abbildung 3.26 gezeigten Multisequenzalignment wurden ausschlieRlich

Sequenzen verwendet, von denen die Fahigkeit zur Hdmbindung bekannt war.

N\
AN A=A —
. 20 . 40 . 60 . 80
Betal Rat_(Q8CHS8) 1 : MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGEILQMFGKMFFVFCQES : 81
Betal Human_(Q02153) 1 : MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGEILQMFGKMFFVFCQES : 81
Betal Mouse (054865) 1 : MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGEILQMFGKMFFVFCQES : 81
Betal Bovine (P16068) 1 : MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGEILQMFGKMFFVFCQES : 81
Betal Medakafish_(P79998) 1 : MYGFVNHALELLVLRNYGPEVWEDIKREAQLDIEGQFLVRIIYEDAKTYDLVAAASKVLKINAGDILQMFGKMFFEFCQES : 81
Betal Pufferfish_ (Q90VY5) 1 : MYGFVNHALELLVLRNYGPEVWEDIKREAQLDIEGQFLVRIIYEDAKTYDLVAAASKVLKIDAGDILQLFGKMFFEFCQES : 81
Betal SeaUrchin_(Q95NK5) 1 : MYGFVNHALELLVLREHGKDKWEEIKREAAVEIEGSFLVRIVYDDVLSYDLVGAAVKVLEISANDLLEAFGRMFFEFCVES : 81
Betal Drosophila_(Q9VA09) 1 : MYGFVNYALELLVLKHFGEEIWEKIKKKAMVSMEGQFLVRQIYDDEITYNLIGAAVEILNIPADDILELFGKTFFEFCQDS : 81
Betal Anopheles_(Q17010) 1 : -YGFVNYALELLVLKNFGLNIWEQIKKKAQVNMEGQFLVRQIYEDDITYNLIEAAVDILNIPAGDILELFGKTFFEFCQDS : 80
Betal_ ManducaSexta (077106) 1 : MYGFVNYALELLVMKTFDEETWETIKKKADVAMEGSFLVRQIYEDEITYNLITAAVEVLQIPADAILELFGKTFFEFCQDS : 81
Beta2 Rat_(P22717) 1 : MYGFINTCLQSLVTEKFGEETWEKLK--APAEVQDVEMTYTVYDDIITIKLIQEACKVLDVSMEAILKLFGEYFFKFCKMS : 79
Beta2 Mouse (Q8BXH3) 82 : MYGFINTCLQSLVTEKFGEETWEKLK--ASAEVQDVFMTYTVYDDTITVKLIQEACKALDVSMEAILKLFGEYFFKFCKMS : 160
Beta3 ManducaSexta_(076340) 1 : MYGLLLENMAEYIRQTYGEERWEDIRRQAGVE-QPSFSVHQVYPENLITRLAKKAQEVLGITEREFMDQMGVYFVGEVSQY : 80
Unknown_Nostoc_ (Q8YUQ7) 1 : MYGLVNKAIQDMISKHHGEDTWEAIKQKAGLEDIDFFVGMEAYSDDVTYHLVGAASEVLGKPAEELLIAFGEYWVTYTSEE : 81
Unknown_Vibrio_ (Q9KLM3) 11 MQGIIYTVLSDMVIEKFGVLFWDQMLEDLKPSSEGVYTSGQQYNDDELLMVGYLiEKAQIPAPDLVRAYGEYLFTHLFNS ;91
— N
I 4
. 100 . 120 = 140 “ 160
Betal Rat (Q8CHS8) 82 : GYDTILRVLGSNVREFLONLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKGLILHYYSEREGLQODIVIGIIKTVAQQIHGTEI : 162
Betal Human_(Q02153) 82 : GYDTILRVLGSNVREFLONLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKGLILHYYSEREGLQDIVIGIIKTVAQQIHGTEI : 162
Betal Mouse (054865) 82 : GYDTILRVLGSNVREFLONLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKGLILHYYSEREGLQDIVIGIIKTVAQQIHGTEI : 162
Betal Bovine_(P16068) 82 : GYDTILRVLGSNVREFLONLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDADKGKGLILHYYSEREGLQDIVIGIIKTVAQQIHGTEI : 162
Betal Medakafish_(P79998) 82 : GYDTILRVLGSNVREFLONLDALHDHLGTIYPGMRAPSFRCTDAEKGNNLILHYYSEREGLQDIVIGIIKTVAQQIHGTEI : 162
Betal Pufferfish_(Q90VY5) 82 : GYDTILRVLGSNVREFLONLDALHDHLGTIYPGMRAPSFRCTDAEKGNSLILHYYSEREGLQODIVIGIIKTVAQQIHGTEI : 162
Betal_ SeaUrchin_(Q95NK5) 82 : GYDNILNVLGSTTRHFLONLDALHDHLASIYPGMRAPSFRCSTRESDGALVLHYYSERPGLEHIVIGLVRSVAKTLHGSEV : 162
Betal Drosophila_(Q9VA09) 82 : GYDKILQVLGATPRDFLONLDALHDHLGTLYPGMRAPSFRCTEKD--GELLLHYYSERPGLEHIVIGIVKAVASKLHGVEV : 160
Betal_Anopheles_(Q17010) 81 : GYDKILQVLGATPRDFLONLDALHDHLGTLYPGMRAPSFRCTETN--GQLVLHYYSERPGLEHIVIGIVKAVASKLHGVDV : 159
Betal ManducaSexta_(077106) 82 : GYDKILQVLGATPRDFLONLDGLHDHLGTLYPGMRSPSFRCTERPEDGALVLHYYSDRPGLEHIVIGIVKTVASKLHNTEV : 162
Beta2 Rat (P22717) 80 : GYDRMLRTLGGNLTEFIENLDALHSYLALSYQEMNAPSFRVEEGA-DGAMLLHYYSDRHGLCHIVPGIIEAVAKDFFDTDV : 159
Beta2 Mouse (Q8BXH3) 161 : GYDRMLRTLGGNLTEFIENLDALHSYLALSYQEMNAPSFRVEGGA-DGAMRLHYYSDRRGLCHIVPGIIEAVAKDFFDTDV : 240
Beta3 ManducaSexta_(076340) 81 : GYDRVLSVLGRHMRDFLNGLDNLHEYLKFSYPRMRAPSFICENETR-QGLTLHYRSKRRGFVYYAMGQIREVARHFYHKEM : 160
Unknown_Nostoc_ (Q8YUQ7) 82 : GYGELLASAGDSLPEFMENLDNLHARVGLSFPQLRPPAFECQHTS-SKSMELHYQSTRCGLAPMVLGLLHGLGKRFQTKVE : 161
Unknown_Vibrio_ (Q9KLM3) 92 : LPEN-YPHKSDLKTFLLSVDKVIHKEVQRLYPDAYLPQFENRVEEK--TLTMSYYSKRQLCAAAEGLILGAAKQFNQPVKI : 169

* * * * % % *% %

Abbildung 3.26: Dargestellt ist ein Multisequenzalignment verschiedener hdmbindender Proteine,
welche eine Homologie zur N-terminalen Doméne der S-Untereinheit der Ratten-sGC aufweisen. Die
vorhergesagte Sekundérstruktur des Consensus ist (ber den Sequenzen angegeben. Spiralen
symbolisieren o-Helices, wéhrend pS-Faltblétter durch Pfeile dargestellt sind. Farblich markiert sind
invariante bzw. konservierte Aminoséuren nach folgendem Schema: Gelb = hydrophobe bzw.
aromatische Reste (ALICVMFHWY), grin = polare Reste (HYSEDKRTQN), blau = negative
Seitenketten (DE) und rot = positive Seitenketten (HRK). Die fiir Mutagenesestudien ausgewéhlten
Aminoséuren sind durch einen Stern markiert.
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3.7.2 Konstruktion und Screening der sGC-Mutanten

Die in Abbildung 3.26 markierten Aminosauren BSss, BH10s, BR116, BK129, BY135, BS137, BR139, BQus5,
BQis6 und BH1ss wurden ausgetauscht und die Mutanten nach transienter Transfektion in einer cGMP
Reporterzelle getestet (siehe 2.5.8). Um nachzuweisen, dass dieses Screeningsystem in der Lage ist,
hamhaltige und hamfreie sGC zu unterscheiden, wurde neben WT-sGC der Mutant BH1osF in die cGMP
Reporterzellen transfiziert. Ein Austausch dieses axialen Hamliganden flihrt zur Expression hamfreier
sGC. Die Ergebnisse der Validierung des Testsystems durch die WT-sGC und die BH10sF-sGC ist in der
Abbildung 3.27 gezeigt.
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Abbildung 3.27: Dargestellt ist die konzentrationsabhédngige Aktivierung der WT-sGC (A, B) und
SHi0sF-sGC (C, D) durch die Hém-abhéngigen Stimulatoren DEA/NO und BAY 41-2272, sowie den
Hém-unabhéngigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine und in Kombination mit DEA/NO (10 nM) bzw.
ODQ (10 uM) in der transient transfizierten cGMP Reporterzelle.

Eine Inkubation der WT-sGC transfizierten Reporterzellen mit den Hadm-abhangigen sGC-Stimulatoren

DEA/NO und BAY 41-2272 flihrte zu einer konzentrationsabhangigen Aktivierung des Enzyms. In
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Gegenwart einer geringen Konzentration DEA/NO (10 nM), die selber nur zu einer schwachen
Aktivierung des Enzyms flihrte (2,2-fach), kam es zu einer Steigerung der maximalen Wirkung von BAY
41-2272 um 60%. Die Aktivierung der sGC durch BAY 58-2667 konnte durch Zugabe von ODQ (10 uM)
stark potenziert werden. Dieses charakteristische Aktivierungsprofil stimmt mit den Befunden am
gereinigten hamhaltigen Enzym dberein (sieche 3.2.1). Im Gegensatz dazu zeigte die BH10sF-sGC das
erwartete Aktivierungsmuster hamfreier sGC. Weder NO noch BAY 41-2272, allein und in Kombination,
fuhrten zu einer Aktivierung dieses Mutanten. Erwartungsgemal konnte die Wirkung von BAY 58-2667
durch ODQ nicht weiter gesteigert werden. Die erzielten jeweiligen maximalen Stimulationen sowie
ECso-Werte sind in Tabelle 3.3 aufgefihrt. Das hier verwendete Testsystem stellt eine einfache und
reproduzierbare Methode zur Unterscheidung hémhaltiger und hamfreier sGC dar und ist somit
geeignet, die An- oder Abwesenheit der Hamgruppe der verschiedenen generierten sGC-Mutanten
nachzuweisen. Die Aktivierungsprofile der BY13sF und BR13sL Mutanten sind in der folgenden Abbildung

dargestellt.
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Abbildung 3.28: Dargestellt ist sowohl die konzentrationsabhéngige Aktivierung der [Y13sF-SGC (A,
B) und pR139L-sGC (C, D) durch den Hém-abhéngigen Stimulator BAY 41-2272 sowie den Ham-
unabhéngigen sGC-Aktivator BAY 58-2667, alleine und in Kombination mit DEA/NO (10 nM) bzw.
ODQ (10 uM) in der transient transfizierten cGMP Reporterzelle.
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Beide Mutanten zeigten das typische Aktivierungsprofil hamfreier sGC. Weder DEA/NO noch BAY
41-2272 fihrten zu einer mit der WT-sGC vergleichbaren Aktivierung des Enzyms (Abb.: 3.28, Tabelle
3.3). Lediglich in den hdchsten Konzentrationen von BAY 41-2272 konnte eine leichte Stimulation um
den Faktor 1,5 bis 3,0 beobachtet werden (siehe Tabelle 3.3). Im Gegensatz dazu konnten beide
Mutanten durch BAY 58-2667 konzentrationsabhangig aktiviert werden, wobei die jeweiligen ECso.
Werte um den Faktor 28 (BY+3sF) bzw. 103 (BR13L) uber den Werten des mit ODQ behandelten
WT-Enzyms lagen. ODQ fiihrte bei beiden Mutanten zu keiner weiteren Verstarkung der sGC-

Aktivierung durch BAY 58-2667, was auf den Verlust der Himgruppe hindeutet.
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Abbildung 3.29: Dargestellt ist sowohl die konzentrationsabhéngige Aktivierung der Y135A-sGC (A, B)
und pRi139A-sGC (C, D) durch den Hém-abhéngigen Stimulator BAY 41-2272 sowie den Ham-
unabhéngigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine und in Kombination mit DEA/NO (10 nM) bzw. ODQ
(10 uM) in der transient transfizierten cGMP Reporterzelle.

