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Einleitung

1. Einleitung

11 Der NO/sGC/cGMP-Signalweg im Herz-Kreislauf-System

Der NO/sGC/cGMP-Signalweg ist verantwortlich fir verschiedenste physiologische
Funktionen in nahezu samtlichen Organen. Besonders gut wurde seine Rolle im Herz-
Kreislauf-System charakterisiert. Hier werden durch die Stickstoffmonoxid (NO)-
vermittelte Produktion von cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) zytoprotektive
und antiatherogene Effekte erzielt, wie die Vasodilatation, Inhibition der Proliferation
von glatten Gefalimuskelzellen, Blockade der Leukozyteninfiltration und Inhibition der
Thrombozytenaggregation (Schmidt et al., 1993; Hobbs und Ignarro, 1996; Hobbs,
2002). Der loslichen Guanylatcyclase (sGC) kommt als primére Quelle von cGMP eine
Schlisselrolle in  diesem essentiellen Signalweg zu. Die Dysfunktion des
NO/sGC/cGMP-Signalweges ist an der Entstehung vieler schwerwiegender Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, wie Bluthochdruck und Atherosklerose beteiligt (Hobbs et al.,
1999; Melichar et al., 2004). Die systemischen Folgen kardiovaskulérer Erkrankungen

gelten als Haupttodesursachen in westlichen Industrienationen (Santos et al., 2008).

1.1.1 Historischer Uberblick

Im Jahre 1998 wurde Robert F. Furchgott, Ferid Murad und Louis J. Ignarro der
Nobelpreis in Physiologie oder Medizin fur die Entdeckung von NO als Signalmolekal
im kardiovaskularen System verliehen (Furchgott, 2003; Ignarro, 2003; Murad, 2003).
Ihre Forschungen begannen Mitte der 70er Jahre und ihre Ergebnisse Uberraschten
die wissenschaftliche Welt, weil NO vorwiegend als Umweltgift bekannt war und nicht
als zentraler Mediator essentieller Funktionen im Herz-Kreislauf-System. Im
Nachhinein erscheint dies besonders verwunderlich, da NO schon seit Mitte des 19.
Jahrhunderts in Form von Nitroglyzerin oder Amylnitrit zur Therapie der Angina
pectoris, dem durch myokardiale Ischamie hervorgerufenen Brustschmerz, eingesetzt
wurde (Marsh und Marsh, 2000). Zu dieser Zeit war jedoch nicht bekannt, dass dieses
kleine Gasmolekul der Wirkstoff war. Von diesen anfanglichen Therapieerfolgen war es
ein langer Weg bis zur Entdeckung von NO und der Aufklarung des nachgeschalteten
NO/sGC/cGMP-Signalweges.

Donald F. Ashman wies 1963 erstmals cGMP in Rattenurin nach (Ashman et
al., 1963). Sechs Jahre spater wurde die sGC als cGMP-generierendes Enzym

beschrieben (Hardman und Sutherland, 1969). In den 70er Jahren wurde unabhangig
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voneinander beschrieben, dass sowohl Calcium als auch Acetylcholin zu einer
Erhéhung der cGMP-Spiegel fihren und dass die sGC von NO aktiviert wird. In den
80er Jahren wurde der ,endothelium derived relaxing factor* (EDRF) entdeckt, welcher
cGMP-Spiegel erhdhte und als endogener Nitrovasodilator vorgeschlagen wurde.
Zudem zeigte EDRF eine starke chemische und pharmakologische Ahnlichkeit zu NO
(Kots et al., 2009). Schlielich wurde nachgewiesen, dass es sich bei EDRF um NO
handelte (Ignarro et al., 1988). Fast zeitgleich wurden die NO-Synthasen (NOS) als
endogene NO-Quellen identifiziert (Marletta, 1988). Diese Befunde fugten sich
schlie8lich zu dem Signalweg der NO-vermittelten Vasodilatation zusammen: In
Endothelzellen bindet Acetylcholin an muskarinische Rezeptoren und fihrt zu einer
Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration, wodurch die Calmodulin-
abhéngige NO-Synthase aktiviert wird. NO diffundiert in die glatten GefalBmuskelzellen
und aktiviert dort wiederum die sGC. Erhdhte cGMP-Spiegel aktivieren die cGMP-
abhangige Proteinkinase und setzen eine Signalkaskade in Gang, die Uber die
Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration sowie Dephosphorylierung der

leichten Myosin-Kette schlief3lich zur Relaxation der glatten GefalRmuskelzellen fuhrt.

1.1.2 cGMP-Effektorsysteme

cGMP ist als ,second messenger* an Prozessen im gesamten Organismus beteiligt.
Das Signalmolekll reguliert neben der Relaxation und Proliferation glatter Gefafl3-
muskelzellen auch Entziindungsprozesse, Thrombozytenadhasion und -aggregation,
neuronale Signaltransduktion und den Sehprozess. Diese Mannigfaltigkeit wird tber
die cGMP-Effektorsysteme der cGMP-abhéngigen Proteinkinasen (cGK), cGMP-
regulierten Phosphodiesterasen (PDE) und cGMP-gesteuerten lonenkandale vermittelt
(Lucas et al., 2000).

Die cGK-Isoformen cGKla und cGKIB werden in glatten Gefallmuskelzellen,
Thrombozyten und verschiedenen neuronalen Bereichen, wie Neuronen des
Hippocampus, exprimiert und relaxieren unter anderem GefalBmuskelzellen oder
inhibieren die Thrombozytenaggregation (Hofmann et al., 2009). cGKIl wird in
sekretorischen Epithelien, wie zum Beispiel juxta-glomeruléren Zellen der Niere,
exprimiert und inhibiert die Reninsekretion (Hofmann et al., 2009). Die cGKs liegen als
Homodimere vor und haben den gleichen strukturellen Aufbau aus einem Amino-
Terminus, zwei cGMP-Bindungsstellen verschiedener Affinitat und einer katalytischen
Domane (Pfeifer et al., 1999).

10
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Die cGMP-vermittelte Signaltransduktion wird durch Veranderungen der
intrazellularen cGMP-Konzentration reguliert. Cyclische Nukleotide, wie cGMP, werden
durch PDEs abgebaut. In Sdugern wurden bis heute 11 PDE-Familien (PDE 1-11)
identifiziert, die in zahlreichen Splicevarianten vorkommen und gewebespezifisch
exprimiert werden (Kleppisch, 2009). Aufgrund ihrer Substratspezifitdt lassen sich die
PDEs in drei Kategorien unterteilen: die cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP)-
spezifischen PDE 4, 7 und 8, die cGMP-spezifischen PDE 5, 6 und 9 und die PDE 1, 2,
3, 10 und 11 mit dualer Enzymaktivitdt. PDEs schaffen durch Komplexierung mit
regulatorischen Proteinen oder Signalproteinen dreidimensionale Mikrodomanen fur
die Signaltransduktion der cyclischen Nukleotide (Bender und Beavo, 2006). PDEs
kénnen die cyclischen Nukleotidspiegel genau einstellen und ermdéglichen so eine, auf

die physiologische Situation abgestimmte, Signaltransduktion.

Cyclisch Nukleotid-gesteuerte lonenkandle werden durch die Bindung von
cGMP oder cAMP geoéffnet und bewirken Anderungen des Membranpotentials durch
Modulation der intrazelluldren Ca®*-Konzentration. Sie werden aufgrund ihres
Aktivierungsmechanismus in zwei Klassen unterteilt: ,cyclic nucleotide-gated” (CNG)-
Kandle sind an der Signaliibetragung im sensorischen System beteiligt und
~hyperpolarization-activated cyclic nucleotid-gated" (HCN)-Kanale kdnnen

Schrittmacherzellen im Herzen beeinflussen (Biel und Michalakis, 2009).

1.2 Guanylatcyclasen

Guanylatcyclasen gehoren, wie Adenylatcyclasen, zur Familie der Nukleotidcyclasen
und katalysieren die Umwandlung ihres Substrats, Guanosintriphosphat (GTP)
respektive Adenosintriphosphat (ATP), zum jeweiligen cyclischen Nukleotid, cGMP
bzw. cAMP. Nukleotidcyclasen weisen eine hochkonservierte katalytische Doméne auf,
die aus zwei, in Kopf-Schwanz Konformation einander gegeniberliegenden,
Untereinheiten zusammengesetzt ist (Tesmer et al., 1997; Denninger und Marletta,
1999). Aufgrund der hohen Homologie der katalytischen Domé&nen von Adenylat- und
Guanylatcyclasen wird ein gemeinsamer evolutionarer Ursprung vermutet. Bereits der
Austausch von nur drei Aminosauren reicht aus, um die Substratspezifitdt zwischen
GTP und ATP auszutauschen (Sunahara et al., 1998). Adenylatcyclasen sind als
Monomere Kkatalytisch aktiv, da beide katalytischen Domé&nen in einem Protein
vorliegen (Denninger und Marletta, 1999). Im Gegensatz dazu missen losliche
Guanylatcyclasen als Heterodimere vorliegen, um katalytisch aktiv zu sein (Lucas et al.,

2000). Guanylatcyclasen lassen sich aufgrund ihrer zelluldaren Lokalisation in zwei

11
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Klassen einteilen, die membranstandigen (pGC) und die ldslichen Guanylatcyclasen
(sGCOC).

1.2.1 Membranstandige Guanylatcyclasen

Sieben membranstandige Guanylatcyclasen (GC-A bis GC-G) wurden bis heute
identifiziert (Garbers und Lowe, 1994). lhnen ist der Aufbau aus einer extrazelluléaren
Ligandenbindungsdoméne, einer kurzen Transmembranregion und einer intrazellularen
Doméane mit der katalytischen Region gemein. Die intrazellulare Domane enthélt eine
sogenannte Kinase-Homologie Doméane, die an der Regulation von Aktivitdt und
Sensitivitat der GCs beteiligt ist (Potter und Hunter, 2001). Die extrazellulare Doméne
legt zwar nahe, dass alle pGCs als Rezeptoren fungieren, aber bisher konnten nur
Liganden fur GC-A bis GC-D identifiziert werden.

GC-A wird durch atriales (ANP) und B-Typ natriuretisches Peptid (BNP)
aktiviert und ist an der Regulation des arteriellen Blutdrucks, der Volumenhomoostase
und an lokalen antihypertrophen und antifibrotischen Prozessen im kardiovaskulédren
System beteiligt. In neueren Untersuchungen wurde die physiologische Rolle des
ANP/GC-A-Systems mit verschiedenen genetischen Mausmodellen belegt. Die
Deletion von ANP oder GC-A fuhrt zu schwerer chronischer arterieller Hypertonie,
Hypervolamie und kardialer Hypertrophie (Kuhn, 2009). Im Gegensatz dazu wird durch
Uberexpression von ANP oder GC-A der Blutdruck gesenkt (Steinhelper et al., 1990;
Oliver et al., 1998). Fur BNP wird angenommen, dass es auch im Herzen als lokaler
parakriner antifibrotischer Faktor wirkt (Kuhn, 2009). Das rekombinante humane BNP
Nesiritide (Natrecor®) ist in den USA zur Behandlung der akut dekompensierten Herz-
insuffizienz zugelassen, doch vermehrte Hinweise auf eine maogliche Nierentoxizitat
und eine erhohte Mortalitdit haben die Sicherheit der Therapie in Frage gestellt
(Boerrigter et al., 2009; Potter et al., 2009).

C-Typ natriuretisches Peptid (CNP) aktiviert GC-B. Beide wurden in vielen
Geweben nachgewiesen, vor allem jedoch in vaskularen Endothelzellen und glatten
GefalBmuskezellen, im Gehirn, in Knochen und in Fibroblasten (Olney, 2006). Es gibt
Hinweise fir eine Beteiligung der CNP/GC-B-Signaltransduktion an der Angiogenese,
da CNP die Proliferation von Endothelzellen stimuliert, die Teilung glatter
GefalRmuskelzellen hingegen inhibiert (Komatsu et al., 1996; Yamahara et al., 2003;
Tamura et al.,, 2004). Im Herzen inhibiert CNP durch Aktivierung der GC-B die

12
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Proliferation von Fibroblasten und die Hypertrophie von Myozyten (Pagel-Langenickel
et al., 2007).

GC-C ist der Rezeptor fur Guanylin und Uroguanylin und ist am interstitiellen
Elektrolyt- und Wassertransport sowie am Wachstum und Differenzierung der
interstitiellen Epithelzellen beteiligt (Kuhn, 2009). GC-E und GC-F kommt eine wichtige
Rolle in der Photorezeption zu. Es wurde gezeigt, dass rezessive Mutationen im GC-E-
kodierenden Gen zur Erblindung fuhren (Perrault et al., 1996). Bei GC-D und GC-G
scheint es sich beim Menschen um Pseudogene zu handeln, in Nagern wird GC-D
jedoch im Riechepithel exprimiert und Ubernimmt hier wahrscheinlich chemo-
sensorische Funktionen (Kuhn, 2009). GC-D wird, wie GC-C, von Guanylin und
Uroguanylin aktiviert. Der Ligand und die physiologische Funktion der GC-G sind

bisher noch nicht identifiziert.

1.2.2 Ldsliche Guanylatcyclasen

Die l6slichen Guanylatcyclasen (sGC) sind Heterodimere aus einer a- und einer -
Untereinheit. Die vier bekannten Isoformen a4, o, 1 und B, zeichnen sich durch eine
hohe Sequenzhomologie aus (Garbers, 1979; Yuen et al., 1990; Harteneck et al.,
1991). Die a-Untereinheiten weisen eine Homologie von 48 % und die B-Untereinheiten
eine Homologie von 41 % auf (Derbyshire und Marletta, 2009). Die C-Termini beider
Untereinheiten, die das katalytische Zentrum der sGC beherbergen, sind weitaus

starker konserviert als die Ubrigen Doménen des Enzyms (Koesling et al., 1990).

01/B1-sGC wird ubiquitdr in den meisten Geweben exprimiert und wird daher
als die physiologisch relevanteste sGC angesehen (Budworth et al., 1999). Das
Molekulargewicht der o;-Untereinheit betragt 82 kDa und das der B;-Untereinheit
70 kDa (Nakane et al.,, 1990). Die Untereinheiten sind aus vier verschiedenen
Doméanen aufgebaut: Der N-terminalen regulatorischen Domane, einer darauf
folgenden ,Per/Ant/Sim“ (PAS)-Domane, der nachfolgenden a-Helix und einer C-
terminalen katalytischen Doméne (Lucas et al., 2000; Cary et al., 2006). Die PAS-
Domane und die a-Helix sind an der Dimerisierung der beiden Untereinheiten beteiligt
(Cary et al., 2006; Rothkegel et al., 2007; Ma et al., 2008). Innerhalb der katalytischen
Doméane konnten die fur die Umsetzung von GTP zu cGMP entscheidenden
Aminosauren «;D485, o;D429, o;R573, BiN548, B,E473, B1C541 und pB;R552

identifiziert werden (Derbyshire und Marletta, 2009). Die regulatorische Doméane der ;-
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Untereinheit bildet eine konservierte Hambindungsdomane (lyer et al., 2003; Nioche et
al., 2004; Pellicena et al., 2004; Karow et al., 2005).

Die sGC ist der einzige bekannte Rezeptor fir das Signalmolekil NO, das
endogen von NO-Synthasen bei der Umsetzung von L-Arginin zu Citrullin freigesetzt
wird (Mayer und Andrew, 1998; Murad, 2006). Die reduzierte prosthetische Hamgruppe
ist fur die NO-vermittelte sGC-Aktivierung unerlasslich. Sie weist eine charakteristische
Soret-Bande bei 431 nm des UV/Vis-Spektrums auf, welche durch die Bindung von NO
nach 389 nm verschoben wird (Stone und Marletta, 1994). Das Ham ist Uber den
proximalen Liganden H105 und das Hambindungsmotiv aus Y135-x-S137-x-R139 an
die B;-Untereinheit gebunden (Wedel et al., 1994; Schmidt et al., 2004; Rothkegel et al.,
2006). Aufgrund ihrer Hamgruppe wird die sGC in die Proteinfamilie der ,heme-nitric
oxide and oxygen binding familiy* (H-NOX) eingeordnet (Boon und Marletta, 2005). Der
Vergleich der Kristallstrukturen der H-NOX-Proteine des obligat anaeroben Bakteriums
Thermoanaerobakter tengcongensis (Tt) und des Cyanobakteriums Nostoc sp. (Ns) mit
der Aminosaurensequenz der sGC machte Rulckschlisse auf die Struktur der sGC
maoglich. Diese in silico-Untersuchungen wiesen daraufhin, dass die sGC aufgrund
struktureller Eigenschaften durch NO 50-mal starker aktiviert wird als durch CO (Martin
et al., 2006; Ma et al., 2007). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die O,-Bindung der
Tt H-NOX-Doméane durch die Mutation 175F/L144F vermindert wird (Weinert et al.,
2009). In der Sequenz der sGC liegt an Position 75 ein Phenylalanin vor und kénnte

daflr verantwortlich sein, dass die sGC kein O, bindet.

Die Basalaktivitat der sGC kann durch die Bindung des endogenen Liganden
NO bis zu 200-fach erhdéht werden (Wolin et al., 1982). Die basalaktivierte sGC enthalt
einen an die vier Stickstoffatome des Hams und H105 gebundenen, und somit fiinffach
koordinierten, Histidyl-Ham-Komplex. Es existieren zwei Modellvorstellungen, wie die
NO-Bindung an die Hamgruppe und die dadurch induzierten Verdnderungen der
Hamkoordination zur Aktivierung der sGC filhren: Die erste nimmt an, dass ein
klassischer Liganden-Rezeptor-Komplex zur sGC-Aktivierung fuhrt (Bellamy et al.,
2002). Hierbei ersetzt NO den axialen Liganden H105 des Hams durch einen
Kompetitionsmechanismus auf der proximalen Seite des Enzyms (Ignarro et al., 1981;
Stone und Marletta, 1995; Stone et al, 1995; Hobbs und Stasch, 2009).
Ubereinstimmend mit diesem Aktivierungsmodell fuhrt die Bindung von Proto-
porphyrin IX (PPIX, ohne zentrales Eisenatom) zu einer sGC-Aktivierung, die kinetisch
nicht von der NO-induzierten Aktivierung unterscheidbar ist (Wolin et al., 1982). Die

zweite Vorstellung geht von einem binaren Aktivierungsmodell aus (Cary et al., 2006).
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Durch Bindung von NO wird ein sechsfach koordiniertes Histidin-Ham-NO-Intermediat
gebildet. Dieses Intermediat zerfallt rasch in einen funffach koordinierten NO-Ham-
Komplex, da das Histidin vom Eisenatom der Hamgruppe abdissoziiert. Durch die
Losung der Eisen-Histidin-Bindung wird die sGC aktiviert. Der Ubergang des Histidyl-
Ham-Komplexes zum NO-Ham-Komplex ist spektroskopisch durch die Verschiebung
der Soret-Bande in den kuirzerwelligen Bereich nachweisbar (Russwurm und Koesling,
2004; Cary et al., 2006). Die Geschwindigkeit, mit der das Histidin-HA&m-NO-
Intermediat zum aktivierten NO-Ham-Komplex zerfallt, ist von der Konzentration an
freiem NO abhangig (Zhao et al., 1999; Ballou et al., 2002; Bellamy et al., 2002). NO
ermdglicht so einen basalaktivierten sowie einen vollstandig aktivierten Zustand der
sGC. Im Ruhezustand werden im Gewebe niedrige NO-Konzentrationen synthetisiert,
die in Gegenwart von GTP oder ATP zur basalen sGC-Aktivierung fihren (Russwurm
und Koesling, 2004; Cary et al., 2006). Die Hamgruppe der sGC ist in diesem Zustand
aufgrund ihrer hohen Affinitat fir NO bereits durch die basalen nanomolaren NO-
Spiegel gesattigt (Cary et al., 2006). Durch einen plétzlichen Anstieg der NO-Synthese
wird die NO-Konzentration im Gewebe erhdht, wodurch die sGC maximal aktiviert wird
(Cary et al., 2006). Da die Hamgruppe schon durch basales NO belegt ist, weisen
diese Untersuchungen und Befunde mit N-Butyl-lIsocyanid als alternativen
Hamliganden auf eine zweite NO-Bindungsstelle aul3erhalb der Hamdomane hin
(Derbyshire und Marletta, 2007). Kirzlich konnten Cysteine in der o;- und (-
Untereinheit als mogliche Kandidaten fir die zweite Bindungsstelle von NO identifiziert
werden (Fernhoff et al., 2009).

Die a,-Untereinheit wird vor allem in Gehirn, Lunge, Kolon, Herz, Milz, Uterus
und Plazenta exprimiert (Russwurm et al., 1998; Budworth et al., 1999; Bellingham und
Evans, 2007). Das a,/p;-Heterodimer weist eine, der a;/B;-sGC &hnliche, Liganden-
vermittelte Aktivitat auf und ist vermutlich an der synaptischen Ubertragung im Gehirn
beteiligt (Russwurm et al., 2001; Russwurm et al., 1998). Die B,-Untereinheit wird
hauptsachlich in der Niere und Leber exprimiert (Yuen et al., 1990). Sie bildet
katalytisch aktive Homodimere. Katalytisch aktive Heterodimere konnten bisher noch
nicht nachgewiesen werden (Koglin et al., 2001). Die physiologische Relevanz der 3,-

Untereinheit ist bisher noch nicht aufgeklart.
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1.3 Redoxregulation und allosterische Aktivierung der I38slichen

Guanylatcyclase

Oxidativer Stress ist ein Risikofaktor fur die Entwicklung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und durch die vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
charakterisiert (Melichar et al., 2004; Grossman, 2008). ROS, wie das Superoxidanion
O, sind Sauerstoffverbindungen mit einem ungepaarten und daher sehr reaktiven
Elektron. Oxidativer Stress greift an mehreren Stellen schadigend in den
NO/sGC/cGMP-Signalweg ein und tragt somit zur endothelialen Dysfunktion bei:
1. ROS-Produktion durch NADPH-Oxidasen.
NADPH-Oxidasen konnen durch pathologische Stimuli wie Angiotensin I,
oxidiertes ,Low density protein® und hohe Glukose- und Calcium-
konzentrationen aktiviert werden, wodurch die zellulare ROS-Konzentration
ansteigt (Armitage et al., 2009).
2. Entkopplung der NO-Synthase.
ROS konnen den Kofaktor Tetrahydrobiopterin der NOS oxidieren und die
NOS entkoppeln, wodurch diese ROS anstatt NO bildet (Pou et al., 1992;
Schulz et al., 2008).
3. Verminderte Bioverfligbarkeit von NO.
NO reagiert mit O,” zu einem der wohl reaktivsten ROS, Peroxynitrit (ONOQO),
wodurch NO abgefangen wird. Peroxynitrit schadigt Zellen und Organe durch
Oxidation oder Nitrierung von Proteinen, Lipiden und Nukleinsauren
(Beckman, 2009).
4. Oxidation/Verlust der Hamgruppe.
ROS oxidieren das zentrale Fe?* der sGC-Hamgruppe (Wedgwood et al.,
2005; Gladwin, 2006; Stasch et al., 2006). NO ist nicht mehr in der Lage die
oxidierte sGC zu aktivieren. Als Folge der Oxidation kann es zum Verlust der
Hamgruppe von der sGC kommen (Evgenov et al., 2006; Stasch und Hobbs,
2009). Der genaue Mechanismus oder die Voraussetzungen, die zum

Hamverlust fuhren, sind noch nicht bekannt.

Durch den therapeutischen Einsatz von NO-Donoren und organischen
Nitraten kann die verminderte Verfligbarkeit von NO zum Teil ausgeglichen werden.
Allerdings wurde auch gezeigt, dass organische Nitrate die sGC direkt oxidieren
kénnen (Artz et al., 2002, Miinzel et al., 2005; Mlnzel et al., 2007). Die hamfreie sGC
ist nicht nur insensitiv gegentber NO, sondern wird auf3erdem ubiquitiniert und

proteasomal abgebaut, wie in in vitro-Untersuchungen gezeigt wurde (Stasch et al.,
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2006; Meurer et al., 2009). Auch in vivo sind die sGC-Proteinlevel unter oxidativen
Stressbedingungen vermindert (Bauersachs et al., 1998; Ruetten et al., 1999; Kloss et
al., 2000).

Die Hamgruppe spielt nicht nur eine entscheidende Rolle in der Aktivierung
der sGC, sondern unterliegt auch einer Redoxregulation. Dadurch kann die sGC in
mehreren Formen vorliegen: In der nativen reduzierten NO-aktivierbaren Fe?*-Form,
sowie der NO-insensitiven oxidierten Fe*-Form und letztlich der hamfreien Form. In
den letzten Jahren konnten Substanzen identifiziert werden, welche die verschiedenen
Redoxformen der sGC spezifisch adressieren. Sie stellen vielversprechende
Therapieoptionen flr Erkrankungen dar, die durch eine Schadigung des

NO/sGC/cGMP-Signalweges hervorgerufenen werden.

1.3.1 Stimulierung der nativen hamhaltigen sGC: NO-unabhéngige und

hamabhangige Stimulatoren

sGC-Stimulatoren sind in der Lage die sGC NO-unabhangig zu stimulieren, wobei das
Vorhandensein der reduzierten Hamgruppe die Vorrausetzung fur ihre Wirkung ist.
YC-1 war die erste Substanz, fir die eine NO-unabhdngige sGC-Stimulierung
nachgewiesen werden konnte (Ko et al., 1994; Friebe et al., 1996; Milsch et al., 1997;
Honicka et al., 1999). Allerdings zeigte YC-1 nur eine schwache Wirksamkeit an der
sGC und daruber hinaus eine geringe Spezifitat. Diese aulerte sich durch eine
Inhibition der PDE 5 und verschiedener Tyrosinkinasen (Stasch und Hobbs, 2009).
Zudem wurden cGMP-unabhangige Wirkungen von YC-1 nachgewiesen, wie die
Stimulierung Calcium-sensitiver Kaliumkanéle oder Natriumpumpen (Stasch und
Hobbs, 2009). YC-1 diente als Leitstruktur fur die Synthese und Auffindung der
wirkstarkeren und spezifischeren sGC-Stimulatoren BAY 41-2272 und BAY 41-8543
(Straub et al., 2001; Stasch et al.,, 2001; Stasch et al., 2002a; Stasch et al., 2002b;
Bischoff und Stasch, 2004; Evgenov et al., 2006). Beide Substanzen stimulieren die
sGC direkt und weisen durch Stabilisierung des Nitrosyl-Ham-Komplexes einen starken
Synergismus mit NO auf (Stasch et al., 2001; Stasch et al., 2002b). Eine direkte
Interaktion der sGC-Stimulatoren mit der Hamgruppe wird nicht angenommen, da
Raman-Resonanzspektren keine Hinweise auf eine solche Interaktion lieferten und die
Soret-Bande in Anwesenheit von BAY 41-2272 nicht verschoben wird (Denninger et al.,
2000; Stasch et al., 2001). Zudem wurde durch ein ,Photoaffinity Labeling” mit
BAY 41-2272 eine Bindung an C238 und C243 der ay-Untereinheit demonstriert
(Stasch et al.,, 2001). BAY 41-2272 und BAY 41-8543 bewirkten in verschiedenen
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experimentellen Modellen eine starke Vasodilatation, Inhibition der Thrombozyten-
aggregation und antiproliferative Effekte (Hobbs und Stasch, 2009). Die schlechten
metabolischen als auch pharmakokinetischen Eigenschaften beider sGC-Stimulatoren
machten eine weitere Optimierung hinsichtlich ihrer therapeutischen Anwendung
notwendig, die schlieBlich zu der Entdeckung von Riociguat fiihrte (BAY 63-2521;
Straub et al., 2002; Mittendorf et al., 2009). Durch Langzeitbehandlung mit
BAY 63-2521 konnte eine, durch Hypoxie oder Monocrotalin induzierte, pulmonale
Hypertonie an Mausen und Ratten, eine Rechtsherzhypertrophie sowie ein
krankheitsassoziierter Umbau der Gefafl3e vermindert werden (Schermuly et al., 2008).
BAY 63-2521 befindet sich derzeit in der klinischen Phase Il zur Behandlung der
pulmonal arteriellen Hypertonie und der chronisch thromboembolischen pulmonalen
Hypertonie (Mittendorf et al., 2009; Stasch und Hobbs, 2009).

1.3.2 Aktivierung der hamfreien sGC: NO- und hamunabhangige Aktivatoren

sGC-Aktivatoren aktivieren im Gegensatz zu sGC-Stimulatoren selektiv die hamfreie
sGC. Sie wurden mittels eines ,High-Throughput Screenings” unter Verwendung einer
cGMP-Reporterzelllinie aus inzwischen mehr als 2.300.000 Substanzen des Bayer-
Substanzpools identifiziert. Die gezielte Derivatisierung eines ,Screening-Hits" flhrte
zu BAY 58-2667 (Cinaciguat; Stasch et al., 2002c; Wunder et al., 2005). BAY 58-2667
zeigt an der nativen sGC eine flache Konzentrationswirkungskurve mit einer geringen
sGC-Aktivierung (Stasch et al., 2002c). Interessanterweise kommt es durch die Zugabe
des spezifischen sGC-Oxidanz ODQ zu einer starken Potenzierung der BAY 58-2667-
vermittelten sGC-Aktivierung (Stasch et al., 2002c). ODQ inhibiert die Wirkung von NO
und sGC-Stimulatoren durch Oxidation des zentralen Fe* der sGC-Hamgruppe
(Garthwaite et al., 1995; Schrammel et al., 1996; Zhao et al., 2000). Hamfreie isolierte
sGC wird durch BAY 58-2667 bis zu 200-fach direkt aktiviert wird, genau wie nach
Zugabe von ODQ (Stasch et al.,, 2002c; Schmidt et al., 2003; Roy et al., 2008).
Untersuchungen am hamfreien isolierten Enzym zeigten aul3erdem, dass BAY 58-2667
mit Metalloporphyrinen um die Bindung in der Hamtasche konkurriert (Stasch et al.,
2006).

Die Aktivierung des hamfreien Enzyms lasst sich auf Erkrankungsmodelle
Ubertragen. In BlutgefaRen von spontan hypertensiven Ratten, hyperlipidamischen
Kaninchen und Mausen (Modellen fur Atherosklerose) sowie von Typ 2 Diabetikern
konnte im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgefallen gezeigt werden, dass
BAY 58-2667 in den erkrankten Geféal3en deutlich starker wirkt (Stasch et al., 2006). In
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spontan hypertensiven Ratten konnte im Vergleich zu normotensiven Kontrolltieren
durch BAY 58-2667 ein starkerer und langer anhaltender blutdrucksenkender Effekt
erzielt werden (Stasch et al., 2006). In Tiermodellen fur pulmonale Hypertonie senkte
eine Behandlung mit BAY 58-2667 den rechtsventrikularen Druck, verminderte die
Hypertrophie des rechten Ventrikels, verbesserte strukturelle Veranderungen der
Lungengefalie und verminderte die assoziierte Lungenfibrose (Dumitrascu et al., 2006;
Dunkern et al.,, 2007). BAY 58-2667 verbesserte die Herzleistung und die
Nierendurchblutung in einem Modell fur Herzinsuffizienz (Boerrigter et al., 2007). In
einem Modell fir chronisches Nierenversagen konnte durch eine Behandlung mit
BAY 58-2667 eine therapeutische Wirkung erzielt werden (Kalk et al., 2006).
BAY 58-2667 befindet sich derzeit in der klinischen Entwicklung zur Behandlung der
akut dekompensierten Herzinsuffizienz. In einer Phase lla Studie konnte eine deutliche
Verbesserung der Herzleistung nachgewiesen werden (Lapp et al., 2009; Schmidt et
al., 2009).

HMR1766 (Ataciguat) ist ein weiterer sGC-Aktivator, der keine strukturellen
Gemeinsamkeiten mit BAY 58-2667 aufweist, jedoch das gleiche pharmakologische
Profil zeigt (Schindler et al., 2006; Hobbs und Stasch, 2009). Die Wirkung von
HMR1766 an der sGC wird durch Zugabe von ODQ verstarkt. HMR1766 konkurriert
wie BAY 58-2667 mit Metalloporphyrinen um die Bindung in der Hambindungstasche
(Schindler et al., 2006). Zudem konnte gezeigt werden, dass die in vitro-Wirkung von
HMR1766 unter oxidativen  Stressbedingungen  starker ist als unter
Kontrollbedingungen (Zhou et al., 2008). In experimentellen Tiermodellen der
pulmonalen Hypertonie, der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und des
Nierenversagens zeigte HMR1766 eine therapeutische Wirksamkeit (Schéafer et al.,
2004; Benz et al., 2007).

1.3.2.1 Hamfreie sGC

BAY 58-2667 interagiert mit den Hamankeraminosauren Y135 und R139 der Ham-
bindungstasche, die durch das Entfernen der Hamgruppe freigegeben werden
(Schmidt et al., 2004). Als Hammimetikum kann BAY 58-2667 die native prosthetische
Hamgruppe ersetzen und induziert dhnliche Konformationsanderungen der sGC wie
sie auch durch die Bindung von NO an der Hamgruppe erzeugt werden (Schmidt et al.,
2004). Das einzigartige pharmakologische Profil von BAY 58-2667, selektiv die
hamfreie sGC zu aktivieren, machte es erstmals méglich die hamfreie Form der sGC

indirekt nachzuweisen. Vor der Entdeckung von BAY 58-2667 wurde angenommen,
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dass die reduzierte h&mhaltige sGC die einzige physiologische Form des Enzyms
darstellt. Hamfreie sGC in Praparationen wurde als Artefakt der Aufreinigung betrachtet
und durch die Zugabe von reduzierenden Agenzien wurde versucht, die sGC im
vermeintlich einzigen nativen reduzierten Zustand zu bewahren (Honicka et al., 1999).
Durch die Verwendung von BAY 58-2667 wurde deutlich, dass nahezu alle
Enzympréparationen, Zellen oder Gewebe einen Anteil hamfreier sGC aufweisen
(Schmidt et al., 2004; Gladwin, 2006; Rothkegel et al., 2006; Stasch et al., 2006). Da
sGC-Aktivatoren selektiv die hdmfreie sGC aktivieren, fihrten diese Befunde zu der
Annahme, dass der Anteil an hamfreier sGC unter pathologischen Bedingungen, wie
oxidativen Stress, erhoht ist (Roy et al., 2008; Schmidt et al., 2009). Die hamfreie sGC
wird durch Ubiquitinierung proteasomal abgebaut. Interessanterweise wird dieser
Abbau in Anwesenheit von BAY 58-2667 verhindert (Stasch et al., 2006; Meurer et al.,
2009). Durch ihre porphyrine Struktur sind Zink-Protoporphyrin 1X (Zn-PPIX) und
BAY 58-2667 in der Lage, die sGC vor oxidativ-induziertem Abbau zu schitzen
(Stasch et al., 2006). Thoonen et al. (2009) generierten kirzlich HLO5F-Knockin Mause,
die aufgrund der eingefiigten Mutation hé&mfreie sGC exprimieren und in vivo-

Untersuchungen der hamfreien sGC moglich machen.

1.4 Fragestellung

Die sGC existiert in einem dynamischen Gleichgewicht aus reduzierter, oxidierter und
hamfreier sGC und unterliegt einer Redoxregulation (Hobbs und Stasch, 2009). In
jungster Zeit sind insbesondere die hamfreie sGC und ihre pathophysiologische
Bedeutung in den Blickpunkt des wissenschaftlichen Interesseses gerickt. Es
existierte keine Methode zum direkten Nachweis der hamfreien sGC in zellularen
Systemen. Bisher konnte die hamfreie sGC in lebenden Zellen nur indirekt mit Hilfe der
hamabhéngigen sGC-Stimulatoren und der hamunabhangigen sGC-Aktivatoren
nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Aktivierung der hamfreien

sGC mit folgenden Fragestellungen néher untersucht werden:

. Welche strukturellen Voraussetzungen fuhren zu einer Aktivierung und

Stabilisierung der hamfreien sGC unter hamoxidierenden Bedingungen?
Das biochemische Profil der sGC-Aktivatoren legte die Vermutung nahe, dass alle
hamunabhéangigen sGC-Aktivatoren die hamfreie sGC wie BAY 58-2667 gegen den
Oxidation-induzierten Abbau schitzen konnten. Um diese Hypothese zu Uberprifen
und im Weiteren den grundlegenden Mechanismus aufzuklaren, der zur Stabilisierung

der sGC-Proteinlevel fuhrt, wurde der Einfluss der beiden strukturell unterschiedlichen
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sGC-Aktivatoren BAY 58-2667 und HMR1766 unter h&moxidierenden Bedingungen

untersucht.

. Kann hamfreie sGC mit bildgebenden Verfahren in Zellen nachgewiesen
werden?

Zur intrazellularen Detektion der hamfreien sGC sollte eine auf Fluoreszenz-

dequenching basierende Methode etabliert werden. Hierzu wurde die sGC in lebenden

Zellen mit den biarsenischen Farbstoffen "fluorescein arsenical helix binder* (FIAsH)

und "resorufin arsenical helix binder* (ReAsH; Griffin et al., 1998; Adams et al., 2002)

gelabelt.

. Kann ha&mfreie sGC mit bildgebenden Verfahren in vivo nachgewiesen
werden?
Als bildgebendes Verfahren zum indirekten in vivo-Nachweis der hamfreien sGC sollte
die Ganzkoérper-Autoradiographie an gesunden und hypertonen Ratten angewandt
werden. Mit der Ganzkoérper-Autoradiographie kann die Verteilung von radioaktiv
markierten Substanzen in Organen und Geweben von Tieren sichtbar gemacht werden.
Die Grundlage fir diese Versuche bildete die Eigenschaft von BAY 58-2667 selektiv an
der hamfreien sGC zu binden (Stasch et al., 2006; Roy et al., 2008). Daraus wurde die
Arbeitshypothese entwickelt, dass *C-BAY 58-2667 iiberall dort in der Ganzkorper-

Autoradiographie nachgewiesen werden kdnnte, wo auch hamfreie sGC vorliegt.

. Fuhrt eine chronische Aktivierung der hamfreien sGC in einem

experimentellen Hypertoniemodell zu einer therapeutischen Wirkung?
Es sollte der Frage nachgegangen werden, ob sich in einer chronischen Studie an
hypertensiven Dahl/ss Ratten eine therapeutische Wirkung durch eine
Langzeitaktivierung der hamfreien sGC mit BAY 58-2667 nachweisen lasst. Eine
Hochsalzbelastung (8 % NaCl) fiihrt bei Dahl/ss Ratten zu einer Schadigung der
Nieren und des Herzens und zu einem Anstieg des Blutdrucks (Stasch et al., 1997).
Diese pathologischen Verdnderungen gehen mit erhéhtem oxidativen Stress und
maoglicherweise auch einer Zunahme der hamfreien sGC einher (Meng et al., 2003;
Taylor et al., 2006).
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller, Ort

Agarosegelkammer

OWL B1A EasyCast Mini
Gel

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA

Agarosegelkammer

Agagel™ Standard

Biometra, Gottingen

Analysegerat flr

Elektrolyte

Elektrolyt Analyzer

Instrumentation
Laboratory, Bedford, MA,
USA

Analysegerat fur Plasmen

und Urine

Multichannel Autoanalyzer
Synchron CX7

Beckmann, Hamburg

Blutdruckmonitor

TSE Blutdruckmonitor
Serie 9000

TSE, Bad Homburg

Brutschrank

Heraeus BBD 6220

Heraeus, Dusseldorf

CCD-Kamera

Eigenbau

Bayer HealthCare,
Wuppertal

Densitometer

GS-710 Calibrated Imaging

DensitometerTM

BioRad, Miinchen

ELISA-Reader

SLT Spectra Elisa Reader

SLT, Crailsheim

Flissig-Szintillations- und

Lumineszenz-Counter

1450 Micro Beta TRILUX

Wallac, Turku, Finnland

Flissig-Szintillations-

Counter

PW 4700 liquid scintillation

counter

Philips Ray Test,
Straubenhardt

Fotoentwickler

AGFA Curix 60™

AGFA, Koln

Gefriermikrotom

CM 3600

Leica Microsystems,

Nussloch

Gefriertrocknungsanlage

Christ Alpha 1-4

Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen,

Osterode am Harz

Gelscanner

Gel Doc 2000

BioRad, Miinchen

Homogenisierungsapparat

FastPrep

MP Biochemicals,
Echwege

HPLC

2300 HLC System

Cohesive Technologies,
Waltham, MA, USA
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller, Ort

Imaging Platte BAS-SR 2025 Fuji Photo Film, Tokyo,
Japan

Konfokales Laserscanning | LSM 510 Meta Zeiss, Jena

Mikroskop

Laserscanner BAS 5000 Fuji Photo Film, Tokyo,
Japan

Mikroskop Axiovert 100, Olympus Zeiss, Jena

BH-2

Mikrowelle Siemens 900W Siemens-Electrogeréate,
Munchen

PCR-Cycler UNO-Thermoblock™ Biometra, Géttingen

pH-Meter pH-Meter 765 Kalimatic Knick, Berlin

Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg

SDS PAGE-Kammer

XCell Sure Lock, Novex
Mini-Cell

Invitrogen, Karlsruhe

Spectrophotometer NanoDrop ND 100 Thermo Fischer Scientific,
Spectrophotometer Waltham, MA, USA
SpeedVac Bachofer Vacuum Bachofer, Reutlingen