Der Austausch des Tyriss, bzw. des Argise, gegen Alanin flhrte zu vergleichbaren Aktivierungsprofilen
(Abb. 3.29). Beide Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren DEA/NO sowie BAY 41-2272 flihrten in den

hochsten eingesetzten Konzentrationen allein und in Kombination zu keiner Aktivierung beider
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Mutanten. Im Gegensatz dazu wurde eine BAY 58-2667-induzierte konzentrationsabhangige Akti-
vierung beider Mutanten beobachtet, welche durch zusatzliches ODQ nicht steigerbar war. Ahnliche
ECso-Werte wurden fiir BAY 58-2667 am BY13sA- und BY13sF-Mutanten ermittelt, wogegen die maxi-
male Aktivierung der BY13sA-sGC (Faktor 6,4) geringer ausfiel als bei der WT- bzw. BY13sF-sGC (siehe
Tabelle 3.3).

A BYR-FL B BYR-FL
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Abbildung 3.30: Dargestellt ist sowohl die konzentrationsabhéngige Aktivierung der Doppelmutanten
SY13s5F+ Rzl (A, B) sowie [Y13sA+R130A (C, D) durch den Hém-abhéngigen Stimulator BAY
41-2272 sowie den Ham-unabhéngigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine und in Kombination mit
DEA/NO (10 nM) bzw. ODQ (10 uM) in der transfizierten cGMP Reporterzelle.

Der Austausch des Argias gegen Alanin filhrte zu einem Enzym, welches durch BAY 58-2667 aktivierbar
war, wobei jedoch die maximale Aktivierung mit den im Test einsetzbaren Konzentrationen nicht erreicht
werden konnte. Aus dem extrapolierten Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve wurde ein ECso-Wert
fur BAY 58-2667 am BR13sA-Mutanten von ca. 7 uM abgeleitet. Die extrapolierte maximale Stimulation

war vergleichbar mit der des nativen Enzyms (Tabelle 3.3).
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Der gleichzeitige Austausch des Tyriss gegen Phenylalanin und Argisg gegen Leucin (BYR-FL) fuhrte
zum typischen Aktivierungsprofil hamfreier sGC, wie es bereits fur die oben genannten Einzelmutanten
gezeigt wurde (Abb. 3.30). Aus der nicht-linearen Regression wurde ein ECso-Wert flr BAY 58-2667
von 8,3 uM bestimmt (Tabelle 3.3). Die maximale Stimulation erreichte das Niveau des WT-Enzyms.
Der gleichzeitige Austausch des Tyriss und Argiss gegen Alanin (BYR-AA) flihrte zu einem Enzym,
welches weder durch NO, BAY 41-2272 oder BAY 58-2667 alleine, noch in Kombination mit DEA/NO,

bzw. ODQ, aktiviert werden konnte. Tabelle 3.3 fasst die Ergebnisse dieser Versuche zusammen.

sGC BAY 41-2272 BAY 58-2667
Mutanten
-NO + 10 nM NO -0DQ + 10 uM ODQ
ECso[nM]  Faktor | ECso[nM] Faktor | ECso[nM] Faktor | ECso[nM] Faktor
WT | 607 £ 59 159+ 04 386 + 44 254+ 05 88.7 £ 12 743+0.14 (168 £+ 2.7 256 + 0.5
BH105F nd 2.09 + 0.08 nd 244+ 015 |119 £ 34 732+0.20 |11.0 £ 3.8 7.98 £ 0.27
BY135F nd 1.63 + 0.03 nd 3.04+0.10 |471 +£+45 339+ 06 |[366 +32 338 + 0.6
BY135A nd nd nd nd 460 + 93 6.60+0.23 |264 * 51 6.36 £ 0.17
BR139L nd 1.75 £ 0.08 nd 291+£0.21 |1725+ 398 219+1.31 |1011+ 294 211 £ 1.6
BR139A nd nd nd nd 7000° 257 7000° 257
BYR-FL nd nd nd nd 8300° 25° 7000° 23°
BYR-AA nd nd nd nd nd nd nd nd

Tabelle 3.3: Dargestellt sind die ermittelten ECso-Werte (nM) sowie die maximalen Aktivierungsfaktoren
von BAY 41-2272 und BAY 58-2667 in An- und Abwesenheit von DEA/NO, bzw. ODQ, fiir die
verschiedenen sGC-Mutanten. nd = nicht detektierbar, @ = durch Extrapolation ermittelte Werte.

Alle konstruierten Mutanten wurden mit 10 nM und 1 uM DEA/NO inkubiert. Das native WT-Enzym liel}
sich durch beide Konzentrationen DEA/NO um Faktor 2,2 bzw. 27,8 aktivieren, wahrend die in
Tabelle 3.3 aufgeflihrten sGC-Mutanten nicht NO-stimulierbar waren (Abb. 3.31). Die restlichen nach
dem Sequenzalignment (Abb. 3.26) konstruierten Mutanten BSse, BR116, BK129, BS137, BQis5, BQ1s6 und
BHiss zeigten in Gegenwart von DEA/NO, BAY 41-2272 oder BAY 58-267 ein dem WT-Enzym

vergleichbares Aktivierungsprofil und wurden deshalb nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 3.31: Dargestellt ist die Aktivierung des WT-Enzyms und verschiedener sGC-Mutanten
durch 10 nM (A) bzw. 1 uM DEA/NO (B) in der transient transfizierten cGMP Reporterzelle. Die
Enzymaktivierung ist aufgetragen als Stimulationsfaktor normiert auf die transfizierte und nicht
stimulierte Kontrolle. Die Daten zeigen die Mittelwerte £ SEM von 6-16 unabhéngigen
Experimenten.

3.7.3 PPIX-Rekonstitution an exprimierten BY135F- und BR13sL-Mutanten

Die oben beschriebenen Mutagenesestudien legten eine malgebliche Bedeutung der OH-Gruppe des
Tyrosinss3s und der positiven Ladung des Argininsiag flr die Bindung der prosthetischen Hamgruppe
der sGC nahe. Aus diesem Grund wurde versucht, das native WT-Enzym, bzw. die BY13sF- und BRi3eL-
Mutanten, mit PPIX zu rekonstituieren. PPIX, die eisenfreie Vorstufe des Hams, imitiert den Nitrosyl-
Ham-Komlex und fiihrt dadurch zu einer Aktivierung der sGC. WT-, BY13sF- und BR13L-sGC wurde
transient in CHO-Zellen exprimiert und der sGC-haltige 100.000 g Uberstand der lysierten Zellen ohne
weitere Aufreinigungsschritte zur PPIX-Rekonstitution verwendet. Allen Ansatzen wurde Tween-20
zugegeben, um das in wassriger Losung als Dimer vorliegende PPIX zu monomerisieren und die
Rekonstitution der sGC mit PPIX zu erleichtern. Die folgende Abbildung fasst die Ergebnisse dieser

Experimente zusammen.

<17 e wr Abbildung 3.32: Dargestellt ist die durch PPIX-
< 80 © BetaY135F Rekonstitution induzierte Aktivierung der WT-,
. ol * Beta R139L SY135F- und SR139L-sGC. Die Enzymaktivierung ist
2 ] aufgetragen als Stimulationsfaktor normiert auf die
< 407 Basalaktivitit. Die Daten zeigen die Mittelwerte +
E 20_1 SEM dreier unabhéangiger Experimente, die im
? doppelten Ansatz durchgefiihrt wurden.
o -7 -6 -5 -4
PPIX [M]
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Die WT-sGC lieR sich konzentrationsabhangig mit PPIX rekonstituieren. Aus der nicht-linearen
Regression wurde eine maximale Aktivierung um den Faktor 79,3 mit einem ECso-Wert von 3,1 uM
ermittelt. Im Gegensatz dazu zeigte der PYissF-Mutant selbst in Gegenwart mikromolarer
Konzentrationen an PPIX keine Aktivierung. Auch fir den BR13sL-Austausch wurde nach Inkubation mit

30 uM PPIX nur eine maximale Aktivierung um den Faktor 3,1 beobachtet.

3.7.4 Aktivierung der nativen und oxidierten sGC durch hohe Konzentrationen BAY 58-2667

Um zu untersuchen, ob eine Kompetition zwischen BAY 58-2667 und der Himgruppe der sGC gegeben
ist (wie die unter 3.1.2 gezeigten spektroskopischen Befunde nahe legten), wurde die Aktivierung der
sGC durch hohe Konzentrationen BAY 58-2667 in An- und Abwesenheit von ODQ untersucht. In
Gegenwart von ODQ wurde eine konzentrationsabhangige, sigmoide Aktivierungskurve mit einem
ECso-Wert von 9,6 nM beobachtet. Ab ca. 300 nM stellte sich dabei eine Sattigung ein. Demgegeniber
wurde fiir das native Enzym ohne weitere Inkubation mit ODQ ein biphasischer Aktivierungsverlauf
beobachtet. Flr den ersten Aktivierungsschritt (von 0,5 nM bis ca. 50 nM BAY 58-2667) wurde ein
ECso-Wert von 3,6 nM ermittelt. Ab einer Konzentration von 10 uM BAY 58-2667 (bis zur Loslichkeits-
grenze der Substanz) konnte eine weitere Aktivierung des Enzyms beobachtet werden. Fir diesen
zweiten  Aktivierungsschritt  konnte, unter der Annahme einer vergleichbaren maximalen
Enzymaktivierung, wie sie fur die ODQ behandelte sGC beobachtet wurde, ein ECsp-Wert von ca.

135 uM extrapoliert werden.

250007 o BAY 58-2667 + 10 uM ODQ Abpildung "3.33: Darggstellt ist die kqn;en-
B 1 e BAY 58-2667 trationsabhéngige Aktivierung der gereinigten
> 20000- WT-sGC durch BAY 58-2667 in An- und
5 15000- Abwesenheit von ODQ aufgetragen als
% ] spezifische Aktivitdt (nmol x mg" x min-'). Die
2 10000 Daten zeigen die Mittelwerte + SEM von vier
qz,_ ] unabhéngigen Experimenten, die im doppelten
o 5000- Ansatz durchgefiihrt wurden.