Concentrator

Stromversorgungsgerat
fur Elektrophorese-
Apparaturen

Mini Protean Il cell Power
PAC 200/1000

BioRad, Miinchen

TagMan-Gerét

7900 HT Fast Real-Time
PCR System

Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA

Ultraschallbad

Transsonic TS 540

Faust EIma, Singen

Ultraschallspitze

Branson Sonifier 250

Heinemann Ultraschall-
und Labortechnik,

Schwabisch Gmiind

Waage Waage PM 400 Mettler Toledo, Giessen

Waage Feinwaage Mettler AX205 Mettler Toledo, Giessen
DeltaRangeTM

Wasserbad Julabo 19A mit Thermostat | Julabo, Seelbach

Western Blot-Apperatur

iBlot®Transfer Device

Invitrogen, Karlsruhe

Zentrifuge

Biofuge A Heraeus

Sepatech

Heraeus, Disseldorf
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Gerat Bezeichnung Hersteller, Ort

Zentrifuge Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Cryofuge 5000 Heraeus Heraeus, Dusseldorf
Sepatech

2.2 Materialien und Chemikalien

Material Bezeichnung Hersteller, Ort

Anti-Rabbit HRP- Vectastain™ ABC Vectorlabs, Wiesbaden

Detektionskit

ECL-Kit ECL-Chemilumineszens-Kit | Amersham Biosciences,

Freiburg

ELISA-Kit Quantikine® Mouse R&D Systems,
Osteopontin Immunoassay | Minneapolis, MN, USA

Farbreagenz Protein Assay BioRad, Miinchen

FIAsSH Lumio™ Green In-Cell Invitrogen, Karlsruhe

Detection Kit

Gelladepuffer

6 x Loading Dye

Fermentas, Leon-Rot

Glasfaserfilterplatten

Multiscreen®HTS, FB

Millipore, Billerica, MA,
USA

iBlot-Kits

iBlot® Western Detection

Stacks (Regular)

Invitrogen, Karlsruhe

Klonierungs-Kits

pENTR™/D-TOPQO®
Cloning Kit, Mammalian
Lumio™ Gateway® Vectors
with Dual Lumio™ Red and

Green In-Cell Detection Kit

Invitrogen, Karlsruhe

Maxi-Prep Kit QlAprep™ Spin Maxi Kit Qiagen, Hilden
Mini-Prep Kit Invisorb Spin Plasmid Two | Invitek, Berlin
Kit
Mutagenesekit QuickChange™ Stratagene, La Jolla, CA,
Mutageneskit XL USA
PCR-Mix gPCR MasterMix Plus Eurogentech, Seraing,
Belgien
ReAsH Lumio™ Red In-Cell Invitrogen, Karlsruhe

Detection Kit

24




Material und Methoden

Material

Bezeichnung

Hersteller, Ort

Reverse Transkriptions-

ImProm-Il Reverse

Promega, Mannheim

System Transcription System

RIA-Kit ANP-RIA Kit Biotrend, Koln
RIA-Kit cGMP-RIA Kit IBL, Hamburg
RNA-Isolations-Reagenz TRIzol® Invitrogen, Karlsruhe

Rontgenfilme

ECL-Hyperfilm™

Amersham Biosciences,

Freiburg

Standard fur Agarosegele

500 bp ladder

Invitrogen, Karlsruhe

Standard fur SDS Gele

Precision Plus Protein
Standard Dual Color

BioRad, Miinchen

SzintillationsgefalRe

20 ml Propylengefalie

Zinsser Analytic,
Frankfurt

Szintillator

Ultima Gold

Packard BioScience,

Groningen, Niederlande

Transfektionsreagenzien

Lipofectamin™, Plus™,
Lipofectamin2000™

Invitrogen, Karlsruhe

Tris-Glycin-Gel

ProGel Tris-Glycin 10 %

Anamed, Darmstadt

UV-Einwegkuveten

UVette™

Eppendorf, Hamburg

Zellkulturmaterial

175 cm? Zellkulturflaschen;
6-Well-, 24-Well- und 96-
Well-Zellkulturplatten

Costar, Cambridge, MA,
USA

Zellkulturmaterial

Neubauer Zdhlkammer

Costar, Cambridge, MA,
USA

Zellkulturmaterial

Mediumfiltriereinheiten
(0,22 um)

Costar, Cambridge, MA,
USA

Zellkultur-Objekttrager

LabTek Il Chambered

Coverglas

NalgeNunc, Naperville,
IL, USA

Zellschaber

Cell Scraper

BD Falcon, Bedford, OH,
USA

Alle weiteren Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt,

Reinheitsgrad von Calbiochem (Bad Soden), Merck (Darmstadt) oder

im hochsten

Sigma

(Steinheim) bezogen. [o*’P]-GTP (spezifische Aktivitat: 29,6 TBg/mmol) wurde von

Perkin-Elmer (Rodgau-Jigesheim) bezogen.
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2.3 Substanzen

sGC-Aktivatoren
BAY 58-2667 (4-[((4-carboxybutyl){2-4-phenethylbenzyl)oxy]phenethyl}amino)methyl-
[benzoic]saure) und HMR1766 (5-chloro-2-(5-chloro-thiophene-2-sulphonylamino-N-(4-

(morpholine-4-sulphonyl)-phenyl)-benzamid  Natriumsalz) wurden fir in  vitro-
Untersuchungen mit einer Konzentration von 10 mM in DMSO gel6st und anschlieRend
in den jeweiligen Testpuffern verdinnt (Stasch et al., 2002c; Schindler et al., 2006;
Abbildung  1). Far in  vivo-Untersuchungen  wurde BAY 58-2667 in
Transcutol/Cremophor EL/PBS (10/10/80 v/v/v) geldst.

sGC-Stimulator
BAY 41-2272 (5-cyclopropyl-2-[1-(2-fluoro-benzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-yl]-

pyrimidin-4-ylamin) wurde mit einer Konzentration von 10 mM in DMSO geldst und in

den jeweiligen Testpuffern verdinnt (Straub et al., 2001; Stasch et al., 2001; Abbildung
1).

BAY 58-2667 HMR1766

H,C

H,C
Zn-PPIX BAY 41-2272

Abbildung 1: Chemische Strukturen der sGC-Aktivatoren BAY 58-2667 und HMR1766,
des sGC-Stimulators BAY 41-2272 und des Hamtaschenliganden Zink-Protoporphyrin
IX (Zn-PPIX).
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Zink-Protoporphyrin IX (Zn-PPI1X)

Zn-PPIX (Sigma, Steinheim) wurde mit einer Konzentration von 10 mM in DMSO geldst

und anschlielBend in den jeweiligen Testpuffern verdinnt.

NO-Donor

Als NO-Donor wurde DEA/NO (2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid; Axxora,
Lorrach) eingesetzt, welches bei neutralem pH und RT eine Halbwertszeit von 2 min
aufweist (Morley und Keefer, 1993). Um einen frihzeitigen Zerfall von DEA/NO zu
vermeiden, wurde unmittelbar vor jedem Test eine 10 mM DEA/NO-Stammldsung in
10 mM NaOH auf Eis hergestellt und in den jeweiligen Testpuffern auf die gewlinschte

Endkonzentration verdinnt.

SGC-Inhibitoren

ODQ (1H-[1,2,4]-Oxadiazolo[4,3a]-quinoxazin-1-one; Tocris Bioscience, Avonmouth,
UK) und NS 2028 (4H-8-Bromo-1,2,4-oxadiazolo(3,4-d)benz(b)(1,4)oxazin-1-one;
Axxora) wurden fur in vitro-Untersuchungen zu 10 mM in DMSO gel6dst und in den
jeweiligen Testpuffern verdinnt. FOr in vivo-Untersuchungen wurde ODQ in
Glycerin/H,O/PEG 400 (60/100/949=w/w/w) geltst.

Rotenon
Rotenon ((2R,6aS,12aS)-2-isopropenyl-8,9-dimethoxy-1,2,12,12a-tetrahydrochromeno
[3,4-b]furo[2,3-h]chromen-6(6aH)-one; Sigma) wurde als 10 mM Ldsung in DMSO

angesetzt und in den jeweiligen Testpuffern verdinnt.

24 Lésungen und Medien

2.4.1. Losungen fur molekularbiologische Methoden

TAE-Puffer (10 x): 48,4 g Tris
11,42 g Essigsaure
20 ml 0,5 mM EDTA, pH 8,0
ad 1000 ml H,O (MilliQ-Qualitat)
Agaroselésung: Fur grol3e Gele:
1 g Agarose (Molekularbiologie Qualitat)
100 ml 1 x TAE-Puffer
In der Mikrowelle aufkochen, anschlielend abkihlen

lassen

27



Material und Methoden

10 pl Ethidiumbromid hinzugeben

Fur kleine Gele:

0,4 g Agarose (Molekularbiologie Qualitat)

40 ml 1 x TAE-Puffer

In der Mikrowelle aufkochen, anschlieRend abkihlen
lassen

5 yl Ethidiumbromid hinzugeben

2.4.2. Losungen fur biochemische Methoden

2.4.2.1. SDS-PAGE

SDS-Laufpuffer:

Zelllyse-Puffer:

Laemmli-Probenpuffer:

2.4.2.2. Western Blot

TBS:

TBS-T:
TBS-T 3 % BSA:

100 mM Tris (ohne pH-Einstellung)
100 mM Gilycin

0,1 % (w/v) SDS

2 mM Bis-Tris

0,1 mM EDTA
0,5mM DTT

9 mM NacCl

1 yg/ml Pepstatin A
10 pg/ml PMSF

10 ug/ml Aprotinin
10 ug/ml Leupeptin
16 pg/ml Benzamidin

5 x konzentriert

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

10 % (w/v) SDS

50 % (v/v) Glycerin

0,025 % (w/v) Bromphenolblau

140 mM NacCl

8 mM KCI

25 mM Tris, pH 7,5

TBS mit 0,5 % (v/v) Tween 20

TBS-T mit 3 % (w/v) Rinderserumalbumin (BSA)
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ECL-LOsung:

ECL-L6sung 1 (Peroxidsalzlésung) und
ECL-L6sung 2 (Luminol und Verstérker)

im Verhaltnis 1:1 mischen

2.4.2.3. sGC-Aktivitats-Assays

Isoliertes Enzym

Probenpuffer:

Inkubationspuffer:

Substratldsung:

cGMP-Readout-System

Cafty

Coelenterazin-Lésung

IBMX-L6sung
CaCly-Losung

cGMP-RIA

Stimulationspuffer

50 mM TEA-HCI, pH 7,5

0,1 mM EGTA

1 mMDTT

2 mg/ml BSA

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
200 uM GTP mit ca. 100.000 cpm [0-**P]-GTP je Ansatz

Calcium-freie Tyrode (PAA, Paching, Ostereich)

5 mg/ml Coelenterazin (pjk, Kleinblittersfeld) in DMSO
30 UM Gluthation

500 uM 3-Isobutyl-1-methylxanthine in DMSO

1 M CaCl, in H,O

2 mM Pyruvat

30 U/ml Superoxiddismutase
10 pg/ml Katalase

500 uM L-Glutamin

25 mM HEPES

5 mM Glukose

0,15 % (w/v) BSA
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1 mM MgCl,

0,5 mM IBMX

2 mM L-Arginin

in Ringerlésung, pH 7,4 (Sigma)

2.4.2.4. sGC-Rezeptorbindungsstudien

Beschichtungslosung:

Waschpuffer:

5x Inkubationspuffer:

IgG-Puffer:
PEG-Puffer:

0,5 %(w/v) PVP (360 kDa)

0,1 % (v/v) Tween-20

10 mM Tris-HCI, pH 7,2

100 mM NacCl

250 mM TEA/HCI, pH 7,5

500 uM EDTA

5mM DTT

15 mM MgCl,

1 % IgG in 1x Inkubationspuffer

35 % PEG 8000 in 1x Inkubationspuffer

2.4.3. Medien und Losungen fur die Zellkultur

E. Coli:

cGMP-Reporterzelllinie:

Endothelzellen:

LB-Broth (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)
SOC-Medium (Invitrogen)
Ampicillin (Sigma)
Kanamycin (Invitrogen)
Agarplatten: 15 g Agar

11 LB-Broth
In der Mikrowelle aufkochen und abkiihlen lassen. 1000 pl
Ampicillin - (100 mg/ml) bzw. 1000 pl Kanamycin
(50 mg/ml) hinzupipettieren und die Agarldsung in sterile
Petrischalen geben (Greiner Bio-One, Frickenhausen).
MEM Alpha-Medium (Best.-Nr.: 22571-020, Invitrogen)
FCS (Best.-Nr.:10500-064, Invitrogen)
L-Glutamin 200 mM (Best.-Nr.: 25030-024, Invitrogen)
Zeocin 100 mg/ml (Best.-Nr.: 801935, Invitrogen)
Cell-Dissociation Buffer (Best.-Nr.: 13150-016, Invitrogen)
Medium:
Medium 199 mit Earl's Salzen, L-Glutamin, 25 mM
HEPES, L-Aminosauren (Best.-Nr: 22340-020, Invitrogen)
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Amphotericin B 250 pg/ml (Best.-Nr.: 15290-026,
Invitrogen)

Penicillin/ Streptomycin 500 U/ml (Best.-Nr.: 15070-063,
Invitrogen)

Kanamycin 1000 pg/ml (Best.-Nr.: 15160-047, Invitrogen)
Gentamycin 50 mg/ml (Best.-Nr.: 15750-045, Invitrogen)
Trypsin/EDTA 0,05 % (Best.-Nr.: 25300-054, Invitrogen)
Waschpuffer:

500 ml Dulbeco’s PBS mit Ca** und Mg? (Best.-Nr.:
D8537, Sigma, Steinheim)

2,5 pg/ml Amphotericin B

100 U/ml Penicillin/Streptomycin

0,05 pg/ml Kanamycin

0,05 pg/ml Gentamycin

Kollagenaseltsung:

100 ml Endothelzellen-Medium

140 mg Kollagenase Typ CLSIl (Best.-Nr.. C3-28,

Biochrom, Berlin)

2.5 Plasmide
Verwendung Bezeichnung Referenz Selektions-
marker

Vektor zur Expression der pcDNAI/Amp- Invitrogen, AmpR
a1-SGC-Untereinheit a1-SGC Becker et al.,

1999
Vektor zur Expression der pRC/CMV-B;-sGC | Invitrogen, AmpR
B1-sGC-Untereinheit Becker et al.,

1999
Vektor zur Generierung des PENTR/D-TOPO Invitrogen KanR
LEntry Clones" fiir Gateway ™
Cloning
Vektor zur Generierung des pcDNAG.2/nLumio- | Invitrogen AmpR
N-terminalen Lumio™-tags DEST
Vektor zur Generierung des pcDNAG6.2/cLumio- | Invitrogen AmpR
C-terminalen Lumio'™-tags DEST
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2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1. Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von 1:50 verdiinnten DNA-Ldsungen wurde durch die Messung der
Absorption bei 260 nm (Biophotometer, Eppendorf) in Einwegklvetten (Uvette,
Eppendorf) bestimmt.

2.6.2. Mutagenese

Die Mutationen der B;-sGC-Untereinheit wurden mit dem QuickChange™XL Site
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA), nach Anweisung des
Herstellers durchgefihrt. Als Template wurden jeweils 20 ng des zu mutierenden
Plasmids eingesetzt und eine Elongationszeit von 1 min je kb Plasmid gewahlt. Die fur
die Mutationen verwendeten Primer (Tabelle 1) wurden bei Eurofins (Ebersberg)
bestellt.

2.6.3.  Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 1 %ige Agarosegele verwendet. Dazu
wurde 1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht, abgekunhlt
und mit Ethidiumbromid versetzt (siehe 2.4.1). Die DNA-Proben wurden mit 6 x Gel-
ladepuffer (Fermentas, Leon-Rot) gemischt, aufgetragen und bei einer Spannung von
80 bis 100 V aufgetrennt. Als GroRenstandard wurde eine 500 bp-Leiter (500 bp
ladder, Invitrogen) benutzt. Die Auswertung erfolgte unter UV-Licht auf einem
Gelscanner (GelDoc 2000, BioRad, Munchen) mit der Software Quantity One (Version
4.23, BioRad).
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B1H105F 5’-gcagaacctcgacgccctgttcgaccacctcgccacc-3'’
B1Y135A/R139A 5’-gcaaagggctcattctgcacgcctactcggaagcagaggggce-3’
TC4-Y135A/R139A

TC aa243-248

B.:L243C 5’-cagagtgctcccccagtgccagectgggaagtgcagcecttetgtetgte-3°
B1Q244G 5’-cagagtgctcccccagtgctgecctgggaagtgcagccttctgtctgte-3°
B.K247C 5’-cagagtgctcccccagtgctgecctgggtgctgcagccttetgtetgte-3’

TC aa239-244

(TC4)

B.V239C 5’-gaaatgctatctacagatgcctcccccagctccagcectgggaagtgcagcec-3’
B.L240C 5’-ggaaatgctatctacagatgctgcccccagctccagcctgggaagtgcagec-3’
B1Q242G 5’-ggaaatgctatctacagatgctgccccgggctccagectgggaagtgcagee-3’
B1L243C 5’-ggaaatgctatctacagatgctgccccgggtgccagectgggaagtgcagcec-3’
3,Q244C 5’-ggaaatgctatctacagatgctgccccgggtgctgcectgggaagtgcagec-3'
TC aa257-262

B.V257C 5'-ctgtctgtcttctctctgtgccgcecctecatattgacatcagtttccacggg-3’
B.R258C 5’-ctgtctgtcttctctetgtgcetgcecctcatattgacatcagtticcacggg-3’
BH260G 5'-ctgtctgtcttctetetgtgetgecctggtattgacatcagtttccacggg-3'
B11261C 5’-ctgtctgtcttctctctgtgetgecctggttgcgacatcagtttccacggg-3’
B,D262C 5’-ctgtctgtcttctctctgtgetgecctggttgctgcatcagtttccacggg-3’

TC aal70-175

B.R170C 5’-ggttattcagcaatgtagtgaagaatgtgatcatacccaatttttaattg-3’
B,S171C 5’-ggttattcagcaatgttgtgaagaatgtgatcatacccaatttttaattg-3’
B.E172P 5’-ggttattcagcaatgttgtccagaatgtgatcatacccaatttttaattg-3’
BiE173G 5’-ggttattcagcaatgttgtccagcatgtgatcatacccaatttttaattg-3’
B.E175C 5’-ggttattcagcaatgttgtccagcatgttgtcatacccaatttttaattg-3’

TC aalll-116 5'-gaccacctcgccacctgcetgcccagggtgctgcgeaccttecttceggtg-3°
TC C-tag

Zuséatzliches M 5’-cgaaattaatacgactcatgatagggagacccaagcttggtacc-3’

B.C-6 5’-cgactcatgatatgtagacccaagcttggtaccgagctc-3’

B.C-5 5’-ctcatgatatgttgtcccaagcttggtaccgagctc-3’

B:G-3 5’-ctcatgatatgttgtcccgggcttggtaccgagcetc-3’

B.C-2 5’-ctcatgatatgttgtcccgggtatggtaccgagctcggatc-3’

B,C-1 5’-tcatgatatgttgtcccgggtgttgtaccgagctcggatc-3°

Tabelle 1: Fur die Mutagenese verwendete Primer. Die mutierten Basen sind
unterstrichen. Da die verwendeten Primer revers-komplementér waren, sind nur die
Forward-Primer aufgelistet. TC:Tetracystein.
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2.6.4. Transformation von E.coli

Zur Plasmidgewinnung wurden 10 pg bis 100 ng der jeweiligen Plasmid-DNA nach
Herstellerangaben in OneShot®TOP10 (Invitrogen) chemisch kompetente Zellen wie
folgt transformiert.

1 Portion der E.coli auftauen

10 pg bis 100 ng DNA in 1 bis 5 pl hinzugeben

30 min auf Eis inkubieren

Hitzeschock: 30 s 42°C, 2 min auf Eis

250 pl SOC-Medium hinzugeben

1 h bei 37°C und 300 rpm inkubieren

150 pl der Transformationslésung auf Agarplatten mit

dem jeweiligen Selektionsmarker ausstreichen

Platten Gber Nacht bei 37°C inkubieren

2.6.5. Plasmidpraparation

Von jeder Mutagenese wurden 3 bis 5 Klone von der Agarplatte gepickt und eine 2 ml
Flassigkultur (LB-Medium mit jeweiligem Selektionsmarker) angeimpft und fiir 16 h bei
37°C und 200 rpm inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend mit dem Invisorb®
Spin Plasmid Mini Two Kit (Invitek, Berlin) nach Herstellerangaben aufgereinigt und die
Mutationen wurden mittels Sequenzierung (Invitek, Berlin) tGberpruft. Zur Gewinnung
groRerer DNA-Mengen wurden 200 ml Flissigkulturen mit einem sequenzierten Klon
oder aus einem Glycerolstock (800 ul Bakterienkultur + 200 pl Glycerol 87 %) an-
geimpft. Nach 16-stindiger Inkubation bei 37°C und 200 rpm wurde die Plasmid-DNA
mit dem Qiaprep™ Spin Maxi Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und die Konzentration

wurde auf 1 pg/pl eingestellt.