045
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde die NO-unabhangige Aktivierung der I6slichen Guanylatcyclase durch die Ham-
abhangigen sGC-Stimulatoren BAY 41-2272 und BAY 41-8543 sowie den erst kurzlich entdeckten
Ham-unabhangigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 molekularbiologisch und biochemisch untersucht. Der
Schwerpunkt lag dabei auf der Klarung des bisher unbekannten Aktivierungsmechanismus durch
BAY 58-2667.

4.1 UVIVis-Spektroskopie

Da NO als Aktivator der sGC uber eine Interaktion mit dem zentralen Eisenatom der prosthetischen
Hamgruppe zur Aktivierung des Enzyms flihrt (Ignarro et al., 1987; Stone et al., 1995), sollte untersucht
werden, ob eine vergleichbare Interaktion mit den NO-unabhangigen sGC-Aktivatoren BAY 41-8543
und BAY 58-2667 ebenfalls zu beobachten war. In unseren Untersuchungen fiihrte NO, in
Ubereinstimmung mit publizierten Daten, zu einer Verschiebung der charakteristischen Soretbande des
Hams von 431 nm zu 398 nm (Ignarro et al., 1986; Honicka et al., 1999). Demgegen(iber konnte nach
Inkubation mit dem Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-8543 keine Veranderung der Soretbande
beobachtet werden. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die chemischen Analoga BAY 41-2272 und YC-1
beschrieben (Friebe und Kdsling, 1998; Denninger et al., 2000; Stasch et al., 2001). Der Ham-
unabhangige sGC-Aktivator BAY 58-2667 flhrte sowohl alleine als auch in Kombination mit NO
ebenfalls zu keiner Verschiebung des Absorptionsmaximums. Diese Ergebnisse sprechen gegen eine
direkte Interaktion beider NO-unabhéangigen Aktivatoren mit dem Hameisen und fur einen neuen
Wirkmechanismus. Allerdings kann durch diese UV/Vis-Spekiren eine madgliche Interaktion beider
Substanzklassen mit Teilen der Hdmbindungstasche der sGC oder mit Seitenketten des Hams nicht
ausgeschlossen werden. Eine solche Interaktion wurde flr den Ham-abhangigen Stimulator YC-1 am
NO bzw. CO aktivierten Enzym nach Raman-Resonanz-Spektroskopischen Untersuchungen postuliert,
und ware, in analoger Weise, auch flr BAY 41-8543 nicht ausgeschlossen (Denninger et al., 2000).
Insgesamt belegen diese Ergebnisse klar, dass sich die Akivierungsmechanismen der beiden
verschiedenen Klassen NO-unabhangiger sGC-Aktivatoren fundamental von dem der NO-induzierten

Enzymaktivierung unterscheiden.

86



Diskussion

4.2 Aktivierung der isolierten sGC durch BAY 41-8543 und BAY 58-2667

NO-unabhangige sGC-Stimulatoren wie YC-1, BAY 41-2272 oder BAY 41-8543 wurden in der Literatur
der letzten Jahre beschrieben (Ko et al., 1994; Milsch et al., 1997; Friebe und Késling, 1998; Stasch et
al., 2001, 2002a,b). Neben diesen bekannten NO-unabhangigen, aber Ham-abhangigen sGC-
Stimulatoren wurde vor kurzem der NO- und Ham-unabhangige sGC-Aktivator BAY 58-2667 entdeckt
(Stasch et al., 2002c). Die Charakteristika der sGC-Aktivierung durch BAY 58-2667 sowie BAY 41-8543
am rekombinanten hochgereinigtem Enzym wurden bestimmt und miteinander verglichen. Dazu wurden
Aktivierungsprofile beider Substanzen in Kombination mit verschiedenen Konzentrationen an NO-

Donoren als auch ODQ ermittelt.

BAY 41-8543 induzierte eine konzentrationsabhéngige Steigerung der Enzymaktivitat von 0,1 uM bis
100 M, welche in Kombination mit verschiedenen NO Konzentrationen zu einer starken iiberadditiven
Aktivierung der sGC flhrten. Erwartungsgemal reduzierte der sGC-Inhibitor ODQ die durch BAY
41-8543 induzierte Enzymaktivierung. Diese Ergebnisse bestatigen die beobachteten Charakteristika
der Ham-abhéngigen sGC-Stimulatoren BAY 41-2272 und YC-1 (Friebe et al., 1996; Miilsch et al.,
1997; Friebe und Kosling, 1998; Stasch et al., 2001, 2002a). BAY 58-2667 aktivierte die sGC
konzentrationsabhéngig von 1 nM bis 100 nM, und damit ab einer deutlich niedrigeren Schwellen-
konzentration als BAY 41-8543. Die Zugabe von unterschiedlichen NO-Konzentrationen flihrte nur zu
einem additiven Effekt (iber den gesamten getesteten Konzentrationsbereich von BAY 58-2667.
Uberaschenderweise potenzierte der sGC-Inhibitor ODQ die Wirkung von BAY 58-2667 auf die sGC-
Aktivierung (Stasch et al., 2002c). Es ist beschrieben, dass ODQ das Hameisen der sGC von Fe?* zu
Fed* oxidiert (Garthwaite et al, 1995; Schrammel et al., 1996; Zhao et al, 2000), was zu
Veranderungen der Sekundarstruktur des Enzyms fihrt (Stone et al., 1996; Kosarikov et al., 2001). Fir
eine solche strukturelle Veranderung am Enzym spricht auch die ODQ-induzierte Verschiebung des
Musters des BAY 58-2667 Photoaffinitatslabelings (siehe 3.4.2; Stasch et al., 2002c). Diese Struktur-
anderung der sGC, die, wie sich in spateren Untersuchungen dieser Arbeit herausstellte, auf einer
Verdrangung des oxidierten Hams durch BAY 58-2667 beruht, konnte flr die potenzierte Wirkung von
BAY 58-2667 in Gegenwart von ODQ mitverantwortlich sein. In Kombination hatten beide NO-
unabhangigen sGC-Aktivatoren BAY 58-2667 und BAY 41-8543 einen additiven Effekt auf die
Aktivierung der sGC. Diese Ergebnisse sprechen, ebenso wie die unterschiedlichen Aktivitatsprofile, fiir
das Vorhandensein verschiedener unabhangiger Mechanismen der Enzymaktivierung durch diese

beiden Substanzklassen.
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Da beide NO-unabhangigen sGC-Aktivatoren deutlich verschiedene Aktivierungsprofile zeigten, wurde
der Einfluss von BAY 41-8543 sowie BAY 58-2667 alleine und in Kombination mit NO bzw. ODQ auf die
kinetischen Parameter Km und Vimax am isolierten Enzym bestimmt. FUr die basale Enzymaktivitat wurde
ein Kn-Wert von 74 pM und ein Vimax-Wert 0,13 umol x mg-! x min-! bestimmt, in guter Ubereinstimmung
mit Messungen anderer Gruppen (Ignarro et al., 1984; Denninger et al., 2000; Lee et al., 2001). Die
Affinitdt der sGC zu ihrem Substrat GTP wurde durch die verschiedenen sGC-Modulatoren kaum
beeinflusst. ODQ filhrte zu einer leichten Erhdhung des in Anwesenheit von BAY 41-8543 bzw. BAY
58-2667 bestimmten Kn-Wertes, wie bereits fir die NO-aktivierte sGC beschrieben (Olesen et al.,
1997). Eine geringe Erhhung des Km-Wertes wurde nach Zugabe von DEA/NO beobachtet. Dies steht
im Gegensatz zu in der Literatur beschriebenen Daten, welche eine Erniedrigung des Kn-Wertes durch
NO belegen (Wolin et al., 1982; Denninger et al., 2000; Lee et al., 2001). Diese Diskrepanz konnte
darauf beruhen, dass in dieser Untersuchung nur sehr geringe NO Konzentrationen verwendet wurden,
wahrend die veroffentlichten Kn-Werte unter maximaler NO-Aktivierung bestimmt wurden. Ein kirzlich
vorgeschlagenes Modell fur den Mechanismus der NO-induzierten Enzymaktivierung postuliert die
Bildung eines sechsbindigen NO-Ham-Histidin-Komplexes, der jedoch kaum zur Aktivierung der sGC
beitragt (Zhao et al., 1999; Ballou et al., 2002; Lawson et al., 2003). Dieses Intermediat zerfallt zum
pentakoordinierten Nitrosyl-Ham-Komplex, der zur maximalen Aktivierung des Enzyms flhrt. Die
Autoren postulieren, dass die Geschwindigkeit des zweiten Enzym aktivierenden Schrittes stark von der
NO Konzentration abhéngt, so dass der in dieser Arbeit in Gegenwart von sehr geringen Mengen NO
ermittelte Km-Wert moglicherweise nicht direkt mit den Literaturdaten vergleichbar ist. Die beobachteten
Verénderungen der Kn-Werte durch die verschiedenen sGC-Aktivatoren sind zu gering, um flir deren
starke Beeinflussung der Enzymaktivitat verantwortlich zu sein. Somit beruht die Aktivierung in erster
Linie auf einer Erhéhung der maximalen katalytischen Aktivitat Vimax. Die bestimmten Vimax-Werte
spiegelten die Charakteristika der Aktivitatsprofile wieder: BAY 41-8543 flihrte in Kombination mit NO zu
einer starken Potenzierung der maximalen katalytischen Aktivitat auf das tber 460-fache der basalen
Katalyse. Dies ist in Ubereinstimmung mit Befunden, die mit dem strukturell &hnlichen Analogon YC-1
beobachtet wurden (Denninger et al., 2000; Lee et al., 2001). Dagegen war die Wirkung von BAY 58-
2667 und NO auf den Vmax-Wert nur additiv. Der sGC-Inhibitor ODQ senkte die katalytische Aktivitat des
BAY 41-8543 stimulierten Enzyms, wogegen der Vmax-Wert fur die BAY 58-2667 aktivierte sGC durch
ODQ stark potenziert wurde. Diese Befunde zeigen, dass die charakteristischen Aktivierungsprofile
beider NO-unabhangigen sGC-Aktivatoren vorwiegend auf eine starke Erhohung der maximalen
Katalysegeschwindigkeit zurlckzufuhren sind, wahrend sich die Affinitat von GTP zur sGC kaum

verandert.
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Wie beschrieben zeigte BAY 41-8543 in Kombination mit NO einen starken Synergismus auf die
Enzymaktivitat, wahrend fiir BAY 58-2667 und NO nur ein additiver Effekt beobachtet werden konnte.
Um diesen Unterschied naher zu untersuchen, wurde die Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-Komplexes in
An- und Abwesenheit von BAY 41-8543 sowie BAY 58-2667 bestimmt. Fir die native NO-aktivierte sGC
ergab sich eine Halbwertzeit von 1,6 Sekunden. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den Daten
anderer Gruppen, die durch spektroskopische sowie enzymatische Untersuchungen eine Halbwertzeit
von 5 bzw. 4,2 Sekunden bestimmen konnten (Kharitonov et al., 1997; Russwurm et al., 2002). Durch
Zugabe von BAY 41-8543 wurde diese Halbwertzeit des Nitrosyl-Ham-Komplexes um den Faktor 220
auf ca. 6 Minuten verlangert. Auch fir YC-1 wurde eine Verlangerung der Halbwertzeit des Nitrosyl-
Ham-Komplexes um den Faktor 155 beschrieben (Russwurm et al., 2002). Im Gegensatz dazu kam es
durch Zugabe von BAY 58-2667 zu keiner signifikanten Stabilisierung des Nitrosyl-Ham-Komplexes.
Diese Ergebnisse konnten sowohl den starken Synergismus zwischen BAY 41-8543 und NO als auch
den rein additiven Effekt von BAY 58-2667 und NO auf die sGC Aktivitat erklaren.

4.3 Rezeptorbindungsstudien mit BAY 58-2667

Die Etablierung einer Rezeptorbindungsstudie fiir [dsliche Proteine ist, je nach den physiokochemischen
Eigenschaften des Rezeptors und des Liganden, generell problematisch. Bisher konnte deshalb mit den
bekannten NO-unabhangigen sGC-Stimulatoren kein funktionierender Assay aufgebaut werden
(Becker, unveroffentlichte Ergebnisse; Martin et al., 2001). In dieser Arbeit konnte erstmals eine
klassische Rezeptorbindungsstudie fur NO- und Ham-unabhangige sGC-Aktivatoren an der sGC
etabliert werden. Mit steigender Konzentration von 3H-BAY 58-2667 konnte eine Sattigung der Bindung
des Radioliganden an die sGC erreicht und ein Kp von 3,2 nM bestimmt werden. Diese hochaffine
Bindung von BAY 58-2667 an die sGC korrelierte mit Ergebnissen an isolierten Aorten und am
Langendorff-Herz, die eine gefalrelaxierende Wirkung im unteren nanomolaren Konzentrationsbereich
belegen (Stasch et al., 2002c). Durch Zugabe von ODQ verdoppelte sich die maximale sattighare
Bindung an die sGC. Die gemessenen Werte werden optimal durch ein Regressionsmodell, basierend
auf der Bindung zweier Liganden, beschrieben. Beide Hinweise deuteten die Mdglichkeit der Existenz
einer zweiten Bindungsstelle flir BAY 58-2667 an der sGC an. Nach dieser Hypothese ware eine
Bindungsstelle im nanomolaren Konzentrationsbereich sattigbar, wahrend die Affinitat der zweiten
Bindungsstelle, zumindest im reduzierten Zustand der Hamgruppe, extrem niedrig ware. Erst die

Oxidation des Hams der sGC durch ODQ wirde die Affinitat dieser zweiten Bindungsstelle derartig
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erhohen, dass sie durch die maximal eingesetzte Konzentration (300 nM) an 3H-BAY 58-2667 gesattigt
werden konnte. Diese starke Eriedrigung des Kp-Wertes von BAY 58-2667 fiir die Bindung an einer
moglichen zweiten ,oxidationsabhangigen® Bindungsstelle konnte durch Veranderungen in der
raumlichen Struktur der sGC erklart werden. Solche Veranderungen der Enzymstruktur nach Oxidation
sind in der Literatur beschrieben (Stone et al., 1996; Fan et al., 1998; Kosarikov et al., 2001). Des
Weiteren konnte in den Rezeptorbindungsstudien eindeutig gezeigt werden, dass der Ham-abhangige
sGC-Stimulator BAY 41-2272 nicht in der Lage war, 3H-BAY 58-2667 zu verdrangen. Dies belegt das
Vorhandensein verschiedener allosterischer Bindungsstellen fiir die Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren
und die Ham-unabhingigen sGC-Aktivatoren am Enzym und ist in Ubereinstimmung mit dem

beobachteten additiven Effekt beider Substanzklassen auf die sGC-Aktivierung.

4.4 Photoaffinitatslabeling der sGC

Ein Photoaffinitatslabeling ist ein probates Mittel zur Identifizierung von Aminosauren, welche an der
Bildung einer Bindungstasche fiir einen Liganden beteiligt sein konnten. Um mégliche an der Bindung
von BAY 58-2667 beteiligte Aminosauren zu identifizieren, wurde in die chemische Grundstruktur eines
Derivates von BAY 58-2667 eine photolabile Azidogruppe als Substituent eingeflihrt. Eine solche
Kopplung wird h&ufig unter Verwendung eines aromatischen ,Spacers® durchgefiinrt, der zur
Stabilisierung des nach UV-Bestrahlung entstehenden Nitrens dient (Pinney und Katzenellenbogen,
1991). Im Fall von BAY 58-2667 konnte darauf jedoch verzichtet werden, da BAY 58-2667, bzw. dessen

Derivat, bereits Uber einen geeigneten Aromaten verflgte (siehe 2.1).

Zur |dentifizierung der nach der UV-Bestrahlung markierten Aminosauren wurde das Photoaffinitatslabel
(PAL) BAY 61-2673 darlber hinaus an der Benzoegruppe ftritiert (Shu et al., 2000). Auf das in
Enzymassays ublicherweise verwendete Reduktionsmittel DTT wurde verzichtet, da das photoaktivierte
PAL durch die Reaktion mit der Thiolgruppe des DTT hatte inaktiviert werden kdnnen (Thomas und
Pfeuffer, 1991; Becker et al., 2001). Unter diesen Bedingungen aktivierte BAY 61-2573 die sGC mit den
gleichen Charakteristika wie BAY 58-2667 und konnte die Ursprungssubstanz in einer Rezeptor-
bindungsstudie mit vergleichbarer Affinitat von der sGC verdrangen. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass, trotz der chemischen Modifikation der Grundstruktur, das PAL die gleiche Bindungsstelle wie BAY
58-2667 verwendete, und dass es dadurch eine Aktivierung der sGC mit den selben Charakteristika und

vergleichbarer Wirkstarke wie die Ursprungssubstanz induzierte. In dieser Photoaffinitatslabelstudie
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konnte gezeigt werden, dass das 3H-PAL nach UV-Bestrahlung die sGC konzentrationsabhangig zu
gleichen Teilen sowohl an der o- als auch an der B-Untereinheit markierte. Die ausgebildete kovalente
Bindung des 3H-PAL an die sGC war unter den verwendeten Versuchsbedingungen (TCA-Fallung,
reduzierende SDS-PAGE) stabil. Die Markierung der sGC durch 3H-PAL konnte durch einen
Uberschuss an nicht radioaktiv markiertem PAL um bis zu 80% reduziert werden. Ohne UV-Bestrahlung
wurde nur ein vernachlassigbares Labeling der sGC erzielt. Diese Befunde sprechen fiir eine
spezifische Markierung der sGC durch das 3H-PAL. Die gleichverteilte Markierung beider Untereinheiten
der sGC konnte ein Hinweis auf zwei getrennte Bindungsstellen fir BAY 58-2667 an der a- und an der
B-Untereinheit sein. Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass eine Bindungstasche fir BAY 58-
2667 durch Aminosauren beider Untereinheiten gebildet wird, wodurch das 3H-PAL mit Aminosauren

sowohl der o~ als auch der -Untereinheit der sGC abreagieren konnte.

Dartber hinaus wurde der Einfluss anderer sGC-Modulatoren auf die 3H-PAL-Markierung der sGC
untersucht. Erwartungsgemal reduzierte auch die Ursprungssubstanz des PAL, BAY 58-2667, das
Labeling der sGC. Im Gegensatz dazu fiihrte weder NO noch der Hdm-abhangige sGC-Stimulator BAY
41-2272 zu einer Veranderung der 3H-PAL-Markierung der sGC. Diese Beobachtungen sind in Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen aus den Aktivitatsassays und den Rezeptorbindungsstudien, die beide
Hinweise auf unabhangige Bindungsstellen und Aktivierungsmechanismen flr beide Substanzklassen
lieferten. Der sGC-Inhibitor ODQ filhrte interessanterweise zu einer Verschiebung der Markierung durch
3H-PAL von der a- auf die B-Untereinheit der sGC. Diese Verschiebung konnte ein Hinweis auf eine
durch Oxidation des Hams ausgeldste Veranderungen in der raumlichen Struktur der sGC sein, wie sie
bereits in der Literatur beschrieben wurde (Stone et al., 1996; Fan et al., 1998; Kosarikov et al., 2001).
Sollten zwei Bindungsstellen fir BAY 58-2667 an der sGC existieren, kdnnte eine Veranderung der
raumlichen Struktur die kovalente Kopplung des 3H-PAL an die a-Untereinheit der sGC erschweren,
was zu einer verminderten Markierung dieser Untereinheit fiihren wiirde. Eine veranderte Tertiarstruktur
der sGC konnte jedoch auch zu einer Positionierung der reaktiven Nitrengruppe des *H-PAL in eine
raumliche Nahe zu Aminosauren der B-Untereinheit fihren. Dies wirde im Fall einer einzelnen
Bindungsstelle fur BAY 58-2667 zu einer schwacheren Markierung der a- und zu einer starkeren

Markierung der B-Untereinheit fuhren.

Da der sGC Aktivitatsassay vergleichbare Ergebnisse sowohl fiir die oxidierte als auch fiir die hamfreie
sGC erbrachte, wurde das Photolabeling ebenfalls mit hamfreier sGC wiederholt. Auch in diesem

Experiment zeigte sich die Verstarkung der 3H-PAL-Markierung an der B-Untereinheit der sGC. Die
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Oxidation des Hams fiihrt zu einer starken Destabilisierung von dessen Bindung an die sGC (Hobbs,
2000). Vor diesem Hintergrund konnten die UGbereinstimmenden Ergebnisse hamfreier und oxidierter
sGC im Photoaffinitatslbeling sowie im Aktivitatsassays ein Indiz daflir sein, dass die Oxidation des

Hams letztendlich zu dessen Entfernung vom Enzym fiihren kdnnte.

Um die Position der markierten Aminosauren der o- und der 3-Untereinheit naher einzugrenzen, wurde
das Photolabeling wiederholt und die sGC anschlieRend mit Bromcyan inkubiert. Bromcyan flihrt, durch
Umwandlung von Methionin zu Homoserin, zu einer Spaltung des Proteins C-terminal der Methionine.
Diese Methode hat gegeniiber verschiedenen Endoproteinasen den Vorteil, dass sie aufgrund der
geringen Haufigkeit von Methionin relativ groRe Spaltfragmente erzeugt, die sich gelchromatographisch
trennen lassen. Da beide Untereinheiten der sGC markiert wurden und eine Proteinspaltung selten zu
einer kompletten Fragmentierung des Proteins flihrt, waren nach der Spaltung der sGC mehrere
radioaktiv markierte Fragmente zu erwarten (Becker et al., 2001; Stasch et al., 2001). Um diese
Fragmente fur die folgende Sequenzierung mit ausreichender Auflosung zu trennen, wurden die Peptide
in einer 2D-PAGE nach ihrem isoelektrischen Punkt und ihrem Molekulargewicht separiert. Ein weiterer
Vorteil dieser Methode bestand darin, dass die exakte Fokussierung der Peptide in ,Spots* auf der
Blotmembran zu einer kaum detektierbaren, unspezifischen Radioaktivitat bei der nachfolgenden
Peptidsequenzierung fihrte. Anhand der Sequenzierung konnten die radioaktiven sGC-Fragmente
identifiziert, und dadurch die durch das 3H-PAL markierten Bereiche eingegrenzt werden. Das PAL
wurde am Tyrs7s der o-Untereinheit und im Bereich der Aminosauren 231-310 der (-Untereinheit

lokalisiert. Eine weitere Eingrenzung des markierten Bereichs der 3-Untereinheit war nicht moglich.