2.6.6.  Klonierung mittels der Gateway™ Technologie

Um die B;-sGC-Untereinheit N- oder C-terminal mit dem Lumio™ Tag (Tetracystein
(TC)-Motiv aus CCPGCC) zu versehen wurde das Gateway™ System (Invitrogen)
verwendet. Im ersten Schritt wurde ein sogenannter ,Entry“-Vektor mit der flr die ;-
Untereinheit kodierenden Sequenz erstellt. Die B;-sGC wurde dazu mit den Primern
B1 4TOPO_F 5-caccatgtacggttttgtgaac-3’' und B, 4TOPO_R 5’-gttttcatcctggtttgtttccte-3’
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mittels der Topoisomerase | vermittelten TOPO®-
Cloning Reaktion in den pENTR/D-TOPO Vektor kloniert (Cheng und Shuman, 2000).
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Die korrekte Insertion der B;-sGC in den TOPO-Vektor wurde durch Sequenzierung
Uberpruft. Mit Hilfe der LR-Rekombinationsreaktion, die sich die gerichtete
Rekombination des Lambda-Bakteriophagens zu Nutze macht (Landy, 1989), wurde
die B;-sGC vom pENTR/D-TOPO-Vektor in den pcDNA6.2/cLumio-DEST fir das C-
terminale Tag oder in den pcDNA6.2/nLumio-DEST fir das N-terminale Tag kloniert.

Die Konstrukte wurden mittels Sequenzierung Uberpruft.

2.6.7. Transiente Kotransfektion der sGC-Untereinheiten in die cGMP-

Reporterzelllinie

cGMP-Readout-System

Am ersten Tag wurden cGMP-Reporterzellen mit einer Dichte von 1x10* Zellen/Well in

96-Well-Zellkulturplatten ausgesat. Am zweiten Tag wurden die Zellen nach folgendem
optimierten Protokoll mit den jeweiligen o;-sGC und f;-sGC-Expressionsvektoren
(siehe 2.5) transient transfiziert. Dazu wurden die Transfektionsreagenzien

Lipofectamin™ und Plus™ (Invitrogen) benutzt.

DNA-L6sung 1 Well 96er Platte
o1-SGC : 18,75 ng 1,8 ug
B1-SGC: 18,75 ng 1.8 pg
Opti®MEM 1I: 2,5ul 240 pl
Plus™-Reagenz: 0,125 pl 12 l
Mischen

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

Lipofectamin™-Lésung 1 Well 96er Platte
Lipofectamin™: 0,8 ul 75 ul
Opti®MEM I: 11,7 pl 1120 pl

Lipofectamin™-Lésung zur DNA/Plus™-Lésung geben und mischen
Komplexierung der DNA mit Lipofectamin™ 30 min bei RT

Verdiinnung mit Opti®™MEM |- 1 Well 96er Platte
Medium
Opti®™MEM I: 93,8 pl 9ml

Medium aus den 96er Platten entfernen

100 pul der Transfektionslésung je Well pipettieren
3 h bei 37°C inkubieren

Transfektionsmedium entfernen

100 pl Kulturmedium ohne Selektionsmarker je Well zugeben
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Um eine ausreichende transiente Expression des Enzyms zu gewahrleisten, wurden
die Zellen fur 24 h in Kulturmedium ohne Selektionsmarker inkubiert (37°C, 5 % CO,).

Danach wurden die Zellen zur Messung des cGMP-Gehaltes vorbereitet (siehe 2.7.6).

Western Blot

6x10° cGMP-Reporterzellen wurden in 2 ml Medium in ein Well einer 6-Well-Zellkultur-
platte ausgesat und nach dem oben beschriebenen Protokoll am zweiten Tag
transfiziert. Folgende Mengen wurden pro Well eingesetzt: 0,75 ug a;-sGC-Plasmid,
0,75 pg B1-sGC-Plasmid, 2,5 ul Plus™ Reagenz und 23,3 pl Lipofectamin™ in 2 ml
Opti®™EM I. Am dritten Tag wurden die Proteine aufgearbeitet (siehe 2.7.2).

Konfokale Laserscanning Mikroskopie

Am ersten Tag wurden 2x10* cGMP-Reporterzellen pro Well eines LabTek™Il
Kammer-Zellkulturobjektragers ausgesat und nach 24 h transient transfiziert. Es wurde
Lipofectamin™2000 (Invitrogen) verwendet, da es in Vortests im Vergleich zu anderen

Transfektionsreagenzien eine hohere Transfektionseffizienz zeigte.

0,5 pl Lipofectamin™2000 in 58 pl Opti®MEM | verdiinnen
und 5 min bei RT inkubieren

0,5 Hg a1-sGC und 0,5 pg P:1-sGC in 58 pl Opti®™MEM |
mischen und zu der Lipofectamin™2000-Lésung geben
Die Mischung 20 min bei RT inkubieren und 115 ul in das
Well gegeben

Nach 4 h Inkubation bei 37°C das Transfektionsmedium

gegen Kulturmedium ohne Zeocin tauschen

Die Zellen wurden am dritten Tag fur die konfokale Laserscanning Mikroskopie

vorbereitet (siehe 2.9).

2.7 Biochemische Methoden

2.7.1.  Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte durch ein Farbreagenz (Protein Assay,
BioRad, Miinchen), basierend auf der Methode von Bradford (Bradford, 1976). 10 pl
Probe wurden mit 200 pl Farbstofflosung in einer 96-Well-Platte gemischt und 10 min

bei RT zur stabilen Ausbildung des Farbstoff-Protein-Komplexes inkubiert. Im ELISA-
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Reader wurde die Extinktion bei 595 nm gegen einen Leerwert gemessen und die

Werte gegen eine BSA-Eichgerade kalibriert.

2.7.2. Gesamtprotein-Extraktion

Zur Analyse der sGC-Proteinexpression wurden die Zellen in 6-Well-Zellkulturplatten
ausgesat und bis zur Konfluenz kultiviert. Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen
transient transfiziert (siehe 2.6.7) und mit den jeweiligen Testsubstanzen inkubiert. Die
Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und in jedes Well wurden 50 l
Zelllysepuffer (siehe 2.4.2) gegeben. Die Zellen wurden von den 6-Well-Zellkultur-
platten mit einem Zellschaber abgeldst und jeweils 3 Wells wurden in einem
Reaktionsgefald gepoolt. Durch Ultraschallbehandlung (30 s) wurden die Zellmem-
branen zerstort. Die l6slichen Proteine wurden mittels Zentrifugation (60 min, 4°C,
13.000 rpm) von unléslichem Zelldebris getrennt. Die Konzentration der im Uberstand
befindlichen Gesamtproteine wurde mittels Bradford-Assay (siehe 2.7.1) bestimmt und
auf 0,5 pg/ul oder 1 pg/ul eingestellt, damit gleiche Proteinmengen in der

Gelelektrophorese (siehe 2.7.3) aufgetrennt werden konnten.

2.7.3. Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)

Fur die Untersuchung von Proteinen wurden diskontinuierliche, vertikale SDS-
Polyacrylamid Minigele nach Laemmli (Laemmli, 1970) verwendet. SDS bewirkt die
Entfaltung der Proteine und maskiert deren Eigenladung, wodurch eine Auftrennung
der Proteine nach ihrem Molekulargewicht unabhéngig von Faltung und Ladung
maoglich ist. Glycin wird in diesem System als Tragerion eingesetzt. Es wurden 10 %ige
Tris-Glycin Gele (ProGel, Anamed, Darmstadt) verwendet. Das Gel wurde in der
vertikalen Kammer des Gelsystems X Cell Sure Lock (Invitrogen) fixiert und die
Kammer wurde mit Laufpuffer (siehe 2.4.2) beflillt. Die Proteinproben wurden mit
Laemmli-Probenpuffer (siehe 2.4.2) versetzt und anschlieBend 5 min bei 95°C
denaturiert. Unlosliche Proteine und Zellbestandteile wurden unmittelbar vor dem
Auftragen abzentrifugiert (10.000 rpm, 3 min). 30 pg Protein wurden pro Bahn

aufgetragen und bei 200 V fur 90 min im Kuhlraum aufgetrennt.

2.7.4. Western Blot

Die durch Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden nach einer von Towbin

entwickelten Methode auf eine Nitrocellulose-Membran passender Grof3e transferiert
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(Towbin et al., 1992). Dazu wurde das iBlot® Dry Blotting System (Invitrogen) mit iBlot®
Western Detection Stacks (Regular; Invitrogen) verwendet. Das Gel wurde auf den
unteren Stack mit der mitgelieferten Membran gelegt, mit einem mit Wasser
befeuchteten Filterpapier und anschlieRend mit dem oberen Stack abgedeckt. Die
Proteine wurden innerhalb von 6 min auf die Membran geblottet und konnten

anschlieend wie unter 2.7.5 beschrieben detektiert werden.

2.7.5. Immundetektion

Die von Harlow und Lane (1988) entwickelte Methode des ,Immuno-Sandwich-
Assays* basiert auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Hierzu wurde die Nitrocellulose-
Membran nach erfolgtem Proteintransfer 60 min bei RT in TBS-T/3 % (w/v) BSA, zur
Sattigung unspezifischer Bindungsstellen, inkubiert. Die sGC-Untereinheiten wurden
mit polyklonalen Antikérper separat detektiert. Der Antikorper gegen die
az-Untereinheit (Sigma) wurde 1:2.000, der Antikorper gegen die pB;-Untereinheit 1:750
(Cayman, Ann Arbor, MI, USA) in TBS-T/3 % (w/v) BSA verdunnt. Aktin wurde als
Kontrolle fur eine gleichméRige Beladung mit einem 1:8.000 verdinnten Antikorper
(Sigma) nachgewiesen. Die Membran wurde nach der Blockierung mit BSA tber Nacht
bei 4°C im Rundumschittler mit der jeweiligen Antikdrperlésung inkubiert und
anschlielend dreimal in TBS-T gewaschen (5 min), um Uberschissigen Erstantikorper
zu entfernen. Der biotinylierte Zweitantikdrper, anti-Kaninchen-lgG-Biotin (Vectastain
ABC Kit, Vectorlabs, Wiesbaden) fir a;-sGC und anti-Kaninchen-lgG biotinyliert (Dako,
Glostrup, Denmark) fir die B;-sGC, wurde 1:250 bzw. 1:2.000 in TBS-T verdinnt und
die Membran 60 min darin inkubiert. Nach dreimaligen Waschen (5 min) mit TBS-T
wurde die Membran 60 min in einer Losung aus 1:222 verdinntem Avidin und
biotinylierter Meerrettich-Peroxidase (Vectastain ABC Kit, Vectorlabs, Wiesbhaden)
inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran dreimal 30 min in TBS ohne Tween
gewaschen. Tween wurde in diesem Schritt nicht mehr zugesetzt, um den Hintergrund
zu verringern. Durch die Zugabe von ECL-Reagenz (Amersham Biosciences, Freiburg)
wurde Chemilumineszenz erzeugt. ECL Hyperfime™ (Amersham Biosciences,
Freiburg) wurden in der Dunkelkammer auf die Membran gelegt und durch die
Chemilumineszenz konnten die Proteinbanden detektiert werden. Die Filme wurden am
Densitometer eingescannt und mit Hilfe der Software Quantity-One (BioRad, Miinchen)

ausgewertet.
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2.7.6. sGC-Aktivitats-Assays

Isoliertes Enzym

Nach einer von Honicka entwickelten Methode wurde die Aktivitat der isolierten sGC
uber die Bildung von [0**P]-GTP zu [0**P]-cGMP gemessen (Hénicka et al., 1999). Die
sGC-Préaparation wurde gegebenenfalls, je nach spezifischer Aktivitéat, vor dem Assay
in Probenpuffer verdiinnt. Um die Aktivitat hamfreier sGC-Praparationen zu bestimmen,
wurde das Enzym in Probenpuffer (siehe 2.4.2.3) mit 0,5 % Tween-20 inkubiert, was zu
einem Verlust der prosthetischen Hamgruppe fihrt (Honicka et al., 1999). Um eine
Rekonstitution der sGC wahrend des Testes zu verhindern, wurde dem

Inkubationspuffer ebenfalls 0,5 % Tween-20 hinzugeflgt.

Assayansatz: 40 ul Inkubationspuffer
20 ul sGC-Préaparation
20 pl Substanzlésung
20 pl Substratlésung

Alle Bestandteile, aul3er der Substratlésung, wurden auf Eis zusammenpipettiert und
anschlielend fur 3 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 20 pl radioaktiver GTP-Substratldsung gestartet und nach weiterer
Inkubation fiir 10 min bei 37°C durch Zugabe von 400 pl Zinkacetat (100 mM) und
500 pl Natriumcarbonat (120 mM) gestoppt. Zinkcarbonat bildet mit nicht umgesetzten
GTP einen weilRen Niederschlag der im Anschluss abzentrifugiert wurde (5 min, 2.800
rpom, 4°C). Um in der Probe verbliebenes GTP abzutrennen, wurde der Uberstand tiber
eine mit Tris-HCI (100 mM, pH 7,5) aquilibrierte Aluminiumoxidsaule (Saulenbett: 1 ml)
chromatographiert. Das gebildete cGMP wurde mit 10 ml Tris-HCI (100 mM, pH 7,5)
mit einer Ausbeute von 60 % eluiert und in 20 ml SzintillationsgefaRen aufgefangen
und mit Szintillator versetzt. Im Anschluss wurde die Aktivitdt der Proben in einem
Flassigkeits-Szintillations-Counter gemessen und die spezifische Aktivitdt der Proben

nach folgender Gleichung bestimmt:

- TP
Spezifische Aktivitét [ M _ }: CPMerghe — CPMiemert uM
Hgmin CmengesetzteH{ti\hét W tmin ) Ppg

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

t = Zeitdauer des Assays (min)

39



Material und Methoden

cGMP-Readout-System

Ein intrazellulares cGMP-Messsytem wurde durch stabile Transfektion einer CHO-Zelle

mit Aequorin, einem Protein der pazifischen Leuchtqualle Aequorea forskalea, und
dem Calcium-leitenden cyclischen Nukletoid-gesteuerten lonenkanal CNG2A generiert
(Wunder et al., 2005). Das Messsystem dieser cGMP-Reporterzellen beruht darauf,
dass Aequorin in Gegenwart seiner Kofaktoren Coelenterazin und Calcium eine
messbare Biolumineszenz emittiert, die direkt proportional zur intrazellularen cGMP-
Konzentration ist. Die cGMP-Reporterzellen wurden mit den kodierenden Plasmiden
fur die a;-sGC und die Wildtyp oder mutierten B;-sGC Untereinheiten transient oder
stabil kotransfiziert (siehe 2.6.7). Je nach Fragestellung wurden die Zellen fir 24 h mit
10 uM ODQ oder 90 min mit NS 2028 oder Rotenon vorinkubiert. Die Zellen wurden
vor der sGC-Aktivitatsmessung fur 3 h mit Coelenterazin (Cafty mit 200 mM IBMX und
0,83 pg/ml Coelenterazin) bei 37°C inkubiert. Unmittelbar vor der Messung wurde die
exprimierte sGC durch Zugabe der zu testenden Substanz fir 10 min bei RT stimuliert.
Durch Zugabe von 10 mM Calciumchlorid-L6sung in einer lichtdichten CCD-Kamera
wurde die Biolumineszenz initiiert und tber einen Zeitraum von 60 s aufgenommen. Mit
diesem Testsystem konnte der Einfluss von Mutationen oder Vorinkubationen mit
Oxidantien auf die Aktivierbarkeit des Enzyms durch sGC-aktivierende Substanzen

untersucht werden.

Messung des cGMP-Gehaltes mittels Radioimmuno-Assay (RIA)

Die cGMP-Konzentrationen in primaren Schweineendothelzellen wurde mittels eines
kommerziell erhéltlichen RIA-Kits (IBL, Hamburg; Stasch et al., 2002c) gemessen.
Dazu wurden die Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten kultiviert, fir 24 h mit 10 uM ODQ
oder Vehikel inkubiert und vor dem Test zweimal mit Ringer-Losung gewaschen. Die
Zellen wurden anschlieRend 30 min mit verschiedenen Konzentrationen BAY 58-2667,
HMR1766 oder Zn-PPIX oder fur 15 min mit verschiedenen Konzentrationen
BAY 41-2272 inkubiert. Die Substanzen waren in Stimulationspuffer gelost. Nach der
Inkubation wurde der Puffer abgenommen und die enzymatische Reaktion wurde durch
Zugabe von 500 pl eiskalter Ethanol:Ringer-Losung (10:1) gestoppt. Die Platten
wurden anschlieBend zur Kryoextraktion von cGMP bei -20 °C eingefroren und
getrocknet. Die cGMP-Konzentration wurde schlielich mit dem RIA-Kit nach
Herstellerangaben gemessen. Dazu wurden die Zellriicksténde in den Kulturplatten in
500 pl cGMP-Puffer pro Well resuspendiert und 100 pl davon wurden unverdinnt in

den RIA eingesetzt.
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2.7.7. Rezeptorbindungsstudien

Homologe und heterologe Kompetitionsbindungsstudien wurden nach dem Protokoll
von Schmidt et al. (2003) durchgefuhrt. Die Trennung von gebundenem und freiem
radioaktiven Liganden erfolgte hierbei mittels Vakuumfiltration 0Uber 96-Well-
Glasfaserfilterplatten (Multiscreen®HTS, FB, Millipore, Billerica, MA, USA). Die Filter
wurden mit PVP beschichtet, um die unspezifische Bindung von *H-BAY 58-2667 auf
unter 1 % der eingesetzten Radioaktivitat zu reduzieren. Die Glasfaserfilterplatten
wurden dazu mit 200 ul PVP-Beschichtungslésung (siehe 2.4.2.4) pro Well befillt und
fur mindestens 3 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Wells 6-mal mit 200 ml
eiskaltem Waschpuffer gewaschen. Zur Erstellung einer homologen Verdrangungs-
kurve wurden 107 M °H-BAY 58-2667 mit 10™ M bis 10* M BAY 58-2667 inkubiert.
Heterologe Verdrangungskurven wurden durch Inkubation von 107 M *H-BAY 58-2667
mit 10 M bis 10" M HMR1766 bzw. 10" M bis 3 x 10° M Zn-PPIX erstellt. Zur
schnellen Einstellung eines Gleichgewichts, aus Assoziation und Dissoziation des
sGC-Aktivators an das Enzym, wurden radioaktiver und nicht-radioaktiver Ligand 10-
fach konzentriert vorher zusammen in Acetonitril (ACN):H,O (60:40) angesetzt und
gemeinsam in den jeweiligen Ansatz pipettiert (,Ligandenmix”). Die Zusammensetzung

einer Probe war wie folgt:

20 ul 5 x Inkubationspuffer, pH 7,5
1 pl sGC (1 pg/pl)

69 ul H,O

10 pl Ligandenmix

Zur Einstellung eines Bindungsgleichgewichtes wurden die Proben 10 min bei 37°C
inkubiert und anschlie3end fir weitere 10 min auf Eis gekihlt. Die Féllung der sGC
erfolgte durch Zugabe von 15 pl eiskaltem IgG-Puffer (0,75 pg/ul IgG im Ansatz) und
anschlieender Prazipitation durch Zugabe von 85 pl eiskaltem PEG-Puffer gefolgt von
30 min Inkubation auf Eis. Das prazipitierte Protein wurde auf die Filterplatte gegeben,
ungebundener Ligand durch Anlegen eines Vakuums abgesaugt und die Proben
wurden zweimal mit eiskaltem 1 x Inkubationspuffer gewaschen. Die Filter wurden
anschlieBend aus der Platte entfernt und fir 1 h in 500 pul ACN:H,O (60:40) bei 35°C
und 1.000 rpm in einem Thermoschuttler inkubiert. Diese Lésungen wurden dann mit
den Filtern in 20 ml SzintillationsgefaRe Uberfihrt und mit 10 ml Szintillator (Ultima
Gold, Packard BioScience, Groningen, Niederlande) gemischt. Die Messung der

Menge an gebundenem Liganden erfolgte mittels eines Flissig-Szintillations-Counters.
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Die unspezifische Bindung wurde durch die Zugabe von 1.000-fachem Uberschuss an
nicht radioaktiv-markiertem BAY 58-2667 in jedem Assay gemessen und von den

Total-Werten abgezogen.

2.8 Zellkultur

2.8.1. Prokaryotische Zellen

Der E.coli Stamm OneShot®TOP10 (Invitrogen) wurde fiir die Transformation von
Plasmiden und die Vermehrung von DNA verwendet. Die Kultivierung erfolgte in LB-

Medium bzw. auf LB-Agarplatten (siehe 2.4.3).