Um eine magliche Interaktion des durch das °H-PAL markierten oTyrs71 oder benachbarten
Aminosauren mit BAY 58-2667 zu untersuchen, wurden verschiedene Mutanten konstruiert und mit dem
beschriebenen System getestet. Im Bereich um das aTyrs71 wurden folgende Aminosduren gegen
Alanin ausgetauscht: 0:344-345A, a348A, 0:350-354A, a357-361A, 0362-363A, a.364A, a366A, 0368-
369A, a371-375A, a380A, a383A, a387-388A, 0390-391A, 1392-395A, a398A und o400-401A.
Diese Konstrukte zeigten, mit Ausnahme der Mutanten o371-375A und a344-345, im Hinblick auf ihre
Aktivierbarkeit durch BAY 58-2667 ein dem WT-Enzym vergleichbares Verhalten und wurden nicht
weiter untersucht. Bei den Mutanten a371-375 und a344-345 wurde eine leicht verminderte sGC-
Aktivierung durch BAY 58-2667 beobachtet, bei gleichzeitiger, dem WT-Enzym vergleichbarer,
Stimulation durch NO und BAY 41-2272. Da das Photoaffinitatslabel eine mdglichst unveranderte

Aktivierung der sGC induzieren musste, wurde die photolabile Azidogruppe in den Bereich von BAY
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58-2667 eingefuhrt, der aufgrund der bekannten SAR groRere Variationen tolerierte, ohne die Wirkung
der Substanz zu stark zu beeintrachtigen. Der Beitrag dieses um die Azidogruppe erweiterten
hydrophoben Bereichs von BAY 58-2667 an einer Interaktion mit dem Enzym ist daher vermutlich relativ
gering. Vor diesem Hintergrund war der beobachtete schwache Einfluss der mutierten Aminoséauren auf
die BAY 58-2667-induzierte sGC-Aktivierung nicht iiberraschend.

4.5 Expression des N-terminalen Fragments der sGC B-Untereinheit

Eine Expression der sGC in E. Coli wirde die Produktion grofierer Mengen Protein vor allem zur
Kristallisation erheblich vereinfachen. Trotz diverser Versuche konnten bisher nur ein 385 Aminosauren
langes sowie mehrere ca. 200 Aminosauren lange N-terminale Fragmente der B-Untereinheit der sGC
in E. Coli exprimiert werden (Zhao et al., 1997; Schelvis et al., 1998; Marletta et al., 2003). Diese
Fragmente besitzen sehr ahnliche spektroskopische Eigenschaften, wie die native sGC, woraus
geschlossen wurde, dass eine N-terminale ca. 200 Aminosauren umfassende Doméane der 3-Unter-
einheit zur Bindung des Hams ausreichend ist (Zhao et al., 1997; Marletta et al., 2003; lyer et al., 2003).
In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass die Expression des N-terminalen 200 Aminosduren
langen Fragments der 3-Untereinheit in E. Coli in 16slicher Form méglich ist. Da die Ausbeute geringer
ausfiel als in den Arbeitern anderer Labore beschrieben, konnten an diesem exprimierten Fragment
ohne weitere Aufreinigungen keine Untersuchungen durchgefuhrt werden (Zhao et al., 1998). Eine
Aufreinigung eines getaggten 200 Aminosauren langen Fragments ist fur weiterfihrende Experimente

geplant, zum jetzigen Zeitpunkt jedoch noch nicht abgeschlossen.

4.6 Wechselwirkung zwischen ODQ, Ham und BAY 58-2667 an der sGC

Die in den vorangegangenen Experimenten beobachtete Potenzierung der BAY 58-2667-induzierten
sGC-Aktivierung durch ODQ sollte naher beleuchtet werden. ODQ fiihrt Gber die Oxidation des
Hameisens zur Inhibition der NO-, YC-1 oder BAY 41-2272 aktivierten sGC (Garthwaite et al., 1995;
Schrammel et al., 1996; Zhao et al., 2000; Stasch et al, 2001). Bis heute konnte jedoch nicht
abschlieBend geklart werden, ob ODQ neben der Oxidation des Hams mit einer putativen
Bindungsstelle interagiert, was moglicherweise die Spezifitdt von ODQ zur sGC gegenuber anderen
Hamproteinen erklaren konnte (Feelisch et al., 1999; Zhao et al., 2000). Mit BAY 58-2667 steht nun ein

93



Diskussion

Hilfsmittel zur VerfGgung, um diese Frage, zumindest im Hinblick auf den potenzierenden Einfluss von
0ODQ auf die BAY 58-2667-induzierte Enzymaktivierung, anzugehen. Um die Wirkung von ODQ Uber
die Oxidation der Hamgruppe der sGC zu unterbinden, musste diese durch Inkubation mit dem
Detergenz Tween-20 entfernt werden (Forster et al., 1996). Die Trennung von Detergenz, freiem Ham
und Apoenzym ist in der Literatur zwar beschrieben (Ignarro et al., 1986; Servass et al., 1998), flihrte
jedoch zu keinem befriedigenden Ergebnis, bzw. war technisch aufwendig (Forster et al., 1996). Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit ein Protokoll etabliert, welches, basierend auf kauflich erhaltlichen
Zentrifugations-lonenaustauschern, eine einfache und effiziente Trennung des hamfreien Apoenzyms
erlaubte. Mit dem so gewonnenen hamfreien Enzym wurden anschlieBend spektroskopische

Untersuchungen, Aktivitatsassays sowie Rezeptorbindungsstudien durchgefiihrt.

Die UV/Vis-Spekiren der mit der hier etablierten Methode gewonnenen hamfreien sGC zeigten, in
Ubereinstimmung mit veréffentlichten Daten, ein UV/Vis-Spektrum ohne die typische Soretbande
(Forster et al., 1996). Dagegen war bei der ohne Detergenz inkubierten Kontrolle ein klares
Absorptionsmaximum bei 431 nm zu beobachten. In den nachfolgenden Tests zeigte sowohl das
hamhaltige als auch das hamfreie Enzym das erwartete Aktivierungsprofil: Eine konzentrations-
abhangige Aktivierung durch DEA/NO und den Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 sowie
einen starken Synergismus bei deren Kombination (Mulsch et al., 1997; Friebe und Kosling 1998;
Stasch et al., 2001). BAY 58-2667 flihrte zu der erwarteten Aktivierung der hamhaltigen sGC. Darlber
hinaus wurde die durch eine konstante Konzentration an BAY 58-2667 induzierte sGC Aktivitat durch
eine steigende Konzentration an ODQ potenziert (Stasch et al., 2002c). Fur diese ODQ verursachte
Steigerung der Enzymaktivitat wurde ein ECso-Wert (flir ODQ) von 170 nM bestimmt. Die parallel zum
Aktivitdtsassay in den Rezeptorbindungsuntersuchungen eingesetzte hamhaltige sGC zeigte mit
steigender Konzentration an ODQ eine erhdhte spezifische Bindung von 3H-BAY 58-2667 an die sGC
mit einem ECso-Wert fir ODQ von 190 nM. Die spezifische Bindung wurde zwar durch ODQ erhoht,
erreichte jedoch keine Verdopplung wie in den Rezeptorbindungsstudien (Stasch et al., 2002c). Dies
konnte darauf zurlickzufiihren sein, dass die 3H-BAY 58-2667 Konzentration flir diese Untersuchungen
unterhalb der Sattigungskonzentration gewahlt wurde. Andererseits konnte durch die hier gewahlten
experimentellen Bedingungen die unspezifische Bindung des Radioliganden deutlich reduziert werden,
so dass sich bei der geringen Menge an eingesetzter sGC ein optimales Signal-Rauschverhaltnis
erzielen lieR. Die ermittelten ECso-Werte fir ODQ in Bezug auf die Steigerung der spezifischen Bindung
von 3H-BAY 58-2667 in den Rezeptorbindungsstudien und der Steigerung der Aktivitat im Enzymassay

waren in der gleichen GroRenordnung. Damit konnte der kausale Zusammenhang zwischen der
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erhohten Bindung von BAY 58-2667 und der Potenzierung der BAY 58-2667-induzierten sGC Aktivitat

durch Oxidation des Hams belegt werden.

Im zweiten Teil der Studie wurde an der hdmfreien sGC untersucht, ob ODQ eine Uber die Oxidation
des Hams hinausgehende Wirkung auf die BAY 58-2667 aktivierte sGC besitzt. Die Aktivierung des
Enzyms durch DEA/NO und den Ham-abhéngigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 wurde teilweise um
uber 90% reduziert, was flr die fast vollstdndige Entfernung des Hams durch die in dieser Arbeite
entwickelte Methode spricht. Die geringe verbliebene Aktivierung dirfte auf eine Restpopulation
hamhaltiger sGC zuriickzufiihren sein, wie sie auch von Anderen beschrieben wurde (Forster et al.,
1996). BAY 58-2667 flihrte zu einer vergleichbar starken Aktivierung wie an der oxidierten hamhaltigen
sGC, die sich, in Ubereinstimmung mit publizierten Daten, durch ODQ nicht weiter steigern lie@ (Stasch
et al., 2002c). Die spezifische Bindung von 3H-BAY 58-2667 wurde durch steigende Mengen ODQ
ebenfalls nicht weiter erhoht. Unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen konnte somit ein Ham-

unabhangiger Mechanismus fiir ODQ ausgeschlossen werden.

Um die Bedeutung der Oxidation des Hams flir die gesteigerte Bindung von 3H-BAY 58-2667 und die
damit verbundene Potenzierung der BAY 58-2667-induzierten sGC Aktivitat direkt nachzuweisen, wurde
die spezifische Bindung von 3H-BAY 58-2667 in einer Rezeptorbindungsstudie in An- und Abwesenheit
von ODQ sowie dem unspezifischen Oxidationsmittel Kaliumhexacyanoferrat bestimmt. Sowohl ODQ
als auch Kaliumhexacyanoferrat flihrten Uber die Oxidation des Hams zu einer Verdopplung der
spezifischen Bindung (Stasch et al., 2002c). Damit kann als gesichert gelten, dass durch die Oxidation
des Hams der sGC die Bindung von BAY 58-2667 an das Enzym erhdht wird, und dadurch fiir dessen

gesteigerte Aktivitat verantwortlich ist.

4.7 Identifizierung der Himbindungsstelle

Nach der Entdeckung, dass die NO-vermittelte Aktivierung der sGC abhangig von der Anwesenheit der
prosthetischen Hamgruppe ist (Craven et al., 1978; Ignarro et al., 1986), wurden in den folgenden zwei
Dekaden zahlreiche Versuche unternommen, den genauen Mechanismus dieser NO-induzierten
Aktivierung sowie die Enzym-Ham-Interaktion zu klaren. Durch zahlreiche spektroskopische
Untersuchungen und Mutagenesestudien konnte das Histidinios der 3-Untereinheit als axialer Ligand
des Hameisens identifiziert werden (Wedel et al., 1994; Stone et al., 1995; Forster et al., 1996; Zhao et
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al., 1998; Martin et al., 2001). Die Bindung von NO an das zentrale Eisenatom fihrt zum Losen der
Histidyl-Ham-Bindung, was nach bisherigem Erkenntnisstand zur Aktivierung der sGC fiihrt. Der genaue
molekulare Mechanismus der NO-induzierten Enzymaktivierung ist jedoch bis heute das Thema
kontroverser Diskussionen (Zhao et al., 1999; Bellamy et al., 2002; Ballou et al., 2002; Lawson et al.,
2003). Vor allem Mutagenesestudien der Hambindungsdomane erwiesen sich als schwierig, da der
Verlust der Hamgruppe gleichzeitig zum Wirkungsverlust aller bekannten sGC-Stimulatoren flhrte
(Wedel et al., 1994, 1995; Friebe et al., 1997). Erst mit der Entdeckung des Ham-unabhéngigen sGC-
Aktivators BAY 58-2667 (Stasch et al., 2002c) und der exponentiell gewachsenen Datenmenge in den

Sequenzdatenbanken konnte die Frage der Bindung der Hamgruppe erneut angegangen werden.

Der Ausgangspunkt der Suche nach mdglichen, an der Bindung der Hamgruppe beteiligten
Aminoséauren (Uber das Histidin1os hinaus) war eine von Ignarro 1984 aufgestellte Hypothese (Ignarro et
al., 1984). In dieser Arbeit wurde durch Rekonstitutionsexperimente die Bedeutung der negativ
geladenen Propionatgruppen des Hams fir dessen Bindung an die sGC nachgewiesen. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurden basische Aminosauren der sGC als Interaktionspartner dieser Ham-
Propionate postuliert. Daneben konnte in den letzten Jahren der flr die Bindung der Hamgruppe
verantwortliche Bereich auf die N-terminalen 200 Aminoséuren der -Untereinheit eingegrenzt werden
(Schelvis et al., 1998; Marletta et al., 2003). Ausgehend von diesen Informationen wurde ein
Sequenzalignment verschiedener, zu diesem Bereich homologer Sequenzen durchgeflihrt, um mdgliche
invariante positive oder polare Aminosauren zu identifizieren, welche an der Bindung des Hams beteiligt
sein konnten. Dieser Ansatz wurde kirzlich von Arbeiten von lyer unterstitzt, die ein bisher
unbekanntes hambindendes Motiv innerhalb der ersten 200 Aminosauren der B-Untereinheit der sGC

identifizierten, welches sich auch in Prokaryoten finden lasst (lyer et al., 2003).

Die Ergebnisse der von Ignarro durchgeflihrten Rekonstitutionsexperimente mit verschiedenen Ham-
Derivaten zeigten deutlich den fundamentalen Einfluss sowohl der Position der Ham-Propionate am
Porphyrin-Ringsystem als auch deren negative Ladung fiir die Bindung an der sGC. Veranderungen an
diesen Punkten des Hams flhrten unmittelbar zum vollstandigen Verlust der Hambindung an das
Enzym (Ignarro et al., 1984). Eine Mutation der postulierten an dieser essenziellen Interaktion mit den
Ham-Propionaten beteiligten Aminosauren, sollte aus diesem Grund mit hoher Wahrscheinlichkeit zu
einem Verlust der Hamgruppe fiihren, analog zu den Ergebnissen des Austausches des Histidin1os der
-Untereinheit der sGC (Wedel et al., 1994; Stone et al., 1995; Forster et al., 1996; Zhao et al., 1998;

Martin et al., 2001). Die Préasenz oder der Verlust der Hamgruppe, der nach dem Sequenzalignment
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konstruierten Mutanten, wurde Uber die Wirkung der Ham-abhangigen und der Ham-unabhangigen
sGC-Aktivatoren sowie des sGC-Inhibitors ODQ nachgewiesen. Dazu wurden die verschiedenen sGC-
Mutanten in einer cGMP-Reporterzelllinie transient exprimiert und mit den genannten Substanzen
inkubiert (Becker et al., 1999; Wunder et al., 2003). Die Veranderungen des intrazellularen cGMP-
Spiegels wurden Uber das Readout-System der Reporterzelle in Biolumineszens umgesetzt, welche an
einer CCD-Kamera gemessen werden konnte. Durch die Verwendung dieser cGMP-Reporterzelllinie
und der verschiedenen sGC-Aktivatoren konnte die Prasenz der Hamgruppe der sGC erstmals
innerhalb eines intakten Zellsystems nachgewiesen werden. Da vor der Entdeckung von BAY 58-2667
keinerlei Maglichkeit bestand, das hamfreie Enzym zu aktivieren, musste die An- oder Abwesenheit des
Hams bisher spektroskopisch nachgewiesen werden (Forster et al., 1996; Namiki et al., 2001). Dieser
Nachweis erforderte hochaufgereinigtes Enzym, dessen Expression relativ komplex und zeitaufwendig
ist (Honicka et al., 1999). Dariber hinaus musste davon ausgegangen werden, dass Mutationen der
hambindenden Domane der sGC zu einer generellen Destabilisierung der Hambindung fuhren. Dadurch
konnte die anschlieBende Aufreinigungsprozedur der sGC-Mutanten den Verlust des Hams
verursachen, ohne dass die mutierten Aminosduren an einer direkten Interaktion mit den Ham-
Propionaten beteiligt waren (Gupta et al., 1997; Friebe et al., 1997; Honicka et al., 1999). Diese
Problematik konnte durch das hier verwendete zellulare Detektionssystem umgangen werden. Vor der
eigentlichen Testung der Mutanten wurde die Fahigkeit dieses Detektionssystems zur Unterscheidung
hamhaltiger und hamfreier sGC durch die Expression der hamhaltigen WT-sGC sowie der hamfreien
BH105F-sGC validiert.

Das WT-Enzym zeigte dabei das flr hamhaltige sGC erwartete Aktivierungsprofil: Eine starke
konzentrationsabhéngige Stimulation der transient transfizierten sGC durch NO und BAY 41-2272 sowie
ein Uberadditiver Effekt beider Substanzen (Stasch et al., 2001). Der Him-unabhangige sGC Aktivator
BAY 58-2667 fiihrte ebenfalls zu einer Aktivierung der sGC, die in Anwesenheit des sGC-Inhibitors
ODQ potenziert wurde, in Ubereinstimmung mir den Ergebnissen an der gereinigten sGC (Stasch et al.,
2002c). Der Austausch des axialen Hamliganden BHis1os fuhrt zur Expression hamfreier sGC (Wedel et
al., 1994: Forster et al., 1996; Zhao et al., 1998; Martin et al., 2001). In Ubereinstimmung mit diesen
Befunden zeigte der BHiosF-Mutant das erwartete Aktivierungsprofil hamfreier sGC. Fur die Ham-
abhéngigen sGC-Stimulatoren NO und BAY 41-2272 wurde ein fast vollstandiger Wirkungsverlust
beobachtet. Eine verbliebene Restaktivierung des Enzyms durch BAY 41-2272 konnte durch eine
geringe z.T. Ham-unabhangige Wirkung dieser Substanz erklart werden, wie sie von Martin postuliert
wurde (Martin et al., 2001). Dartiber hinaus flihrte der Ham-unabhangige sGC-Aktivator BAY 58-2667
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zu einer starken Aktivierung des BH1osF-Mutanten, die durch ODQ nicht weiter gesteigert werden
konnte. Da ODQ seine Wirkung Uber die Oxidation des Hameisens vermittelt (Garthwaite et al., 1995;
Schrammel et al., 1996, Zhao et al., 2000), ist das Fehlen dieser Potenzierung ein sicheres Indiz fur
einen Verlust der Hamgruppe, wie es bereits flr das gereinigte Enzym gezeigt werden konnte (Stasch
et al., 2002c). Die im Vergleich zum WT-Enzym geringeren Aktivierungsfaktoren dieses Mutanten
resultieren aus einer um ca. Faktor 4,6 erhdhten Basalaktivitat. Dieser Befund geht konform mit
publizierten Daten von Martin, die ebenfalls eine 4,2-fach erhdhte Aktivitdt des BH1os-Austausches
beobachteten (Martin et al., 2001). Die absoluten Messwerte des BAY 58-2667 aktivierten BH1osF-
Enzyms lagen auf dem Niveau des WT-Enzyms. Zusammenfassend lasst sich damit sagen, dass das
hier verwendete Detektionssystem auf Basis der cGMP-Readoutzelllinie kombiniert mit BAY 41-2272,
BAY 58-2667, NO und ODQ eine einfache und gut reproduzierbare Methode zur Unterscheidung

hamhaltiger und hamfreier sGC im cytosolischen Milieu des Enzyms darstellt.

Nachdem die Eignung des hier etablierten Detektionssystems zur Identifizierung hamfreier sGC gezeigt
werden konnte, wurden die im oben beschriebenen Alignment identifizierten invarianten Aminoséuren,
welche der Vorhersage von Ignarro entsprachen, ausgetauscht (Ignarro et al, 1984). Die so
konstruierten Mutanten wurden anschlieBend in der cGMP-Reporterzelllinie auf das Vorhandensein der
Hamgruppe hin getestet. Der Austausch des Tyrosiniss gegen Alanin oder Phenylalanin sowie des
Argininizg gegen Alanin oder Leucin fiihrten zu dem erwarteten Aktivierungsprofil hdmfreier sGC: Ein
fast vollstandiger Wirkungsverlust von NO und dem Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272
sowie keine weitere ODQ-induzierte Potenzierung der Wirkung von BAY 58-2667. Daraus lasst sich
schlieRen, dass die OH-Gruppe des Tyrosiniss sowie die positive Ladung des Argininizg essenziell an
der Bindung des Hams Uber dessen Propionatgruppen beteiligt zu sein scheinen. Eine vergleichbare
Interaktion zwischen den Propionaten des Hams und den Aminosauren Tyrosin, bzw. Arginin, ist fur
zahlreiche Hamproteine beschrieben (Paoli et al., 1999; Contzen et al., 1999; Gong et al., 2000;
Popovic et al., 2001).

Um die Bedeutung des Tyrosiniss und des Argininisg fur die Bindung der Hamgruppe der sGC zu
verifizieren, wurde WT-, BY13sF- und BRi3gl-sGC in CHO-Zellen exprimiert und das Zelllysat
anschlieBend in PPIX-Rekonstitutionsstudien eingesetzt. Da die eisenfreie Vorstufe des Hams den
Nitrosyl-Ham-Komplex imitiert, fihrt die Rekonstitution der sGC mit PPIX zu einer Aktivierung des
Enzyms (Ignarro et al., 1982, 1984; Friebe et al., 1998; Stasch et al., 2002a). Dadurch kann die mit

steigender PPIX-Konzentration zunehmende Rekonstitution an der PPIX-induzierten Enzymaktivierung
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abgelesen werden. Dem Ansatz wurde dartber hinaus Tween-20 und BAY 41-2272 zugesetzt, um
einerseits den Austausch des nativen Hams gegen PPIX zu erleichtern (Forster et al., 1996), und
andererseits die PPIX-induzierte sGC-Aktivierung zu verstarken (Friebe et al., 1998; Stasch et al.,
2002a). In Ubereinstimmung mit den Daten des cGMP-Readout-Systems zeigte das WT-Enzym in
Gegenwart von BAY 41-2272, BAY 58-2667, NO und ODQ das charakteristische Aktivierungsprofil
hamhaltiger sGC und konnte durch Zugabe von PPIX rekonstituiert werden. Im Gegensatz dazu wurden
die BY13sF- und BRisL-Mutanten als hamfreie Enzyme exprimiert und zeigten auch durch Zugabe
mikromolarer Konzentrationen an PPIX keinerlei Erhohung der Aktivitat. Dieses Ergebnis unterstreicht
die essenzielle Bedeutung der beiden identifizierten Aminosauren Tyrosiniss und Argininisg fir die

Bindung der Hamgruppe.