2.8.2.  Eukaryotische Zellen

cGMP-Reporterzellen

Zur Untersuchung des Aktivitatsprofils der sGC-Mutanten und der TC-Motiv-Konstrukte
wurde eine auf CHO-Zellen basierende cGMP-Reporterzelllinie verwendet (Wunder et

al., 2005). Das Medium fir die Reporterzelle war folgendermafRen zusammengesetzt:

500 ml Alpha-MEM-Medium

10 % FCS

1 % L-Glutamin

0,25 mg/ml Zeocin

Bei stabil transfizierten Zellen wurde aul3erdem 2 %
Geneticin hinzugefigt

Sterilfiltration mit einem 0,22 um Sterilfilter

Die Zellen wurden alle drei Tage mit Zelldissoziationspuffer aus den
175 cm?-Kulturfalschen abgel6st, 1:10 in Medium verdinnt und in neue Flaschen
passagiert.

cGMP-Reporterzellen, die stabil mit WT-sGC transfiziert waren, werden im Weiteren
WT-sGC-cGMP-Reporterzellen genannt. cGMP-Reporterzellen, die stabil mit o, WT-
und B;Y135A/R139A-sGC transfiziert waren, werden im Folgenden Y135A/R139A-
SsGC-cGMP-Reporterzellen genannt. cGMP-Reporterzellen, die stabil mit o, WT- und
BiH105F-sGC transfiziert waren, werden hier H105F-sGC-cGMP-Reporterzellen

genannt.
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Primare Schweinenedothelzellen

Primare Schweineendothelzellen wurden aus frischen Schweineaorten gewonnen
(Stasch et al., 2002a). Dazu wurden die Aorten von umgebendem Gewebe frei
prapariert, entlang der GefalRansatze aufgeschnitten und mit der Intima nach oben in
ein Gestell (Eigenbau, Bayer Schering Pharma, Wuppertal) eingespannt und mit 10 ml
Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurden 20 ml einer sterilen 0,14 %igen
Kollagenase-Losung (Biochrom, Berlin) auf die luminale Oberflache der Aorten
gegeben und nach 15 min Inkubation bei RT konnten die Endothelzellen von der
Oberflache abgekratzt werden. Die Zellen wurden bis zur Konfluenz bei 37°C und 5 %

CO; mit folgendem Medium kultiviert:

500 ml Medium 199 mit Earle’s Salzen (Invitrogen) mit
25 mM HEPES

10 % (v/v) hitzeinaktiviertes FCS

100 U/ml Penicillin / Streptomycin

0,05 mg/ml Kanamycin

0,05 mg/ml Gentamycin

Sterilfiltration mit einem 0,22 um Sterilfilter

2,5 pg/ml Amphotericin B (nach der Filtration zugeben)

Zum Passagieren wurden die Zellen mit 10 ml Trypsin/EDTA abgel6st, im Verhaltnis

1:5 gesplittet oder in 24-Well-Platten ausgesat.

2.9 Konfokale Laserscanning Mikroskopie

Die konfokale Laserscanning Mikroskopie wurde 1955 von Marvin Minsky entwickelt
und wird unter anderem zur Detektion fluoreszierender Proteine auf zellularer Ebene
verwendet (Minsky, 1988). Fur die Messung am konfokalen Fluoreszenzmikroskop
wurden die Zellen in LabTek™II Kammer-Zellkulturobjektragern (NuncNalgene,
Naperville, IL, USA) kultiviert und transient mit der o;-sGC-Untereinheit und den
jeweiligen TC-B;-sGC-Untereinheit-Konstrukten transfiziert (siehe 2.6.7). 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit FIAsH oder ReAsH gelabelt (siehe 2.9.1) und die

Fluoreszenzintensitét einzelner Zellen wurde gemessen (siehe 2.9.2).
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2.9.1.  Fluoreszenzlabeling der TC-sGC mit den Farbstoffen FIAsH und ReAsH

Die biarsenischen Farbstoffe FIAsH und ReAsH wurden als 2 mM Stockldsungen
bezogen (Invitrogen). Das Labeling der transfizierten Zellen (siehe 2.6.7) mit FIAsH
und ReAsH erfolgte nach einem optimierten Protokoll nach Zirn et al. (2009). Um eine
vollstandige Komplexierung der Farbstoffe mit 1,2-Ethandithiol (EDT) zu gewahrleisten
wurde eine Portion des Farbstoffes fir 10 min bei RT mit 25 mM EDT vorinkubiert. In
der Zwischenzeit wurden die Zellen dreimal mit ,Hank’s buffered salt solution“ (HBSS;
ohne Phenolrot, Invitrogen) mit 1 g/l Glukose gewaschen und 100 pl HBSS/Glukose
wurden in jedes Well pipettiert. AnschlieRend wurde die Farbstoff EDT Mischung 1:100
in einem Zehntel des Volumens der bendtigten Farbeldsung in HBSS verdiinnt und fir
weitere 10 min bei RT inkubiert. Diese Farbelésung wurde 1:10 in HBSS/Glukose
verdiinnt und jeweils 100 ul wurden in jedes Well pipettiert, wodurch eine finale
Konzentration von 0,5 uM FIAsH bzw. ReAsH und 12,5 uM EDT erreicht wurde. Die
Zellen wurden 1 h bei RT gelabelt. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit 250 uM
EDT gewaschen, um die unspezifische Hintergrundfarbung zu reduzieren.
Abschliel3end wurden die Zellen dreimal mit HBSS/Glukose gewaschen, um EDT zu

entfernen.

2.9.2. Messung der residualen Fluoreszenzintensitat

Die Fluoreszenzintensitat einzelner Zellen wurde mit dem konfokalen Mikroskop LSM
510 (Carl Zeiss, Jena) gemessen, um zu untersuchen ob ein Verlust der Hamgruppe
an der sGC zu einem Dequenching der Fluoreszenz von FIAsH oder ReAsH flhrt.
FIAsH wurde mit 488 nm angeregt und bei 505 bis 545 nm detektiert (dazu wurde der
Hauptfarbteiler fir 488/543 nm und der Nebenfarbteiler fir 545 nm in Kombination mit
einem Longpass Filter von 505 nm benutzt). ReAsH wurde mit 543 nm angeregt und
dessen Fluoreszenz wurde Uber den Hauptfarbteiler fur 488/543 nm und einen
Longpass Filter von 560 nm detektiert. Fur alle Messungen wurden die gleichen
Einstellungen fiir Kontrast- und Rauschunterdriickung und ein Olimmersions-Objektiv

(63-fach) verwendet.

Die Fluoreszenzintensitat wurde in einer Zeitreihe aus 120 Laserscanns, die
gleichmafiig Uber die Inkubationszeiten von 90 min verteilt waren, gemessen. Der
Mittelwert aus den ersten drei Scanns wurde als Startwert zur Berechnung der
residualen Fluoreszenzintensitdt benutzt. Vor dem vierten Scan wurde das zu
untersuchende Oxidanz (NS 2028 oder Rotenon) hinzugegeben und die Zellen wurden

die verbleibenden 117 Scans mit der jeweiligen Substanz inkubiert. Durch Bleicheffekte
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nahm die Fluoreszenzintensitat der analysierten Zellen tber die Zeitreihe ab. Da die o
und B Banden des Absorptionsspektrums der Hamgruppe mit dem Emissionsspektrum
von FIAsH Uberlappen (Abbildung 2), wurde die Hypothese erstellt, dass die
Fluoreszenz von FIAsH unter Kontrollbedingungen (also vor Zugabe des Oxidanz) von
der Hamgruppe gequencht und dadurch vermindert wirde. Nach Oxidation des
zentralen Fe?* und dem folgenden Verlust der Hamgruppe an der sGC, sollte die
residuale Fluoreszenzintensitat hoher sein als bei unbehandelten Zellen mit
hamhaltiger sGC. Die Bilder wurden mit einer integrierten Kamera aufgenommen und
mit der LSM Image Software (Carl Zeiss, Jena) verarbeitet. Der Startwert wurde als
100 % gesetzt und die residuale Fluoreszenzintensitdt der behandelten und

unbehandelten Zellen wurde berechnet.

FlasH Excitation Fl&sH Emission ReAsH Excitation e RefsH Emission

. /\\ / N\\
~ AN

= himhaltige sGC

Wellenlange (nm)

Abbildung 2: Spektren der biarsenischen Farbstoffe FIASH und ReAsH sowie der
Fe?*-hamhaltigen sGC. Die Daten der relativen Fluoreszenzintensitat von FIAsH und
ReAsH wurden von der Webseite von Roger Tsien's Arbeitsgruppe
(www.tsienlab.ucsd.edu/Documents) ubernommen. Das Absorptionsspektrum der
reduzierten sGC wurde von Schmidt et al. (2004) Gibernommen.

2.10 Ganzkoérper-Autoradiographie

Die Ganzkérper-Autoradiographie von Ratten, denen **C-BAY 58-2667 intravends (i.v.)
verabreicht wurde, wurde nach Ullberg durchgefiihrt, modifiziert wie in Curtis et al.
(1981) beschrieben. Die Verteilung der Radioaktivitat wurde mittels der
Radioluminographie-Methode bestimmt (Maas et al., 2000; Steinke et al., 2000).
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In Studie A wurden Wistar Kyoto Ratten (WKY/NHsd, Harlan, Paderborn) nach

folgendem Schema behandelt:

0 min 10 min 25 min
Tier 1 A Placebo BAY 58-2667 Versuchsende
Tier 2 A OoDQ BAY 58-2667 Versuchsende

In Studie B wurden salzsensitive Dahl/ss Ratten (SS/JrHsdMcwiCrl, Charles River,

Wilmington, MA, USA) verwendet und nach folgendem Schema behandelt:

0 min 10 min 25 min
Tier1B normotensiv Placebo BAY 58-2667 | Versuchsende
Tier2 B normotensiv oDQ BAY 58-2667 | Versuchsende
Tier 3B hypertensiv Placebo BAY 58-2667 | Versuchsende
Tier4B hypertensiv oDQ BAY 58-2667 | Versuchsende

Den Tieren wurde 17 h vor Versuchsbeginn das Futter entzogen (Wasser ad libitum).
Am Versuchstag wurden die Tiere mit 100 mg/kg Thiopental (Trapanal®, 5 ml/kg,
intraperitoneal) betdubt und in die rechte Vena femoralis wurde ein Katheter fur die
Studien “C-BAY 58-2667 in
Transcutol/Cremophor EL/PBS (10/10/80 v/v/v) gelést und mit einer Dosis von
100 pg/kg (in 1 ml/kg) i.v. verabreicht. Die spezifische Aktivitat von *C-BAY 58-2667
betrug 3,6 MBg/mg und eine Radiodosis von 0,36 MBqg/kg wurde erreicht. ODQ wurde
in einer Lésung aus Glycerin/H,O/PEG 400 (60/100/949=w/w/w) geloést und mit einer

Substanzapplikation gelegt. In beiden wurde

Dosis von 2 mg/kg (in 0,1 ml/kg) i.v. gegeben.

Nach den oben angegeben Zeiten wurden die Tiere durch CO,-Inhalation
schmerzfrei getttet und in Dichlormethan (Sigma) bei -70°C eingefroren. Die Kérper
wurden dann mit Rohrchen als Platzhalter fir interne Kalibrationsstandards in
Carboxymehtylcellulose (50 g/l) eingebettet und bei -70°C gelagert. Nach Entnahme
der Rohrchen wurden die Kalibrationsstandards in die Vertiefungen eingeftllt und die
eingebetteten Tierkdrper wurden bei -25°C gelagert. Die Standards werden zur
Kalibrierung der Radioluminographie bendtigt und aus Blut hergestellt, das eine
mittlere, gewebespezifische Selbstabsorption flr p-Radioaktivitat aufweist. Zur
Herstellung der Standards wird dasselbe Isotop wie in der Studie verwendet und hohe,
mittlere und niedrige Konzentrationen werden durch Verdinnung einer Stammldsung in

Blut hergestellt.
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50 um dicke, sagittale Ganzkdrperschnitte wurden mit einem Gefriermikrotom
(CM 3600, Leica Microsystems, Nussloch) angefertigt, auf Folie geklebt (Filmolux® 609,
Neschen, Biickeburg), mit BandAid® (Johnson & Johnson Ethicon, Norderstedt) fixiert
und gefriergetrocknet. Dabei sollten die verschiedenen Organe, Drisen und
Gewebetypen mdglichst auf drei verschiedenen Schnitten vorhanden sein, damit 2 bis
3 Messungen durchgefiihrt werden konnten. Zur Detektion der Radioaktivitdt wurden
die Schnitte 14 Tage auf Imaging Platten (BAS-SR 2025, Fuji Photo Film, Tokyo,
Japan) gelegt. Die Platten enthalten Europium-aktivierte Barium-Flurobromid-Kristalle,
welche die radioaktive Energie der durch den radioaktiven Zerfall von **C-BAY 58-2667
ausgesendeten B-Teilchen aufnehmen und speichern. Die Platten wurden mit einem
Laserscanner (BAS 5000, Fuji Photo Film, Tokyo, Japan) ausgelesen und die Daten
wurden mit der AIDA-Software (AIDA, Version 3.5, Raytest, Straubenhardt) analysiert.
Dabei wurden die zu analysierenden Organe mit sogenannten ,regions of
interest” (ROI) markiert und die radioaktive Organkonzentration wurde anhand der
internen Standards ermittelt. Die Hintergrundradioaktivitdt wurde ebenfalls gemessen
und von allen Werten abgezogen. Die Daten wurden in aquivalente Konzentrationen

bezogen auf das Organgewicht (ng-eq/g) angegeben.

2.11 Langzeitstudie mit BAY 58-2667 an salzbelasteten Dahl/ss Ratten

7 Wochen alte Dahl/ss Ratten (SS/JrHsdMcwiCrl, Charles River, Wilmington, MA,
USA) wurden nach ihrem Korpergewicht randomisiert in 2 Gruppen aufgeteilt. Die
Placebogruppe (n=20) erhielt eine Hochsalzdiat mit 8 % NaCl. Die Tiere der
BAY 58-2667-Gruppe (n=17) erhielten zusétzlich 1000 ppm BAY 58-2667 im Futter der
Salzdiat. Dies entspricht einer Substanzaufnahme von etwa 15 mg/Tag/Tier bei einer
Futteraufnahme von 15 g pro Tag. Die Tiere wurden unter kontrollierten
Umgebungsbedingungen (20°C Lufttemperatur, 96 % Luftfeuchtigkeit, Lichtperiode von
6:00 bis 18:00 Uhr) gehalten und hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Das
Kdrpergewicht der Tiere wurde alle drei Wochen tberprift. In der 19. Woche wurde der
Urin Uber 6 Stunden in Stoffwechselkafigen gesammelt. Der systolische Blutdruck und
die Herzfrequenz wurden vor Behandlungsbeginn und in den Wochen 6, 9, 12, 15, und
21 nicht-invasiv mit der indirekten ,tail-cuff* Methode bestimmt (Hocher et al., 2000).
Die Tiere wurden dazu in Warmekafige gesetzt. Die Druckmanschette des TSE
Blutdruck-Monitors Serie 9000 (TSE, Bad Homburg) wurde zur Messung des
systolischen Blutdrucks und zur Aufzeichnung der Herzfrequenz um den Schwanz

gelegt.
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Die Studie wurde in Woche 21 beendet, nachdem die Halfte der in der
Placebogruppe eingesetzten Tiere gestorben war. Die Uberlebenden Tiere wurden mit
Isofluran betdubt und Blutproben wurden in EDTA- oder Lithium-Heparin enthommen.
Anschlie3end wurden die Tiere schmerzfrei getdtet. Herz, linker Ventrikel und beide
Nieren wurden entnommen und gewogen. Die Herzspitze und ein Pol der linken Niere
(mit Nierenkortex und Nierenmedulla) wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und
bis zur RNA-Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Das Blut wurde 15 min bei 4°C und
4.000 rpm zentrifugiert, das Plasma wurde portioniert und bis zur Analyse bei -20 °C

gelagert.

Im Plasma wurden Creatinin, Harnstoff, Harnsaure, Creatininkinase (CK),
Laktatdehydrogenase (LDH), Glutamatdehydrogenase (GLDH), Aspartataminotrans-
ferase (AST), Alaninaminotransferase (ALT), alkalische Phosphatase (AP), Protein und
Albumin (ALB) mit einem Multichannel Autoanalyzer (Synchron CX7, Beckmann,
Hamburg) bestimmt (Haffner et al., 2005). Fir die Bestimmung von atrialem
natriuretischem Peptid (ANP) wurde EDTA-Plasma Uber C18-Saulen (Bond Elut,
Varian, Horbor City, CA, USA) gegeben, um ANP zu extrahieren. Das Eluat wurde
lyophilisiert und die ANP-Konzentration wurde mit Hilfe eines RIA-Kits (Biotrend, KdIn)
bestimmt (Stasch et al., 2002b). Fur die Bestimmung der cGMP-Plasmakonzentration
wurden die Proben 1:1 mit 1 % Trichloressigsdure versetzt, 30 min inkubiert und
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde viermal mit Wasser-gesattigtem Ether
gewaschen, ausgeschuttelt und lyophylisiert. cGMP in den Lyophylisaten wurde mittels
RIA-Kit (IBL, Hamburg) bestimmt (Stasch et al., 2002b). Osteopontin-Konzentrationen
im Plasma wurden mittels des Quantikine® Mouse Osteopontin Immunoassay (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) nach Herstellerangaben gemessen. Die
Plasmakonzentrationen von BAY 58-2667 wurde mittels HPLC (2300 HLC System,
Cohesive Technologies, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) gemessen
(Dumitrascu et al., 2006).

Im Urin wurden die Creatinin-, Harnstoff- und Proteinkonzentrationen mit dem
Multichannel Autoanalyzer bestimmt und zur Bestimmung von Natrium und Kalium
wurde ein Elektrolyt Analyzer (Instrumentation Laboratory, Bedford, MA, USA)
verwendet (Stasch et al., 1997). Die Bestimmung der Osteopontin- und cGMP-
Konzentrationen im Urin wurden analog zur Plasmakonzentration durchgeftihrt (siehe

oben).
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Zur Bestimmung der profibrotischen Biomarker Kollagenlal, Fibronektin-1
(FN-1), Osteopontin (OPN), Tenascin-C (TNC) und ,kidney injury molecule-1" (KIM-1)
sowie des proinflammatorischen Markers .,monocyte chemoattractant
protein-1* (MCP-1) wurden Nierenpol und Herzspitze unter flissigem Stickstoff
gemorsert, die mRNA aus den Organen isoliert und die Genexpression der Marker
mittels der TagMan®-Methode bestimmt. Zur Bestimmung der relativen Genexpression
in normotensiven Tieren wurden Kontrollorgane aus gleichaltrigen Dahl/ss Ratten
(n=10) entnommen, die eine Diat mit normalem Salzgehalt erhielten. Das zerkleinerte
Gewebe wurde mittels Zentrifugation in der FastPrep (MP Biomedicals, Eschwege)
homogenisiert und die Gesamt-RNA wurde mit TRIzol® (Invitrogen) isoliert. Die RNA
wurde mittels Chloroform-Extraktion aufgereinigt, mit Isopropanol ausgefallt und die
Konzentration der RNA wurde mit dem NanoDrop (NanoDrop ND 1000
Spectrophotometer, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt. Um
mogliche Reste genomischer DNA aus der Praparation zu entfernen, wurden 2 ug RNA
mit DNAsel (Invitrogen) nach Herstellerangaben verdaut. Anschlielend wurde die
MRNA in cDNA mit dem ImProm-ll Reverse Transcription System (Promega,
Mannheim) nach Herstellerangaben umgeschrieben. Die cDNA-L6sung wurde bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Zur Bestimmung der Genexpression wurden quantitative Real-Time-PCRs
durchgefuihrt. Die cDNA Proben wurden dazu im gPCR MasterMix Plus (Eurogentech,
Seraing, Belgien) mit markerspezifischen Primern (siehe Tabelle 2) und einer TagMan-
Sonde gemischt. Die Sonde enthdlt einen Reporter- und einen Quencher-
Fluoreszenzfarbstoff. Durch die Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase wird der
Reporter im Laufe der PCR freigesetzt und seine Emission steigt, da die Fluoreszenz
nicht mehr gequencht wird. Die Fluoreszenz des Reporters nimmt somit proportional
zur Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung moéglich macht, denn je
hoher die Expression eines Gens ist, desto mehr PCR-Produkte werden amplifiziert
(Livak et al., 1995). Als Reporter wurde hier 6-Carboxyfluorescein verwendet. Die PCR
wurde in 40 Zyklen aus jeweils 2 min 50°C, 10 min 95°C, 15 s 95°C und 1 min 60°C in
384-Wellplatten im 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) durchgefluhrt. Die relative Genexpression wurde mit der AA-Ct-Methode
ausgewertet. Die PCR-Produkte nehmen bis zum Erreichen der Plateauphase
exponentiell zu und der Anfang der exponentiellen Phase wird bei der Auswertung
benutzt. Der Zyklus, bei dem die Fluoreszenz Uiber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt,
wird als Ct-Wert vom TagMan-Gerat angegeben. Die relative Genexpression lasst sich

nach folgender Formel berechnen:
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Relative Genexpression = 2 “4¢

mit AACt: ACt[CtF'robe'CtReferenzgen]'ACt[CtBS'CtReferenzgen]

Als Referenzgen wurde das ribosomale Protein L32 (RpL32) verwendet. Ctss entspricht

dem hochsten anzunehmenden Ct-Wert und kann so als interne Referenz dienen.

Biomarker Forward-Primer Reverse-Primer TagMan-Sonde
Kollagenlal 5’-gaagcatgtctggtttggagaga-3’ 5’-atcggaaccttcgcttccat-3’ 5’-tgaccgatggattccagttcga-3’

MCP-1 5'’-tgcagttaatgccccactca-3’ 5'-tctccagccgactcattgg-3’ 5’-ctgctgctactcattcactggcaagatga-3’
FN-1 5’-ctgcacatgtctcgggaatg-3’ 5’-cccgtcgtcataacacgttg-3’ 5’-aaagggagaattcaaatgcgatcccc-3’
OPN 5’-agccatgaccacatggacga-3’ 5’-gattcgtcagattcatccgagt-3’ 5’-agaccatgcagagagcgaggattctgtg-3’
TNC 5'-tctgtggatggtacagtcaag-3’ 5’-atgggctcaggtctgccagg-3’ 5’-aagtcattgtggggcctgacaccacctcc-3’
KIM-1 5’-ggaatggcactgtgacatcct-3’ 5'-ctgcggcttcctcaaagg-3’ 5’-aggaggcctggaataatcacactgtaaga-3’
RpL32 5’-gaagagcagcacagctggc-3’ 5'-tcattctcttcgctgegtagce-3’ 5'’-tcagagtcaccaatcccaacgcca-3’

Tabelle 2: Sequenzen der Primer und TagMan Sonden, die zur Bestimmung der
Genexpression der Biomarker verwendet wurden.

2.12 Statistik

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (Standardabweichung der Mittelwerte)
angegeben. GraphPad Prism 4.02 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
wurde zum Fitten der Kurven und zur Berechnung der ECso oder ICsq Werte benutzt.
Statistische Vergleiche wurden mittels des gepaarten t-Tests nach Student und des
Chi-Quadrat (X?)-Tests durchgefiihrt.

50



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Aktivierung und Stabilisierung der sGC unter hamoxidierenden

Bedingungen

3.1.1 Inhibition der sGC-Aktivitat durch Zink-Protoporphyrin

An der rekombinanten hamfreien sGC wurde tUberprift, ob HMR1766 wie BAY 58-2667
mit der Hambindungstasche interagiert. Hierzu wurden beide sGC-Aktivatoren in
Konzentrationen eingesetzt, die das Enzym in gleichem Ausmal3 aktivierten (Abbildung
3 A). 100 nM BAY 58-2667 aktivierte die hamfreie sGC 69,5-fach (entsprechend einer
spezifischen Aktivitat von 10,2 uM cGMP/mg/min). 100 uM HMR1766 induzierte eine
vergleichbare, 72,9-fache Aktivierung (entsprechend einer spezifischen Aktivitat von
13,6 uM cGMP/mg/min). Durch die Zugabe von steigenden Konzentrationen Zn-PPIX
wurde die BAY 58-2667-induzierte sGC-Aktivierung mit einem 1Cso-Wert von 4,8 nM
und die HMR1766-induzierte sGC-Aktivierung mit einem ICso-Wert 2,2 nM inhibiert.

Dies weist daraufhin, dass beide Substanzen mit der Himbindungstasche interagierten.

3.1.2 Bindung von BAY 58-2667 und HMR1766 an das aufgereinigte Enzym

Mittels einer Rezeptorbindungsstudie mit *H-BAY 58-2667 wurde untersucht, ob
BAY 58-2667 und HMR1766 um die gleiche Bindungsstelle konkurrieren (Abbildung 3
B). Rekombinante hé&mhaltige sGC wurde mit 100 nM radioaktiv-markiertem
BAY 58-2667 und steigenden Konzentrationen unmarkiertem BAY 58-2667, HMR1766
und Zn-PPIX inkubiert. Unmarkiertes BAY 58-2667 verdrangte *H-BAY 58-2667 mit
einem ICso-Wert von 200 nM. Ein Ki-Wert von 23 nM wurde mit Hilfe der von Schmidt et
al. (2003) bestimmten Bindungskonstante (Kp) von 13,4 nM berechnet. Zn-PPIX
verdrangte 3H-BAY 58-2667 mit einem ICso-Wert von 2,9 nM. HMR1766 konkurrierte
nur in sehr hoher Konzentrationen von mehr als 10 uM mit *H-BAY 58-2667, ohne dass
der IC5o-Wert von BAY 58-2667 oder Zn-PPIX erreicht wurde.
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Abbildung 3: (A) Inhibition der BAY 58-2667- oder HMR1766-induzierten sGC-
Aktivierung durch Zn-PPIX. Die sGC-Aktivitat wurde durch die Bildung von [**P]-cGMP
aus [&*’P]-GTP gemessen. Das aufgereinigte, hamfreie Enzym wurde mit 100 nM
BAY 58-2667 oder 100 pM HMR1766 und steigenden Konzentrationen Zn-PPIX
inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte =+ SEM von finf unabh&ngigen
Experimenten, die im doppelten Ansatz durchgefuhrt wurden. (B) Vergleich der
kompetitiven Bindung von BAY 58-2667, HMR1766 und Zn-PPIX an hamhaltiger sGC.
Die Verdrangung von 100 nM *H-BAY 58-2667 wurde in einer Rezeptorbindungsstudie
untersucht. Die mittlere unspezifische Bindung von *H-BAY 58-2667 in Anwesenheit
von unmarkiertem BAY 58-2667 betrug 717 dpm und maximal wurden von 4.338 dpm
erreicht. Die mittlere unspezifische Bindung von *H-BAY 58-2667 in Anwesenheit von
HMR1766 betrug 616 dpm und maximal wurden 4.149 dpm erreicht. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von drei bis finf unabh&angigen Experimenten, die im
doppelten Ansatz durchgefiihrt wurden.

3.1.3 sGC-Proteinlevel in WT-sGC-cGMP-Reporterzellen unter hamoxidierenden

Bedingungen

In cGMP-Reporterzellen, die stabil mit WT-sGC transfiziert sind, wurde der Abbau der
sGC durch 24-stiindige Langzeitinkubation mit dem sGC-Inhibitor ODQ induziert
(Garthwaite et al.,, 1995; Olesen et al.,, 1998; Zhao et al., 2000). Unter diesen
Bedingungen nahmen die a;-sGC-Proteinlevel auf 60 + 4 % und die der 3;-Untereinheit
auf 36 + 3 % ab (Abbildung 4). In Kontrollexperimenten blieben die Proteinlevel nach
30-mindtiger Inkubation mit ODQ unverédndert (Daten nicht gezeigt). Durch eine
Koinkubation mit dem sGC-Aktivator BAY 58-2667 wurde die ODQ-induzierte
Abnahme der sGC-Proteinlevel beider Untereinheiten konzentrationsabhangig mit

einer minimal effektiven Konzentration von 10 nM verhindert (Tabelle 3).

52



Ergebnisse

A cGMP-Reporterzellen
o o g &
A N\ ) *
2 ‘éo & 4 2 ° &y & & &
e 88 Fe FolffEEs
<& <
€ ¢ JF F F &F & € §F 5 5 & &8
e —— --EE--- «—a,sGC
- ’ - —
. — — — — — — - . T G— — — <— Aktin
-
E I *kk ] I *kk 1
..E I—'k'k*—l ok — *—I I—***—l l—***—l
2 100 100—
]
°
2
o 50— 50—
o
e
8
0 0
B o o g &
& & & & S ;
& v v v Vv 2
*aqo-x AR N ‘g}oo gQ¢gQ¢é\beé\bbo
o L
¢ f F F F F L& € &y &S
—_— — — — _- k——-ﬁ—" ~<—B1-SGC
i <4— Aktin
-— P— — — —— ———
— I * 1 I *kk 1
é} ,—'k** | l—***—l
E '—'k**—l '—-k—l ,—***—l I—***—l
5 100— 100—
2
&
=}
2 50 50—
Q
Q
?
a.
o 0

Abbildung 4: Einfluss von 10 uM BAY 58-2667, 10 uM 41-2272, 10 yM HMR1766 und
5 pM Zn-PPIX auf die sGC-Proteinlevel in WT-sGC-cGMP-Reporterzellen unter
Kontroll- und hamoxidierenden Bedingungen. Eine Hamoxidation wurde durch 24-
stiindige Inkubation der Zellen mit 10 uM ODQ erreicht. (A) Reprasentativer Western
Blot der ay-sGC und Aktin als Beladungskontrolle (oben). Aufgereinigte sGC wurde als
Kontrolle verwendet. a;-sGC-Proteinlevel wurden mittels densitometrischer Messung
ermittelt (unten). (B) Reprasentativer Western Blot der f,-sGC und Aktin als
Beladungskontrolle (oben). Aufgereinigte sGC wurde als Kontrolle verwendet. £;-sGC-
Proteinlevel wurden mittels densitometrischer Messung ermittelt (unten). Die sGC-
Proteinlevel sind als % bezlglich der Kontrolle dargestellt, die als 100 % gesetzt wurde.
Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von 5 - 32 unabhéngigen Experimenten.
*p < 0,05; ***p < 0,005.
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sGC-Proteinlevel in Zellen, die nur mit BAY 58-2667 inkubiert wurden, blieben konstant
(Abbildung 4, Tabelle 3). Im Gegensatz zu BAY 58-2667 wurde durch Inkubation mit
HMR1766 weder unter Kontrollbedingungen noch nach ODQ-Inkubation eine
Veranderung der sGC-Proteinlevel in WT-sGC-Zellen erzielt (Abbildung 4). Eine
Inkubation von WT-sGC-cGMP-Reporterzellen mit dem kompetitiven Hamtaschen-
liganden Zn-PPIX zeigte eine leichte Verminderung der sGC-Proteinlevel. In Zn-PPIX-
inkubierten Zellen waren die sGC-Proteinlevel nach Hamoxidation jedoch héher als in
Zellen, die ausschlief3lich mit ODQ inkubiert wurden. Der sGC-Stimulator BAY 41-2272
hatte weder unter Kontroll- noch unter hamoxidierenden Bedingungen einen Einfluss

auf die sGC-Proteinlevel.

WT-sGC- a1-sGC B1-sGC
cGMP-Reporterzellen
BAY 58-2667 ODQ (10 pM) ODQ (10 uM)
(HM) - + - +
100 60 + 4*+* 100 36 + 3*+*
0,01 88 + 7x** 65 + 5 79 £ Grxwrt 38 + 10%**1
0,1 93 £ 15 76 = 8*** 73 £ 10*** 63 £ 13***1f
1 94 £ g***iit 94 £ G*F**1Tr 92 £ 25" 88 £ 33"
10 100 + 9 95 + 111 116 + 10 97 £ 9

Tabelle 3: Einfluss steigender Konzentrationen von BAY 58-2667 auf die sGC-
Proteinlevel in WT-sGC-cGMP-Reporterzellen unter Kontroll- und hamoxidierenden
Bedingungen. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von 3 - 32 unabhangigen
Experimenten und als % beziglich der unbehandelten Kontrolle angegeben.
***p < 0,005 (BAY 58-2667-inkubierte  Probe im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollen); "'p < 0,01; "p < 0,005 (BAY 58-2667-inkubierte Probe im Vergleich zur
ODQ-inkubierten Kontrolle); “p < 0,05 (BAY 58-2667-inkubierte Probe im Vergleich zur
BAY 58-2667 plus ODQ-inkubierten Probe).

3.14 Einfluss der Hamoxidation auf sGC-Proteinlevel in Endothelzellen

Zur Validierung der Ergebnisse in den cGMP-Reporterzellen und um zellspezifische
Effekte der sGC-Agonisten auszuschlie3en, wurden die entsprechenden Versuche
auch mit Endothelzellen durchgefihrt. Im Gegensatz zu einer Kurzzeitinkubation
(30 min, Daten nicht gezeigt) fuhrte eine Langzeitinkubation (24 h, Abbildung 5) mit
ODQ auch in diesen Zellen zu einer Abnahme der a,-sGC-Proteinlevel auf 58 + 4 %
und der B;-sGC-Proteinlevel auf 46 = 3 %. Anders als bei den WT-sGC-cGMP-
Reporterzellen, waren die Proteinlevel der p;-Untereinheit in ausschlielich mit
BAY 58-2667 inkubierten Endothelzellen hoher als in unbehandelten Kontrollzellen
(Tabelle 4, Abbildung 5 B). Die o4-Proteinlevel blieben nach Inkubation mit
BAY 58-2667 hingegen unveréandert (Tabelle 4, Abbildung 5 A).
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Abbildung 5: Einfluss von 10 uM BAY 58-2667, 10 uM 41-2272, 10 yM HMR1766 und
5 pM Zn-PPIX auf die sGC-Proteinlevel in Endothelzellen unter Kontroll- und
hamoxidierenden Bedingungen. Eine Hamoxidation wurde durch 24-stiindige
Inkubation der Zellen mit 10 uM ODQ erreicht. (A) Représentativer Western Blot der
a1-SGC und Aktin als Beladungskontrolle (oben). Aufgereinigte sGC wurde als
Kontrolle verwendet. a;-sGC-Proteinlevel wurden mittels densitometrischer Messung
ermittelt (unten). (B) Reprasentativer Western Blot der f;-sGC und Aktin als
Beladungskontrolle (oben). Aufgereinigte sGC wurde als Kontrolle verwendet. $,-sGC-
Proteinlevel wurden mittels densitometrischer Messung ermittelt (unten). Die sGC-
Proteinlevel sind als % beziiglich der Kontrolle dargestellt, die als 100 % gesetzt wurde
Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von 5 - 29 unabhéngigen Experimenten.
***p < 0,005.
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Ahnliche Ergebnisse wurden in Endothelzellen erzielt, die 24 h mit ODQ inkubiert
wurden. Durch die Zugabe von BAY 58-2667 wurden die B;-Proteinlevel Uber die der
unbehandelten Kontrollzellen hinaus erhéht, die as-Proteinlevel blieben jedoch stabil
(Tabelle 4, Abbildung 5). Eine Inkubation mit Zn-PPIX flhrte, ahnlich wie mit
BAY 58-2667, dazu, dass die 3;-sGC-Proteinlevel unter Kontroll- und hamoxidierenden
Bedingungen hoher waren als die Proteinlevel von unbehandelten Kontrollzellen. Die
a1-SGC-Proteinlevel in Zn-PPIX-inkubierten Zellen waren nach Hamoxidation héher als
in Zellen, die ausschlie3lich mit ODQ inkubiert wurden. Im Gegensatz dazu waren die
sGC-Proteinlevel weder in Zellen, die mit dem sGC-Stimulator BAY 41-2272 inkubiert
wurden, noch in HMR1766-inkubierten Endothelzellen signifikant héher als in den

jeweiligen Kontrollzellen.

Endothelzellen a1-sGC B1-sGC
BAY 58-2667 ODQ (10 puM) ODQ (10 puM)
(UM) - + - +
- 100 58 + 4x*x 100 46 + 3
0,01 108 + Zrxsrrt 60 + grex" 106 + Gr*srt 53 + Grx
0,1 99 + 11" 64 + 15+ 111 + 12%*m 74 + Qresrn?
1 100 & gr*srrt 92 + grxitt 138 + 13" 129 + 17
10 103 + 9" 122 + 12%%knrt 162 & 24%xkrrt 163 £ 22%xxtit

Tabelle 4: Einfluss steigender Konzentrationen von BAY 58-2667 auf die sGC-
Proteinlevel in Endothelzellen unter Kontroll- und hamoxidierenden Bedingungen. Die
Daten sind Mittelwerte £ SEM von 4 - 29 unabhéngigen Experimenten und als %
bezlglich der unbehandelten Kontrolle angegeben. **p < 0,01; **p < 0,005
(BAY 58-2667-inkubierte Probe im Vergleich zur unbehandelte Kontrollen); "'p < 0,01;
™p < 0,005 (BAY 58-2667-inkubierte Probe im Vergleich zur ODQ-behandelte
Kontrolle); *p < 0,05; **p < 0,005 (BAY 58-2667-inkubierte Probe im Vergleich zur
BAY 58-2667 plus ODQ-behandelte Probe).

3.1.5 SGC-Aktivitat in WT-sGC-cGMP-Reporterzellen

Zwei verschiedene Ansétze wurden durchgefiihrt, um den Einfluss der Hamoxidation
auf die sGC-Aktivitat zu untersuchen: Eine Langzeitinkubation (24 h) mit ODQ wurde
durchgefuhrt, um die sGC-Proteinlevel zu reduzieren. Des Weiteren wurde eine
Kurzzeitinkubation (10 min) mit ODQ durchgefuhrt, um die Hamgruppe zu oxidieren
und so die sGC-Aktivitat zu inhibieren, jedoch ohne die Proteinlevel zu beeinflussen.
Zusatzlich wurden Langzeit- und Kurzzeitinkubation kombiniert, um zu testen, ob die
BAY 58-2667-induzierte sGC-Aktivitat der verbliebenen sGC noch weiter durch eine

akute Oxidation gesteigert werden konnte. In Abbildung 6 ist der Einfluss dieser
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Ansétze auf die sGC-Aktivierung durch BAY 58-2667, BAY 41-2272, HMR1766 oder
Zn-PPIX dargestellt.

BAY 58-2667 (30 uM) aktivierte die sGC bis zu 73-fach mit einem ECso-Wert
von 23,3 nM. Die Kurzzeitinkubation mit ODQ verstarkte die sGC-Aktivierung auf 129-
fach und der ECsp-Wert wurde auf 9,1 nM vermindert (Abbildung 6 A). Nach
Langzeitinkubation mit ODQ wurde die WT-sGC 78-fach von BAY 58-2667 aktiviert,
der ECso-Wert war mit 15,1 nM etwas hoher als nach Kurzzeitinkubation. In Langzeit-
inkubierten WT-sGC-Reporterzellen, die zusatzlich noch Kurzzeit-inkubiert wurden, war
die Sensitivitat gegentiber BAY 58-2667 ahnlich wie nach alleiniger Langzeitinkubation
(ECso 9,9 nM; 82-fache Stimulation).

Unter Kontrollbedingungen stimulierte BAY 41-2272 (30 uM) die sGC bis zu
115-fach mit einem ECso-Wert von 596 nM. Nach Kurzzeitinkubation mit ODQ (10 min)
war diese sGC-Stimulierung auf 23-fach reduziert und der ECgp-Wert auf 831 nM
erhoht (Abbildung 6 B). Langzeithamoxidation resultierte in einer weiteren Reduktion
der sGC-Stimulierung (maximale Stimulierung 17-fach, ECsy 580 nM). Zuséatzliche
akute Oxidation von Langzeit-inkubierten Zellen fiihrte zu einem &hnlichen ECso-Wert
von 607 nM der BAY 41-2272-induzierten sGC-Stimulierung wie in Zellen, die nur

Langzeit-inkubiert wurden.

Eine Inkubation von WT-sGC-Reporterzellen mit steigenden Konzentrationen
von HMR1766 fuhrte zu einer bis zu 557-fachen sGC-Aktivierung mit einem ECso-Wert
von 8,8 uM. Die HMR1766-induzierte sGC-Aktivierung wurde durch akute ODQ-Gabe
nicht verstarkt. Nach Langzeitinkubation mit ODQ war die HMR1766-induzierte sGC-
Aktivierung etwas vermindert (Abbildung 6 C), was durch eine zusatzliche akute ODQ

Inkubation nicht verandert wurde (ECsq 13,5 uM).

Zn-PPIX hatte weder unter Kontroll- noch unter hamoxidierenden
Bedingungen einen Einfluss auf die sGC-Aktivitat (Abbildung 6 D).