Zusammenfassend kann damit gesagt werden, dass in dieser Arbeit die bereits vor zwei Dekaden
postulierten Ankeraminosauren der Ham-Propionate identifiziert werden konnten (Ignarro et al., 1984).
Dies wurde moglich durch die Verwendung der neuen cGMP-Reporterzelllinie sowie des kurzlich
identifizierten Ham-unabhéangigen sGC-Aktivators BAY 58-2667. Zusammen mit der gut charakteri-
sierten Bindung des H&ms an das Histidin1os der B-Untereinheit (Wedel et al., 1994; Zhao et al., 1998,
Martin et al., 2001) ergibt sich das in Abbildung 4.1 dargestellte Modell. Die prosthetische Hamgruppe
der sGC ist dabei komplexiert in einer hydrophoben Bindungstasche zwischen dem Histidinios,
Tyrosinqzs und dem Argininise. Eine vergleichbare Interaktion zwischen den Ham-Propionaten und
positiv geladenen bzw. polaren Aminosauren, wie Tyrosin oder Arginin, ist in der Literatur fir
verschiedene Hamproteine beschrieben (Paoli et al., 1999; Contzen et al., 1999; Gong et al., 2000;
Popovic et al., 2001).

Abbildung 4.1 : Dargestellt ist ein Model der postulierten Interaktion der prosthetischen Hdmgruppe
der sGC mit dem axialen Fe-Liganden Histidinios und den beiden in dieser Arbeit identifizierten
Aminoséuren Tyrosinizs und Argininize der p-Untereinheit der sGC.

99



Diskussion

Die anderen nach dem Sequenzalignment konstruierten Mutanten BSseA, BR116A, BKi20A, BS137A,
BQissA, BQ1seA und BH1ssA zeigten ein dem WT-Enzym vergleichbares Aktivierungsprofil und wurden

aus diesem Grund nicht weiter verfolgt.

Interessanterweise war das Ausmal der sGC-Aktivierung durch BAY 58-2667 abhangig von den
Mutationen der Ankeraminosauren BTyrosinizs und BArgininise. Der Austausch des BTyrosinizs gegen
Alanin oder Phenylalanin fiihrte zu einer ca. 30-fachen, das Ersetzen des BArgininizs gegen Leucin oder
Alanin zu einer 100- bzw. 500-fachen Erhdhung des ECse-Wertes fiir BAY 58-2667. Uberraschender-
weise besteht mit den negativ geladenen Propionaten des Hams und den negativen Carboxylgruppen
von BAY 58-2667 eine strukturelle Gemeinsamkeit beider Liganden. Die Lage und Lokalisation der
Carboxylgruppen des Hams sind essenziell fir die Bindung dieser prosthetischen Gruppe an die sGC
(Ignarro et al., 1984). Dariber hinaus konnte durch Struktur-Wirkungs-Beziehungen die Bedeutung
einerseits des Vorhandenseins beider Carboxylgruppen sowie andererseits deren Anordnung im
chemischen Grundkorper von BAY 58-2667 klar belegt werden (Alonso-Alija et al., 2001). Diese
liberraschende Ubereinstimmung, sowie der gleichzeitige Verlust sowohl der Hdmbindung als auch der
Wirkung von BAY 58-2667, liel eine Kompetition beider Liganden um das Tyrosini3s und Argininisg
wahrscheinlich erscheinen. Unter der Annahme einer raumlichen Ubereinstimmung der jeweiligen
beiden negativen Ladungen wurde das in der folgenden Abbildung dargestellte putative raumliche
Modell fiir BAY 58-2667 berechnet.

perspektivisch

BAY 58-2667 [

Abbildung 4.2: Dargestellt sind die Strukturformeln der Hdmgruppe und BAY 58-2667 sowie ein
mégliches rdumliches Alignment beider sGC-Liganden. Die rdumliche Struktur von BAY 58-2667 wurde
auf der Basis einer Kompetition beider Liganden um die Aminoséuren [Tyrizs und [SArg13e berechnet.
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Das in Abbildung 4.2 dargestellte Modell zeigt, dass BAY 58-2667 die prosthetische Hamgruppe der
sGC ersetzten konnte und dadurch zur Aktivierung des Enzyms fiihrt. Allerdings wurde in den zu
Anfang beschriebenen spektroskopischen Untersuchungen eine solche Verdrangung nicht beobachtet.
Der Grund dafir war das nach der Verdrangung weiterhin im Testansatz verbliebene Ham, das mit den
spektroskopischen Messungen interferierte. Konsequenterweise wurde die sGC zur Detektion einer
maglichen Verdrangung des Hams mittels Anionenaustauschern von freiem Ham separiert und die
Prasenz des am Enzym gebundenen Hams anschlieRend spektroskopisch nachgewiesen. Um die
vermutete Kompetition zwischen der Hamgruppe und BAY 58-2667 um dieselbe Bindungsstelle zu
zeigen, wurde die sGC mit verschiedenen Konzentrationen BAY 58-2667 in An- und Abwesenheit von
ODQ inkubiert. Es konnte gezeigt werden, dass BAY 58-2667 in Konzentrationen bis 10 uM keinen
Einfluss auf die Bindung der reduzierten nativen Hamgruppe hatte, wahrend das oxidierte Ham durch
BAY 58-2667 vollstandig vom Enzym verdrangt wurde. Durch Inkubation mit einer 10-fach hoheren
Konzentration BAY 58-2667 konnte schlie3lich auch die reduzierte Hamgruppe vom Enzym verdrangt
werden. Diese Befunde belegten die Kompetition beider sGC-Liganden um die Ham-Bindungstasche.
ODQ scheint somit die Bindungsstarke des nativen reduzierten Hams an die sGC durch Oxidation
drastisch zu reduzieren (Hobbs, 2000), und damit den Austausch der Hamgruppe durch BAY 58-2667
stark zu erleichtern. Diese erleichterte Verdrangung des oxidierten Hams fiihrte zu der mit steigender
Konzentration an BAY 58-2667 beobachteten sigmoiden Konzentrations-Wirkungs-Kurve im
Aktivitdtsassay. Im Gegensatz dazu konnte fiir das reduzierte Enzym ein biphasischer Verlauf gezeigt
werden, dessen zweiter Schritt bei hohen mikromolaren Konzentrationen an BAY 58-2667 auf die
Verdrangung des fest gebundenen reduzierten Hams vom Enzym hindeutet. Der erste Aktivierungs-
schritt der biphasischen Aktivierungskurve bei nanomolaren Konzentrationen konnte durch die
Besetzung einer hochaffinen Ham-unabhangigen Bindungsstelle erklart werden. Daneben ware auch
eine partielle Aktivierung einer hamfreien Subpopulation der sGC-Praparation mdglich. Die
Lokalisierung der BAY 58-2667-Bindungsstelle in der Ham-Bindungstasche, sowie der Aktivierungs-
mechanismus der sGC Uber die Verdrangung des Hams und eine Interaktion von BAY 58-2667 mit den

Ankeraminosauren Tyrosin1ss und Argininisg, kann jedoch als gesichert betrachtet werden.
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4.8 Neues Modell der sGC-Aktivierung

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich in einem neuen Modell der sGC-Aktivierung
zusammenfassen. Als gesichert kann die Verankerung der prosthetischen Hamgruppe der sGC an die
drei Aminosauren Histidin1os, Tyrosiniss sowie Argininisg der B-Untereinheit gelten. Der Austausch des
BTyr13s sowie des BArgq3g fuhrt nicht nur zur Expression hamfreier sGC, sondern verhindert auch eine
Rekonstitution der Apo-Enzymmutanten mit PPIX (siehe 3.7.3). Die Interaktion zwischen den fir die

Bindung des Hams essenziellen Ham-Carboxylgruppen (Ignarro et al., 1984) und den beiden in dieser

Arbeit identifizierten Aminosauren Tyrosiniss und Argininsage ist somit fir die Bindung des Hams von
zentraler Bedeutung (Abb. 4.1, 4.3A).

Abbildung 4.3 : Dargestellt ist das Modell der Bindung der verschiedenen sGC-Aktivatoren NO (A),
BAY 58-2667 (B) und PPIX (C) an die sGC. Gemeinsam ist allen drei Aktivatoren eine Lésung der
Histidyl-H&m-Bindung.

In diesem Modell greift BAY 58-2667, ebenso wie PPIX, am Ham der sGC an, und flihrt letztendlich zu
dessen Verdriangung (Abb. 4.3C-D). Diese Kompetition ist aufgrund der Ahnlichkeit der méglichen
raumlichen Struktur von BAY 58-2667 und der Hamgruppe plausibel (Abb. 4.2) und konnte durch die
gezeigten spektroskopischen Befunde bestatigt werden (siehe 3.1.2). Durch die Oxidation der
Hamgruppe durch ODQ wird die Affinitat des Hams zur sGC drastisch reduziert (Hobbs, 2000), wodurch
die sonst erst bei hohen Konzentrationen an BAY 58-2667 einsetzende Verdrangung des Hams vom
Enzym ermdglicht wird. Durch diese erleichterte Verdrangung der Hamgruppe lasst sich sowohl die
beobachtete Steigerung der Bindung von BAY 58-2667 an die sGC als auch andererseits die daraus

resultierende Potenzierung der Enzymaktivitat durch Zugabe von ODQ gut erklaren (siehe 3.2.1; 3.7.4).
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Der axiale Ligand des Hameisens, das Histidin«os der B-Untereinheit, scheint nicht an einer Interaktion
mit BAY 58-2667 beteiligt zu sein, da dessen Austausch keine Auswirkung auf die BAY 58-2667-
induzierte sGC-Aktivierung hat (siehe 3.7.2). Die Verdrangung der Hamgruppe durch BAY 58-2667
(siehe 3.1.2) wlrde deshalb, wie beim PPIX, zum Losen der Histidyl-Ham-Bindung flhren und dadurch
die sGC durch imitieren des Nitrosyl-Ham-Komplexes aktivieren. In Ubereinstimmung mit dieser
Hypothese flihrt BAY 58-2667, ebenso wie NO, zu einer Steigerung der maximalen katalytischen Rate
(siehe 3.2.2). Darliber hinaus besteht die Mdglichkeit, dass die beiden Aminosauren Tyrosinizs und
Argininssg nicht nur der reinen Bindung des Hams, bzw. von BAY 58-2667, dienen, sondern aktiv in die
intramolekulare Signalweiterleitung, die zur Aktivierung der sGC fiihrt, involviert sind. Anderungen im
Ham-Status und der Porphyringeometrie kdnnten nach diesem Modell liber das Histidin1os, Tyrosinsss
und Argininqzg an die katalytische Domane weitergegeben werden. Fur einen solchen Mechanismus,
wie er bereits flir andere Hamproteine gezeigt werden konnte, spricht der Wirkverlust von BAY 58-2667
an den jeweiligen Austauschmutanten der beiden Aminosauren (Gong et al., 2000). Dieses Modell kann
die relativ schwache Wirkung von PPIX im Vergleich zu NO durch Unterschiede in der jeweiligen
Geometrie des Porphyrins erklaren. Dies ist durch das bestehende Modell, basierend auf dem Ldsen

der Histidyl-Ham-Bindung als molekularem Schalter, nicht moglich (Abb. 4.4).