3.1.6 sGC-Aktivitat in Endothelzellen

Endothelzellen wurden 30 min mit steigenden Konzentrationen von BAY 58-2667,
Zn-PPIX, HMR1766 oder 15 min mit steigenden Konzentrationen von BAY 41-2272
inkubiert. Die sGC-Aktivitatt wurde unter Kontrollbedingungen und nach

Langzeitinkubation mit ODQ ermittelt, indem akkumuliertes cGMP mittels RIA
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gemessen wurde (Abbildung 7). BAY 58-2667 zeigte ein flache Konzentrations-
Wirkungskurve mit einer maximal 8-fachen Aktivierung und einem ECs,-Wert von
0,3 uM. Nach Hamoxidation wurde die BAY 58-2667-induzierte sGC-Aktivierung auf
134-fach erhéht. Der ECso-Wert betrug 0,2 uM (Abbildung 7 A). Die cGMP-Spiegel der
Endothelzellen wurden durch 10 uM BAY 41-2272 um 123-fach gesteigert und nach
Langzeitinkubation mit ODQ auf 86-fach reduziert. Der entsprechende ECso-Wert
wurde von 737 zu 946 pM verschoben (Abbildung 7 B). Die Inkubation der
Endothelzellen mit HMR1766 fihrte zu einer maximalen 20-fachen sGC-Aktivierung
(ECso 1.261 pM), die durch Hamoxidation auf 749-fach (ECso 810 uM) gesteigert wurde
(Abbildung 7 C). Der Antagonist Zn-PPIX hatte weder unter Kontrollbedingungen noch

nach Langzeitinkubation mit ODQ einen Einfluss auf die sGC-Aktivitat.
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Abbildung 6: Konzentrations-Wirkungskurven von WT-sGC in cGMP-Reporterzellen,
die mit steigenden Konzentrationen von BAY 58-2667 (A), BAY 41-2272 (B), HMR1766
(C) oder Zn-PPIX (D) alleine oder in Kombination mit 10 uM ODQ fiir 10 min (Kurzzeit)
inkubiert wurden, sowie nach 24-stindiger Vorinkubation mit 10 uM ODQ (Langzeit)
oder nach Langzeitinkubation in Kombination mit zusatzlicher Kurzzeitinkubation. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM aus 7 - 19 unabhangigen Experimenten, die in
Vierfachbestimmung durchgefihrt wurden. Die sGC-Aktivierung ist als x—fache
Stimulation der behandelten sGC im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle dargestellt.
Eine mittlere Basalaktivitat von 982 RLUs wurde gemessen.
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Abbildung 7: Einfluss von BAY 58-2667, BAY 41-2272, HMR1766 und Zn-PPIX auf
die sGC-Aktivitat in Endothelzellen unter Kontroll- und hamoxidierenden Bedingungen.
Endothelzellen wurden 30 min mit verschiedenen Konzentrationen BAY 58-2667 (A),
HMR1766 (C), Zn-PPIX (D) oder 15 min mit verschiedenen Konzentrationen
BAY 41-2272 (B) unter Kontrollbedingungen oder nach 24-stiindiger Vorinkubation
(Langzeit) mit 10 uM ODQ inkubiert. Die sGC-Aktivitat wurde durch Messung der
cGMP- Akkumulation mittels RIA ermittelt und ist als x-fache Stimulation im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle dargestellt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte £+ SEM
von 8 - 14 unabh&ngigen Experimenten, die in doppeltem Ansatz durchgefuhrt wurden.
Der mittlere basale cGMP-Gehalt betrug 386 fmol/Well.

3.1.7 Aktivitat der p;H105F-sGC und der B;Y135A/R139A-sGC

Die Aktivitat der hamfreien Mutanten $;H105F-sGC und ;Y135A/R139A-sGC wurde in
cGMP-Reporterzellen gemessen, die stabil mit Expressionvektoren der jeweiligen
Mutante transfiziert sind. WT-, B;H105F- oder B;Y135A/R139A-sGCs-exprimierende
Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von BAY 58-2667 und HMR1766 allein
oder in Kombination mit Kurzzeitinkubation mit ODQ inkubiert (Abbildung 8). 30 uM
BAY 58-2667 aktivierte die WT-sGC bis 17-fach mit einem ECso-Wert von 0,2 uM.
Diese Aktivierung wurde durch die Zugabe von 10 uM ODQ auf 64-fach mit einem
ECso-Wert von 2,0 uM gesteigert (Abbildung 8 A). Inkubation dieser WT-sGC-
exprimierenden Zellen mit HMR1766 fuhrte zu einer maximalen 230-fachen Aktivierung

mit einem ECso-Wert von 4,2 uM. Koinkubation mit ODQ erhthte diese Aktivierung auf
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328-fach mit einem ECsp-Wert von 1,5 pM (Abbildung 8 B). Inkubation von
cGMP-Reporterzellen, welche die hamfreie sGC-Mutante B;H105F exprimierten, mit
BAY 58-2667 fuhrte zu einer maximalen 45-fachen (ECsp 11,6 nM) Aktivierung, die
durch die Zugabe von ODQ nur leicht auf 55-fach (ECso 7,6 nM) erhdht wurde
(Abbildung 8 C). Die hdchste Konzentration von HMR1766 (30 uM) aktivierte 3;H105F-
sGC-Zellen bis zu 95-fach (ECso 0,8 uM) und nach Zugabe von ODQ bis zu 100-fach
(ECso 0,8 pM; Abbildung 8 D). Die Doppelmutante ;Y135A/R139A wurde weder von
BAY 58-2667 alleine noch durch die Kombination aus BAY 58-2667 und ODQ aktiviert
(Abbildung 8 E). HMR1766 aktivierte die Doppelmutante nur leicht (5-fach alleine, 6-
fach in Kombination mit ODQ, Abbildung 8 F).

3.1.8 Proteinlevel der B;H105F-sGC und der 3;Y135A/R139A-sGC

Durch 24-stiindige Inkubation mit ODQ wurden die a;-sGC-Proteinlevel in WT-sGC-
cGMP-Reporterzellen auf 49 + 10 % und die B;-sGC-Proteinlevel auf 61 + 14 %
reduziert (Abbildung 9). Nach 24-stindiger Inkubation mit BAY 58-2667 waren die o;-
Proteinlevel auf dem Niveau von unbehandelten Kontrollzellen wahrend die f;-
Proteinlevel deutlich erhdht waren. Durch zusatzliche ODQ-Gabe wurden die
Proteinlevel beider WT-sGC-Untereinheiten nicht verandert. In der B;H105F-sGC-
exprimierenden-Zelllinie fuhrte eine Inkubation mit ODQ zu keinerlei Reduktion der
sGC-Proteinlevel. Durch die Zugabe von BAY 58-2667 wurden die p;H105F-
Proteinlevel deutlich erhodht, wobei der Effekt auf die o4-Proteinlevel schwéacher
ausgepragt war. In Zellen, welche die héamfreie Doppelmutante B,;Y135A/R139A
exprimierten, waren die Proteinlevel unter Kontroll- und hAmoxidierenden Bedingungen
unveréndert und auch BAY 58-2667 hatte keinen Einfluss auf die Proteinlevel beider
Untereinheiten (Abbildung 9).

60



Ergebnisse

cGMP-Reporterzellen

A WT B
1004 4004
c c
S S
® 75 ® 3004
3 3
E E
2 50- B 200
% 25 % 100
g :
= . E
0 0= ¥
0 - 0 -9
BAY 58-2667 (log M) HMR1766 (log M)
c H105F D H105F
1004 4001
= =
9o =l
= 75 T ® 300
3 =
£ T I 11l £
& 50 5 2004
@ ] T
- £ -
8 8 1001 _
= *
N— e — 0 o F—¥ Rk e e ]
o 9 -8 -7 -6 5 -4 o -9 -8 7 -6 -5 -4
BAY 58-2667 (log M) HMR1766 (log M)
E Y135A/R139A F Y135A/R139A
104 104
=4 =
o 1 .0
T 8 5
3 3
E | &
o 5 b
£
g * I | 8
b == ' x
0-— T T T - T 1
0 -9 -8 -7 -6 -5 -4
BAY 58-2667 (log M) HMR1766 (log M)
m  Kontrole ¥ Kontrolle
Kurzzeit ODQ Kurzzeit ODQ

Abbildung 8: Konzentrations-Wirkungskurven von cGMP-Reporterzellen, stabil
transfiziert mit WT (A, B), $#iH105F (C, D) oder £ Y135A/R139A (E, F) sGC. Die Zellen
wurden mit steigenden Konzentrationen von BAY 58-2667 (A, C, E) oder HMR1766 (B,
D, F) allein oder in Kombination mit einer Kurzzeitinkubation mit 10 uM ODQ inkubiert.
Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von 8 unabhéngigen Experimenten, die im
doppelten Ansatz durchgefuhrt wurden. Die sGC-Aktivitét ist als x—fache Stimulierung
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle dargestellt und wurde aus folgenden mittleren
Basalaktivitaten berechnet: (A, B) 2.972 RLUSs; (C, D) 17.531 RLUs; (E, F) 3.562 RLUSs.
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Abbildung 9: Einfluss von BAY 58-2667 auf die Proteinlevel von WT-sGC, S/ H105F-
SGC und £Y135A/R139A-sGC unter Kontroll- und h&moxidierenden Bedingungen.
cGMP-Reporterzellen wurden wie angegeben fur 24 h mit 10 uM ODQ, BAY 58-2667
allein oder der Kombination aus beidem inkubiert. (A) Reprasentativer Western Blot der
o;-SGC und Aktin als Beladungskontrolle (oben). Aufgereinigte sGC wurde als
Kontrolle verwendet. «;-sGC-Proteinlevel wurden mittels densitometrischer Messung
ermittelt (unten). (B) Reprasentativer Western Blot der f;-sGC und Aktin als
Beladungskontrolle (oben). Aufgereinigte sGC wurde als Kontrolle verwendet. f;,-sGC-
Proteinlevel wurden mittels densitometrischer Messung ermittelt (unten). Die sGC-
Proteinlevel sind als % der Kontrolle dargestellt, die als 100 % gesetzt wurde. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von 3 - 8 unabh&ngigen Experimenten.
*p < 0,05; ***p < 0,005.
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3.2 Nachweis der hamfreien sGC durch Fluoreszenzdequenching

3.21 Identifizierung einer geeigneten Position fir das Tetracystein-Motiv

Das Vorhandensein der Hamgruppe unter Kontrollbedingungen und die r&umliche
Néhe der Hamgruppe zum Farbstoff sind die Voraussetzungen fiir die erfolgreiche
Anwendung der Fluoreszenzdequenching-Methode. Eine raumliche Nahe von N-
Terminus und Hamgruppe wurde aufgrund der Kiristallstruktur von Nostoc sp.
angenommen (Ma et al., 2007). Die Farbstoffe FIAsH und ReAsH binden an ein
Tetracystein (TC)-Motiv mit der Aminosaurensequenz CCPGCC. Zunachst wurde
innerhalb der B;-Untereinheit eine Position fir das TC-Motiv gesucht, an der die
Konformation der Hambindungsstasche, und somit die Hambindung, maoglichst nicht
durch das Einfiigen des TC-Motivs beeinflusst wird. Das TC-Motiv wurde entweder mit
dem N- oder C-Terminus der B;-sGC fusioniert oder an verschiedene Positionen
innerhalb der Primarstruktur eingeflgt. Vielversprechende intramolekulare Positionen
der TC-Motive wurden mit Hilfe von zwei verschiedenen Ansatzen ausgewahlt. Zum
einen wurde das von Rothkegel et al. (2006) beschriebene molekulare Strukturmodell
der sGC-Hambindungsdoméne zur ldentifizierung der Positionen 170-175 und 111-116
benutzt, die in der N&he der Hambindungstasche liegen. Der zweite Ansatz
konzentrierte sich auf den Bereich der Aminosauren 231-310 der ;-sGC-Sequenz, da
diese Region durch eine ,Photoaffinity Labeling“-Studie mit BAY 58-2667 identifiziert
wurde und sich wahrscheinlich in rdaumlicher Nahe zur Hambindungstasche befindet
(Stasch et al., 2002c). Innerhalb dieser Sequenz wurden die Aminosauren an den
Positionen 243-248, 239-244 und 257-262 durch das TC-Motiv ersetzt. Diese
Sequenzbereiche wurden ausgewahlt, da schon jeweils ein Prolin als Teil des TC-
Motivs vorlag. Mit dieser Strategie sollten mdgliche Konformationsanderungen
vermindert werden, da die Wahrscheinlichkeit fir Konformationsdnderungen bei einem
Austausch von Prolin gré3er ist als bei anderen Aminosauren. Die beschriebenen

Positionen sind in Abbildung 10 dargestellt.

Eine mdgliche Beeintrachtigung der sGC-Aktivitdt durch das Einflugen des
TC-Motivs wurde anhand der Aktivierungsprofile der TC-f;-sGC-Konstrukte Uberprdft.
Die Konzentrations-Wirkungskurven an hamhaltige WT-sGC-exprimierenden Zellen
sind in Abbildung 11 A gezeigt. Unter Kontrollbedingungen aktivierte BAY 58-2667 die
WT-sGC 10-fach (ECsp 14 nM). Diese Aktivierung wurde durch Oxidation der
Hamgruppe mit dem sGC-Inhibitor ODQ auf 20-fach (ECso 8 nM) erhoht. Der sGC-
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Stimulator BAY 41-2272 stimulierte die WT-sGC 5-fach (ECso 67 nM) und durch
gleichzeitige Zugabe von NO 15-fach (ECso 260 nM).

111-116
CCPGCC
61 LNAGEILQMF GKMFFVFCQE SGYDTILRVL GSNVREFLQN LDALEDHLAT IYPEGMRIAPSF 120
170-175
o] CPGCC
121 | RCTDAEKGKG  LILHEvEERE GLQDIVIGII KTVAQQIHGT EIDMKVIQQR SEEEBHTQFL 180
eC
181 | IEEKESKEED FYEDLDRFEE NGTQDSRISP YTFCKAFPFH IIFDRDLVVT QCGNAIYRVL 240
239-244
PGCC
243-248 (TC4) 257-262
CCPGCC CCPG cC
241 | PQLAQPGKCSL LSVFSLVRPH IDISFHGILS HINTVFVLRS KEGLLDVEKL ECEDELTGAE 300
301 | ISCLRLKGQM IYLPEADSIL FLCSPSVMNL DDLTRRGLYL SDIPLHDATR DLVLLGEQFR 360

Abbildung 10: Ubersicht tber die in die f-sGC Sequenz eingefiigten Tetracystein
(TC)-Motive. Die TC-Motive sind in grin und das Hambindungsmotiv ist in rot
dargestellt. Der Bereich des ,Photoaffinity Labelings” (Stasch et al., 2002c) ist grau
hinterlegt.

Das TC N-tag Motiv zeigte unter keiner Testbedingung sGC-Aktivitat
(Abbildung 11 B). Die N- oder C-terminal getagten TC-Konstrukte zeigten ein im
Vergleich zum WT leicht verandertes Aktivierungsprofil. Die Effekte von ODQ und NO
auf die BAY 58-2667- bzw. BAY 41-2272-induzierte sGC-Aktivierung waren geringer
als beim WT (Abbildung 11 C, D). Die sGC mit dem TC-Motiv an den Positionen 170-
175 zeigte ein verdndertes Aktivierungsprofil. Die BAY 58-2667-induzierte Aktivierung
wurde durch die Zugabe von ODQ nur leicht erhéht und es wurde kein synergistischer
Effekt der BAY 41-2272-induzierten sGC-Stimulierung mit NO beobachtet (Abbildung
12 E). Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass der Hamgehalt dieses Konstruktes
unter Kontrollbedingungen méglicherweise vermindert war. Die sGC mit dem TC-Motiv
an den Positionen 111-116 wurde weder durch BAY 41-2272 stimuliert, noch hatte die
Zugabe von ODQ einen Einfluss auf die BAY 58-2667-induzierte sGC-Aktivierung.
Dieses Konstrukt war demnach hamfrei (Abbildung 12 F). Das Konstrukt mit dem TC-
Motiv an den Positionen 239-244 wurde weder durch BAY 41-2272 noch durch
BAY 58-2667 allein oder durch die Kombination mit NO bzw. ODQ aktiviert. Die
katalytische Aktivitét dieses Enzyms war durch das Einfigen des TC-Motivs an diesen

Positionen beeintrachtigt (Abbildung 12 C). Ebenso zeigte das Konstrukt mit dem TC-
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Motiv an den Positionen 257-262 eine im Vergleich zum WT abgeschwéachte sGC-
Aktivitat (Abbildung 12 D).

Das Konstrukt mit dem TC-Motiv an den Positionen 243-248 zeigte ein sehr
WT-&hnliches Aktivierungsprofil (Abbildung 12 B). BAY 58-2667 aktivierte dieses
Konstrukt 9-fach (ECso 14 nM) und nach Zugabe von ODQ 18-fach (ECso 11 nM)
gesteigert. BAY 41-2272 stimulierte diese sGC 5-fach (ECsy 45 nM) und NO steigerte
diese Stimulierung auf 15-fach (ECso 373 nM). Daher wurde dieses Konstrukt zur

weiteren Verwendung ausgewahlt und wird im Folgenden als TC4 bezeichnet.
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Abbildung 11: Aktivitatsprofile der WT-sGC (A) und mit dem Tetracystein (TC)-Motiv
getagter sGC (B-D). Das TC-Motiv wurde N-terminal durch gerichtete Mutagenese (B)
oder durch Klonierung der S/{WT-sGC in die Expressionsvektoren pcDNA6.2/cLUMIO-
DEST angefiigt (C). Das N-terminale Tag wurde durch Klonierung der S/WT-sGC
Sequenz in den Expressionsvektor pcDNA6.2/nLUMIO-DEST angefugt (D).
cGMP-Reporterzellen wurden transient mit der oy WT-Untereinheit und der jeweiligen
pi-Untereinheit kotransfiziert. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen
BAY 58-2667 oder BAY 41-2272 allein oder in Kombination mit 10 uM ODQ bzw. 10
nM NO inkubiert. Die sGC-Aktivitdt ist als x-fache Stimulation im Vergleich zu
transfizierten, unstimulierten Kontrollzellen angegeben. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + SEM von 2 - 11 unabhangigen Experimenten, die in doppeltem Ansatz
durchgefiihrt wurden. Folgende mittlere Basalaktivitdten wurden gemessen: (A) 1.0732
RLUSs, (B) 1.896 RLUs, (C) 15.741 RLUs, (D) 19.822 RLUs.
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Abbildung 12: Konzentrations-Wirkungskurven der WT-sGC (A) und sGC mit
intramolekularen Tetracystein (TC)-Motiven (B-F). cGMP-Reporterzellen wurden
transient mit der oWT-Untereinheit und wie angegeben mit der jeweiligen pfi-
Untereinheit kotransfiziert. Die Positionen der TC-Motive sind oberhalb der Graphen
angegeben. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen BAY 58-2667 oder
BAY 41-2667 allein oder in Kombination mit 10 uM ODQ bzw. 10 nM NO inkubiert. Die
sGC-Aktivitat ist als x-fache Stimulation im Vergleich zu transfizierten, unstimulierten
Kontrollzellen angegeben. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von 2 - 11
unabhangigen Experimenten, die in doppeltem Ansatz durchgefuhrt wurden. Folgende
mittlere Basalaktivitdten wurden gemessen: (A) 10.732 RLUs, (B) 9.720 RLUs, (C)
355 RLUSs, (D) 570 RLUs, (E) 23.318 RLUs, (F) 6.518 RLUs.
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3.2.2 Optimierung der Bedingungen fir die Hamoxidation

TC4-WT-sGC exprimierende cGMP-Reporterzellen wurden mit 100 nM BAY 58-2667
und steigenden Konzentration von NS 2028, ODQ und Rotenon inkubiert, um die fur
eine effiziente Oxidation der Hamgruppe bendtigte Oxidatienkonzentration zu
bestimmen (Abbildung 13). ODQ und NS 2028 oxidieren die Hamgruppe direkt (Olesen
et al., 1998; Zhao et al., 2000). Rotenon erhdht die ROS-Konzentration durch Inhibition
des mitochondrialen Komplexes | und hat wahrscheinlich keinen direkten Einfluss auf
die Hamgruppe wie ODQ und NS 2028 (Li et al., 2003). BAY 58-2667 (100 nM)
aktivierte TC4-WT-sGC 6-fach und durch die Zugabe von NS 2028 wurde diese
Aktivierung konzentrationsabhéngig gesteigert (ECso 0,1 pM), mit einer maximalen
Wirkung bei 10 uM NS 2028. ODQ steigerte ebenfalls die BAY 58-2667-induzierte
sGC-Aktivierung, allerdings war der Effekt erst bei 80 uM maximal (ECso von 2 uM).
Wie die beiden anderen Oxidantien steigerte auch Rotenon die Aktivierung der
BAY 58-2667-voraktivierten sGC und der Effekt war bei 30 uM am starksten (ECsg
0,1 uM). Rotenon und das wirkstarkere ODQ-Derivat NS 2028 wurden flr die weiteren

Untersuchungen zur Hamoxidation ausgewahlt.
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Abbildung 13: Einfluss von ODQ, NS 2028 und Rotenon auf BAY 58-2667-induzierte
TC4-WT-sGC-Aktivitat. cGMP-Reporterzellen wurden transient mit der oWT-
Untereinheit und der A TC4-WT-Untereinheit kotransfiziert und mit 100 nM
BAY 58-2667 und steigenden Konzentrationen von NS 2028, ODQ und Rotenon
inkubiert. Die sGC-Aktivitat ist als x-fache Stimulation im Vergleich zu transfizierten,
unstimulierten Kontrollzellen angegeben, in denen eine mittlere Basalaktivitat von
11.218 RLUs gemessen wurde. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von 7 - 18
unabhangigen Experimenten, die in doppeltem Ansatz durchgefiihrt wurden.
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3.2.3 Einfluss der Hamoxidation auf die Fluoreszenz von FlAsH-gelabelter TC4-
WT-sGC

Zur Uberprufung der Hypothese, ob Oxidation-induzierter Verlust der Hamgruppe an
der sGC zu Fluoreszenzdequenching der FIAsH-Fluoreszenz fihrt, wurden TCA4-
WT-sGC exprimierende Zellen 90 min mit 10, 30 oder 100 pM des sGC-Oxidanz
NS 2028 oder der ROS-induzierenden Substanz Rotenon inkubiert. Anderungen der
Fluoreszenz wurden in einzelnen Zellen in einer Zeitreihe von 120 Laserscans uber
einen Zeitraum von 90 min gemessen. Durch das Laser-induzierte Ausbleichen wurde
die FIAsH-Fluoreszenz unter Kontrollbedingungen nach 90 min auf 21 + 3 % gesenkt
(Abbildung 14 A). Sofern die Inkubation mit den Hamoxidantien zur Oxidation und
schlieBlich zum Verlust der Hamgruppe an der sGC fihrt, sollte die Fluoreszenz von
FIAsH nicht mehr gequencht werden. Die Fluoreszenzintensitat in Zellen, die mit
100 uM NS 2028 inkubiert wurden, war mit 38 + 5 % signifikant héher als die der
Kontrollzellen (Abbildung 14 A). Diese Untersuchungen legen den Verlust der
Hamgruppe an der sGC durch die oxidativen Bedingungen nahe. Eine 90-minttige
Inkubation der Zellen mit 100 uM Rotenon fuhrte zu einer, im Vergleich zur Kontrolle,
hoheren verbliebenen Fluoreszenzintensitat von 43 £ 5 %. Niedrigere Konzentrationen
von NS 2028 und Rotenon hatten nach einer Inkubationszeit von 90 min keinen
Einfluss auf die verbliebene Fluoreszenzintensitat. Exemplarische mikroskopische
Aufnahmen sind in Abbildung 14 B dargestellt. Die Zellen wurden mit ,regions of
interest* (ROI) markiert, in denen die Fluoreszenzintensitdt gemessen wurde. Die
Hintergrundfluoreszenz wurde in einenem ROI mit untransfizierten Zellen und zellfreien

Bereichen gemessen und von den Werten der einzelnen Zellen subtrahiert.