B * BAY 58-2667 + PPIX

Abbildung 4.4 : Gezeigt ist das Modell der intramolekularen Signalweiterleitung (iber den Zustand des
Héms der sGC. Alle drei Klassen von sGC-Aktivatoren fiihren durch das L6sen der Histidyl-H&m-
Bindung zu einer Aktivierung des Enzyms (A-C). Dartiber hinaus kénnen NO (A), BAY 58-2667 (B) als
auch PPIX (C) (ber das Tyrosinizs und Argininizg mit der sGC wechselwirken (symbolisiert durch die
weilen Pfeile), und dadurch zu einer weiteren Aktivierung des Enzyms beitragen. Dieser Signalweg
wére beim PPIX (C), aufgrund seiner Porphyringeometrie, nur in geringerem Mal3e mdglich, was die
schwache Aktivierung der sGC durch PPIX erkldren kann.

Damit konnte in dieser Arbeit die Interaktion zwischen BAY 58-2667 und der sGC nahezu vollstandig
aufgeklart werden, und zwar von der Bestimmung der enzymatischen Charakteristika, tber die Kom-
petition mit der Hamgruppe bis hin zur Identifizierung der an der Bindung beteiligten Aminosauren.
Dariber hinaus konnte das hier postulierte allgemeine Modell sGC-Aktivierung moglicherweise einen

entscheidenden Beitrag zum Verstandnis des Mechanismus der sGC-Aktivierung leisten.
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5. Zusammenfassung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind in den westlichen Industrienationen nach wie vor die
haufigste Todesursache. Aus diesem Grund ist man bemiht, Wirkmechanismen zu identifizieren, die
die Maglichkeit neuer Behandlungen er6ffnen, oder unerwinschte Nebenwirkungen bekannter
Medikationen beseitigen. Mit dem neuen Wirkprinzip der NO-unabhangigen Aktivierung der I6slichen
Guanylatcyclase kénnten sich diese Hoffnungen erflillen. Nach fast 130 Jahren der Anwendung des
Nitroglycerins ist mit BAY 58-2667 erstmals eine Substanz in der klinischen Entwicklung, die ein
ahnliches hamodynamisches Profil besitzt wie die organischen Nitrate. Dadurch hat man die Chance,
die von unerwiinschten Effekten, wie z.B. der Toleranzentwicklung und dem Nitratkopfschmerz,

begleitete Nitrattherapie zu substituieren.

In dieser Arbeit wurde die NO-unabhangige Aktivierung der I6slichen Guanylatcyclase durch die Ham-
abhéngigen sGC-Stimulatoren BAY 41-2272 und BAY 41-8543 sowie den erst kirzlich entdeckten
Ham-unabhangigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 molekularbiologisch und biochemisch untersucht. Der
Schwerpunkt lag dabei auf der Klarung des bisher unbekannten Aktivierungsmechanismus durch
BAY 58-2667.

Es konnte gezeigt werden, dass die NO-unabhangigen sGC-Aktivatoren BAY 41-8543 und BAY
58-2667 sich grundlegend im Mechanismus der Enzymaktivierung von NO unterscheiden, da sie, im
Gegensatz zu NO, nicht mit dem zentralen Eisen der prosthetischen Hamgruppe der sGC interagierten.
Die Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren, wie BAY 41-2272 oder BAY 41-8543, zeigten eine
konzentrationsabhangige Aktivierung der sGC, die durch ODQ gehemmt und in Gegenwart von NO
stark potenziert wurde. Die Entfernung des Hams fiihrte zum fast vollstdndigem Verlust der Wirkung von
BAY 41-2272 bzw. BAY 41-8543. Demgegenuber zeigte der Ham-unabhangige sGC-Aktivator BAY
58-2667 nur einen additiven Effekt mit NO, dafiir aber einen Synergismus mit dem sGC-Inhibitor ODQ
auf die Aktivierung der sGC. Die Entfernung der Hamgruppe der sGC flihrte zu einer Verstarkung der
Wirkung von BAY 58-2667. Diese charakteristischen Aktivierungsprofile beider Substanzklassen
spiegelten sich in den enzymkinetischen Untersuchungen der sGC in Form einer Steigerung der
maximalen katalytischen Aktivitat wieder. Im Gegensatz dazu veranderte sich die Affinitdt des Enzyms
zu seinem Substrat GTP nach Inkubation mit BAY 41-8543 oder BAY 58-2667 kaum. Der beobachtete
starke Synergismus der Hdm-abhangigen Stimulatoren BAY 41-2272 und BAY 41-8543 mit NO ist (iber

die beobachtete Stabilisierung des Nitrosyl-Ham-Komplexes durch diese Substanzen erklarbar. Im
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Gegensatz dazu bewirkte BAY 58-2667 keine Veranderung der Halbwertzeit dieses Komplexes, was

den rein additiven Effekt dieser Substanz mit NO im sGC-Aktivitatsassay erklart.

In dieser Arbeit konnte erstmals eine Rezeptorbindungsstudie fiir die sGC etabliert werden. Durch diese
Rezeptorbindungsuntersuchungen konnte eine hochaffine Bindungsstelle von BAY 58-2667 an der sGC
identifiziert werden. Des Weiteren lie} sich die maximale Bindung von BAY 58-2667 durch Oxidation
des Hams verdoppeln; ein Indiz fir eine mogliche zweite Bindungsstelle fir BAY 58-2667. Der Ham-
abhéangige sGC-Stimulator BAY 41-2272 war nicht in der Lage, BAY 58-2667 vom Enzym zu
verdrangen, was die Prasenz unterschiedlicher und voneinander unabhangiger Bindungsstellen fiir

beide Klassen NO-unabhangiger sGC-Aktivatoren belegt.

In Ubereinstimmung mit der Literatur konnte die Expression eines 18slichen 200 Aminosé&uren langen
N-terminalen Fragments der P-Untereinheit der sGC in E. Coli gezeigt werden. Das exprimierte
Proteinfragment konnte im Westernblot detektiert werden, und kann flir zukiinftige Untersuchungen zur
Bindung und Wechselwirkung von BAY 58-2667 mit dieser hambindenden Doméane der sGC verwendet

werden.

Mit Hilfe eines Tritiumhaltigen Photoaffinitatslabels flir NO- und Ham-unabhéangigen sGC-Aktivatoren
vom BAY 58-2667 Typ konnte eine spezifische Markierung beider Untereinheiten der gereinigten sGC
gezeigt werden. Durch BrCN-Spaltung, 2D-PAGE sowie Sequenzierung der Peptidfragmente beider
Untereinheiten konnte das Tyrosinsz1 der a-Untereinheit sowie der Bereich der Aminosauren 231-310
der B-Untereinheit als Position, an welcher das Photoaffinitatslabel kovalent gebunden war, identifiziert

werden.

Zur Untersuchung des Einflusses von ODQ auf die Bindung von BAY 58-2667 an die sGC wurde eine
einfache und verlassliche chromatographische Methode zur Entfernung der prosthetischen Hamgruppe
entwickelt. In vergleichenden Untersuchungen hamhaltiger und hamfreier sGC konnte gezeigt werden,
dass die Oxidation des Hams durch ODQ (oder andere unspezifische Oxidationsmittel) zur erhdhten
Bindung von BAY 58-2667 an die sGC fiihrt, und dies kausal fir die Potenzierung der BAY 58-2667-

induzierten Enzymaktivierung durch ODQ verantwortlich ist.
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Durch Sequenzalignments und Mutageneseuntersuchungen konnten mit dem Tyrosinsss und Argininsae
der B-Untereinheit der sGC die bereits Anfang der 80er Jahre postulierten Ankeraminosauren der Ham-
Propionate an der sGC identifiziert werden. Die prosthetische Hamgruppe des Enzyms ist demnach

durch das Histidin1os, Tyrosiniss und Argininisg der B-Untereinheit am Enzym gebunden.

Es konnte eine Kompetition von BAY 58-2667 mit der Hamgruppe um die beiden identifizierten
Ankeraminosauren Tyrosiniss und Argininisg gezeigt werden. Der Austausch dieser Aminosauren flhrte
nicht nur zu einem Verlust der Hambindung, sondern ebenfalls zu einem Verlust der BAY 58-2667-
induzierten sGC-Aktivierung. Mit der spektroskopisch nachgewiesenen Verdrangung des Hams durch
BAY 58-2667 und der starken Homologie der raumlichen Strukturen der Himgruppe und BAY 58-2667
konnte ein Modell der Enzymaktivierung entwickelt werden. In diesem Modell flihrt BAY 58-2667 durch
Imitation des Nitrosyl-Ham-Komplexes zur Losung der Histidyl-Ham-Bindung und damit zur Aktivierung
der sGC. Die potenzierende Wirkung von ODQ ist in diesem Modell durch die extrem reduzierte Affinitat
der sGC zur oxidierten Hamgruppe erklarbar, wodurch deren Verdrangung durch BAY 58-2667 deutlich
erleichtert wird. Dariiber hinaus er6ffnet das hier postulierte neue Modell der sGC-Aktivierung,
basierend auf der intramolekularen Signalweiterleitung Uber das Histidinis, Tyrosinizs und das
Arginin13g, eine Erklarungsmoglichkeit fur die unterschiedlichen Charakteristika der Enzymaktivierung
durch NO, PPIX und BAY 58-2667.

Die hier erhobenen Befunde sind ein entscheidender Beitrag zur Charakterisierung der Wechselwirkung
zwischen BAY 58-2667 und der Ioslichen Guanylatcyclase. Die weitreichende Aufklarung der Interaktion
zwischen Substanz und Enzym eréffnet die Moglichkeit einer gezielten Synthese weiterer NO- und
Ham-unabhangiger sGC-Aktivatoren. Diese Verbindungen konnten die klassischen NO-Donoren vom
Typ der organischen Nitrate ersetzen und so eine Basis fur neue, nebenwirkungsarmere Ansatze bei

der Therapie kardiovaskularer Erkrankungen liefern.
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Anhang

Die Tabelle enthéalt die Primersequenzen fur die unter 3.7 durchgefihrten Mutagenesen.

Mutation Mutageneseprimer (5°-3°)

BSseA GACTTGGTGGCTGCTGCGGCCAAAGTCCTCAACCTCAATGCTGG

BH1osF GCAGAACCTCGACGCCCTGTTCGACCACCTCGCCACC

BR116A GCCACCATCTACCCAGGGATGGCCGCACCTTCCTTCCGGTGC

BK120A GCACCGATGCAGAAAAAGGCGCAGGGCTCATTCTGCACTAC

BY13sA GCAAAGGGCTCATTCTGCACGCCTACTCGGAAAGAGAGGGGC

BY1asF GCAAAGGGCTCATTCTGCACTTCTACTCGGAAAGAGAGGGGC

BS137A GGGCTCATTCTGCACTACTACGCGGAAAGAGAGGGGCTTC

BR139A CATTCTGCACTACTACTCGGAAGCAGAGGGGCTTCAGGACATTG

BRi13gL CATTCTGCACTACTACTCGGAACTAGAGGGGCTTCAGGACATTG

BQ1ssA GGATTATCAAGACTGTAGCTGCACAGATCCATGGCACTG

BQ1scA GATTATCAAGACTGTAGCTCAAGCGATCCATGGCACTGAG

BH1ssA GACTGTAGCTCAACAGATCGCTGGCACTGAGATAGAC
BY135sA+BR13sA | GCAAAGGGCTCATTCTGCACGCCTACTCGGAAGCAGAGGGGC

BY13sF+BR13sl

GCAAAGGGCTCATTCTGCACTTCTACTCGGAACTAGAGGGGC
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