3.24 Einfluss von NS 2028 auf FIAsH-gelabelte, hamfreie TC4-Y135A/R139A-sGC
und ReAsH-gelabelte TC4-WT-sGC

Zur weiteren Validierung der mit FIAsH-gelabelten TC4-WT-sGC gewonnenen
Ergebnisse wurden zwei Ansatze verfolgt. Zum einen wurde die hadmfreie Mutante
TC4-Y135A/R139A benutzt, um auszuschlieBen, dass der beobachtete Anstieg der
FIAsH-Fluoreszenz in TC4-WT-sGC-exprimierenden Zellen auf bisher nicht bekannte
oder artifizielle hAmunabhéngige Effekte zurlickzufihren war. Dazu wurden FIAsH-
gelabelte TC4-Y135AR139A-sGC-exprimierende Zellen fir 90 min mit 100 uM
NS 2028 inkubiert. Im Vergleich zu Kontrollzellen (13 + 1 %) war die FIAsH-
Fluoreszenz nach NS 2028-Inkubation nur leicht und nicht signifikant auf 17 £+ 3 %
erhdht (Abbildung 15 A).
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Abbildung 14: Einfluss einer 90-minutigen Inkubation mit 10, 30 oder 100 pM NS 2028
oder Rotenon auf die Fluoreszenzintensitat von FIAsH-gelabelten TC4-WT-sGC-
exprimierenden Zellen (A). cGMP-Reporterzellen wurden transient mit der a,WT-
Untereinheit und der £ TC4-WT-Untereinheit kotransfiziert und mit FIAsH gelabelt. Die
Fluoreszenzintensitat einzelner Zellen wurde in einer Zeitreihe von 120 Laserscanns
aufgenommen. Die Daten sind als % des Startwertes, der vor Applikation der
Testsubstanzen bestimmt wurde, dargestellt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte +
SEM von 3 — 19 einzelnen Zellen, die an verschiedenen Tagen gemessen wurden.
***n < 0,005. (B) Reprasentative konfokale Mikroskopaufnahmen FIAsH-gelabelter
TC4-WT-sGC-exprimierender cGMP-Reporter-zellen zum Start (O min) und zum Ende
(90 min) der Fluoreszenzmessung. Die zur Messung verwendeten ROIs sind als griine
(2) und blaue (3) Linien gekennzeichnet, der rote ROI (1) wurde zur Messung der
Hintergrundfluoreszenz verwendet.

Als weitere Kontrolle wurde ReAsH-gelabelte TC4-WT-sGC benutzt. Da das
Emissionsspektrum von ReAsH nahezu nicht mit dem Absorptionsspektrum der
hamhaltigen sGC Uuberlappt (Abbildung 2), ist ein Quenching der ReAsH-Fluoreszenz

durch die Hamgruppe nicht zu erwarten. Nach 90-minutiger Inkubation der Zellen mit
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100 pM NS 2028 wurde kein Einfluss auf die verbliebene Fluoreszenzintensitat von
ReAsH festgestellt (Abbildung 15 B).

>
-
=]
=]

8

TC4-Y135A/R139A-sGC
FlAsH

TC4-WT-sGC
ReAsH

@
S
@
o

3
——

@
=

&
=3

(% des Startwertes)
&

(% des Startwertes)

5]
=]

Verbliebene Fluoreszenzintensitat @
o
o

Verbliebene Fluoreszenzintensitat

1

0 100 0 100
NS 2028 NS 2028

Abbildung 15: Einfluss einer 90-minudtigen Inkubation mit 100 pM NS 2028 auf die
Fluoreszenzintensitat von FIAsH-gelabelter hamfreier TC4-Y135A/R139A-sGC (A) und
ReAsH-gelabelter TC4-WT-sGC (B). cGMP-Reporterzellen wurden transient mit der
aWT-Untereinheit und wie angegeben mit der 5, TC4-WT- oder 5, TC4-Y135A/R139A-
Untereinheit kotransfiziert. Die Zellen wurden mit FIAsH (A) bzw. ReAsH gelabelt. Die
Fluoreszenzintensitéat einzelner Zellen wurde in einer Zeitreihe von 120 Laserscanns
aufgenommen. Die Daten sind als % des Startwertes, der vor Applikation der
Testsubstanzen bestimmt wurde, dargestellt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte +
SEM von 3 — 5 einzelnen Zellen, die an verschiedenen Tagen gemessen wurden.
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3.25 Einfluss von NS 2028 und Rotenon auf die Aktivitat der TC4-WT-sGC

TC4-WT-sGC exprimierende Zellen wurden 90 min mit 100 uM NS 2028 oder 100 pM
Rotenon inkubiert. AnschlieRend wurde die sGC-Aktivitdt gemessen, um zu
untersuchen, ob diese Vorbehandlung den Hamgehalt der sGC beeinflusst (Abbildung
16). Die Inkubation mit NS 2028 oder Rotenon fihrte zu einer verminderten
BAY 41-2272-induzierten sGC-Stimulierung. Der Einfluss von ODQ auf die
BAY 58-2667-induzierte  sGC-Aktivitdt sowie der synergistische Effekt wvon
BAY 41-2272 mit NO waren unter diesen Bedingungen nicht nachweisbar (Abbildung
16). Ahnliche Ergebnisse wurden in WT-sGC exprimierenden Zellen erzielt, die mit

NS 2028 oder Rotenon behandelt wurden (Daten nicht gezeigt).

3.2.6 Einfluss von NS 2028 und Rotenon auf die Proteinlevel von TC4-WT-sGC

Hamoxidation fuihrt zum Abbau der sGC (Stasch et al., 2006; Hoffmann et al., 2009;
Meurer et al., 2009) und verminderte sGC-Proteinlevel kénnen daher als Marker fir
einen Hamverlust dienen. Daher wurde der Einfluss der 90-minitigen Inkubation mit
100 puM NS 2028 oder Rotenon auf die sGC-Proteinlevel in TC4-WT-sGC-
exprimierenden Zellen untersucht (Abbildung 17). NS 2028 hatte keinen Einfluss auf
die a;-sGC-Proteinlevel und die B;-sGC-Proteinlevel wurden jedoch signifikant auf 78 +

17 % gesenkt. Durch die Behandlung mit Rotenon wurden die Proteinlevel der a;-sGC
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auf 65 + 10 % und die der B;-Untereinheiten auf 81 + 11 % gesenkt. Die Unter-
suchungen wurden auch mit WT-sGC exprimierenden Zellen durchgefiihrt und lieferten

ahnliche Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 16: Einfluss einer 90-minutigen Vorinkubation mit 200 uM NS 2028 (B) oder
100 pM Rotenon (C) auf die sGC-Aktivitdt in TC4-WT-sGC exprimierenden
cGMP-Reporterzellen im Vergleich zu Kontrollzellen (A). Die Zellen wurden mit
steigenden Konzentrationen von BAY 58-2667, BAY 41-2272 allein oder in
Kombination mit 10 uM ODQ bzw. 10 nM DEA/NO (NO) inkubiert. Die Enzymaktivitat
ist als x-fache Stimulation im Vergleich zur vorinkubierten, nicht stimulierten Kontrolle
dargestellt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von 2 - 15 unabhangigen
Experimenten, die in doppeltem Ansatz durchgefihrt wurden. Es wurde eine mittlere
Basalaktivitat von 7.747 RLUs gemessen.
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Abbildung 17: Einfluss einer 90-minitigen Vorinkubation mit 100 uM NS 2028 oder
100 pM Rotenon auf die Proteinlevel von TC4-WT-sGC. cGMP-Reporterzellen wurden
transient mit der o;WT-Untereinheit und der A TC4-WT-Untereinheit kotransfiziert.
a1-SGC (A) und TC4-WT p;-sGC (B) wurden separat nachgewiesen und die
Proteinlevel densitometrisch gemessen. Die sGC-Proteinlevel wurden auf die jeweilige
Kontrolle normiert, die auf 100 % gesetzt wurde. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte
+ SEM von 3 - 9 unabhéangigen Experimenten. ***p < 0,005.
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3.3 Ganzkorper-Autoradiographie an Ratten mit **C-BAY 58-2667

3.3.1 Ganzkorper-Autoradiographie an normotensiven Ratten unter hamoxidieren-

den Bedingungen

Fir die Ganzkorper-Autoradiographie wurden Ratten mit 100 pg/kg i.v.
“C-BAY 58-2667 behandelt und 15 min spater getdtet. Zuséatzlich wurde einzelnen
Tieren 10 min vor der **C-BAY 58-2667-Gabe 2 mg/kg ODQ i.v. verabreicht.
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Abbildung 18: Reprasentative Ganzkorper-Autoradiographien von mannlichen Ratten
ohne (A) oder mit (B) 10-minttiger Vorbehandlung mit 2 mg/kg i.v. ODQ. Die Tiere
wurden 15 min nach i.v. Gabe von 100 pg/kg **C-BAY 58-2667 getdtet. Dargestellt sind
jeweils 3 Sagittalschnitte, die zur Messung der Radioaktivitdt benutzt wurden.
Ausgewahlte Organe und Standards sind beschriftet. Die Schnitte sind in Fehlfarben
dargestellt; blau stellt niedrige, griin mittlere und rot hohe Radioaktivitat dar.

Die Ganzkoérper-Autoradiographien der in dieser Studie verwendeten Tiere sind in
Abbildung 18 dargestellt und die aquivalenten Konzentrationen der Radioaktivitat sind
in Tabelle 5 aufgelistet. 15 min nach der Behandlung mit **C-BAY 58-2667 konnte im
ganzen Tierkorper Radioaktivitat nachgewiesen werden, mit deutlich starkerer relativer
Anreicherung in Leber und Nierenkortex (Abbildung 18 A). Nach Vorbehandlung mit
ODQ konnte in den analysierten Organen deutlich mehr Radioaktivitat nachgewiesen
werden als in den Organen des nicht vorbehandelten Tieres (Abbildung 18 B).
Besonders pragnant wurde der, durch die ODQ-Behandlung hervorgerufene,
Unterschied in Leber, Lunge und Nierenkortex. In dem mit ODQ vorbehandelten Tier
wurde in diesen Organen eine 2,6- bis 3,6-fach hohere Radioaktivitat nachgewiesen
als in dem Tier ohne Vorbehandlung. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch zu
anderen Zeitpunkten nach **C-BAY 58-2667-Gabe erhalten (Daten nicht gezeigt).
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BAY 58-2667 | BAY 58-2667 Verhéltnis

+0DQ +0DQ/
-0DQ
Nebenniere 0,0083 0,0176 2,12
Aortenwand 0,0180 0,0171 0,95
Blut (Herz) 0,0123 0,0280 2,27
Herzmuskel 0,0083 0,0162 1,96
Niere, Kortex 0,0198 0,0715 3,61
Niere,- Papille 0,0053 0,0118 2,22
:?'Aieeéi'ug‘”ere 0,0077 0,0138 1,80
,':‘Ai:éi'”i““ere 0,0183 0,0383 2,09
Nieren 0,0145 0,0357 2,47
Leber 0,1064 0,2762 2,60
Lunge 0,0103 0,0287 2,77
Pankreas 0,0037 0,0075 2,06
(Sd‘;er'ses};““ke' 0,0033 0,0050 1,54

Tabelle 5: Radioaktivitat in Organen und Geweben der mit ODQ (2 mg/kg i.v.) oder
Placebo vorbehandelten Wistar Kyoto Ratten nach iwv. Gabe von 100 pg/kg
14C-BAY 58-2667. Die Daten sind aquivalente Konzentrationen (pg-eq/g).

3.3.2 Ganzkorper-Autoradiographie an normotensiven und hypertensiven Ratten

Normotensiven und hypertensiven Dahl/ss Ratten wurde 100 pg/kg **C BAY 58-2667
i.v. verabreicht, um zu untersuchen, ob sich mittels Ganzkérper-Autoradiographie die
hamfreie sGC auch in einem Krankheitsmodell indirekt nachweisen lasst und ob
Unterschiede zwischen gesunden und kranken Tieren bildlich darzustellen sind.
Zusatzlich wurde ein normotensives und ein hypertensives Tier jeweils 10 min vor
14C-BAY 58-2667-Gabe mit 2 mg/kg ODQ i.v. vorbehandelt. In Abbildung 19 sind die
Ganzkorper-Autographien der Dahl/ss Ratten gezeigt und die daquivalenten
Radioaktivitatskonzentrationen sind in Tabelle 6 aufgelistet. Im Vergleich zum nicht
vorbehandelten normotensiven Tier (Abbildung 19 A) reicherte sich in den Organen
des hypertensiven Tieres (Abbildung 19 C) mehr Radioaktivitdit an. Besonders
ausgepragt war dies in der Niere und im Herz, wo im hypertensiven Tier eine 2- bis 3-
fach hohere Radioaktivitat nachgewiesen wurde als im normotensiven Tier. Nach
Vorbehandlung mit ODQ wurde die relative Anreicherung der Radioaktivitat in dem
normotensiven Tier im Vergleich zu dem nicht vorbehandelten Tier erhoht.
Demgegeniber war zwischen den mit Vehikel oder ODQ-behandelten hypertensiven
Tieren kein Unterschied zu erkennen. In den mit ODQ vorbehandelten Ratten war

zwischen den normotensiven und hypertensiven kein Unterschied zu beobachten.

73



Ergebnisse

ATLETH

o.Schnitt 1

Normotensiv Normotensiv
14C-BAY 58-2667 14C-BAY 58-2667 + ODQ

0 ki a5
Lunge; Leber i Niererkortex ST e' Schnitt 3

Hyperterisiv 'H-ypert-en siv
14C-BAY 58-2667 14C-BAY 58-2667 + ODQ

Figure 3: Distribution of raditis

Abbildung 19: Reprasentative Ganzkorper-Autoradiographie von mannlichen
normotensiven Ratten (A, B) oder hypertensiven Tieren (C, D), mit (B,D) oder ohne
(A,C) 10-minutiger i.v. Vorbehandlung mit 2 mg/kg ODQ. Die Tiere wurden 15 min
nach i.v. Gabe von 100 pg/kg “C-BAY 58-2667 getdtet. Dargestellt sind jeweils 3
Sagittalschnitte, die zur Messung der Radioaktivitdt benutzt wurden. Ausgewahlte
Organe und Standards sind beschriftet. Die Schnitte sind in Fehlfarben dargestellt; blau
stellt niedrige, grin mittlere und rot hohe Radioaktivitat dar.
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A
Normotensiv | Normotensiv | Hypertensiv Hypertensiv
BAY 58-2667 | BAY 58-2667 | BAY 58-2667 | BAY 58-2667
+ODQ +0ODQ
Nebenniere 0,0944 0,1488 0,1521 0,1167
Aortenwand 0,1159 0,1328 0,1605 0,1312
Blut (Herz) 0,1213 0,2738 0,2191 0,1893
Herzmuskel 0,0944 0,1721 0,2581 0,1487
Niere, Kortex 0,5585 0,9658 1,1773 0,9170
Niere,- Papille 0,1011 0,1152 0,2716 0,1480
Nere edula | 0.0809 0,1442 0,1544 0,1094
Qfﬁj;e Medulla | 01331 0,2469 0,3377 0,2277
Nieren 0,2672 0,4427 0,6269 0,3926
Leber 3,4530 5,2703 4,4153 3,7665
Lunge 0,1262 0,2454 0,1538 0,1482
Pankreas 0,0450 0,0759 0,0631 0,0545
(Sdfi';;};““ke' 0,0240 0,0337 0,0407 0,0265
B
Verhéltnis Verhéltnis Verhéltnis Verhéltnis
normotensiv hypertensiv -ODQ/ +0DQ/
+0DQ/ +0DQ/ hypertensiv/ | hypertensiv/
-ODQ -ODQ normotensiv | normotensiv
Nebenniere 1,58 0,77 1,61 0,78
Aortenwand 1,15 0,82 1,38 0,99
Blut (Herz) 2,26 0,86 1,81 0,69
Herzmuskel 1,82 0,58 2,73 0,86
Niere, Kortex 1,73 0,78 2,11 0,95
Niere,- Papille 1,14 0,54 2,69 1,28
I':‘]'r?:e Vedula 1,78 071 1,01 0,76
glllj?lr;e Medulla 1.86 0.67 2,54 0,92
Nieren 1,66 0,63 2,35 0,89
Leber 1,53 0,85 1,28 0,71
Lunge 1,94 0,96 1,22 0,60
Pankreas 1,69 0,86 1,40 0,72
(Sdkoer'seeﬁ;““s"e' 1,40 0,65 1,69 0,78

Tabelle 6: (A) Radioaktivitdt in Organen und Geweben der mit ODQ (2 mg/kg) oder
Placebo i.v. vorbehandelten normotensiven und hypertensiven Dahl/ss Ratten 15 min
nach iv. Gabe von 100 pg/kg *C-BAY 58-2667. Die Daten sind &aquivalente
Konzentrationen (ug-eqg/g). (B) Verhdltnis der unter den unterschiedlichen
Versuchsbedingungen nachgewiesenen Radioaktivitét.
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3.4 Langzeitwirkung von BAY 58-2667 an hypertensiven Ratten

34.1 In vivo-Parameter

Der systolische Blutdruck und die Herzfrequenz wurden nicht-invasiv mittels der
indirekten ,tail-cuff“-Methode einen Tag vor Behandlungsbeginn und in den Wochen 6,
9, 12, 15, und 21 gemessen. In der Placebogruppe betrug der Blutdruckanstieg 54,0 +
8,5 mmHg (Abbildung 20 A), wahrend der Blutdruck der Tiere in der BAY 58-2667-
behandelten Gruppe (1000 ppm im Futter, entsprechend 15 mg/Tag) nur um 24,5 +
6,5 mmHg anstieg. Die Herzfrequenz in der Placebogruppe stieg wahrend der
Studiendauer um 30,0 = 10,7 bpm an. Im Vergleich dazu war dieser Anstieg in der mit
BAY 58-2667 behandelten Gruppe signifikant niedriger (Abbildung 20 B).
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Abbildung 20: Einfluss einer oralen Behandlung mit BAY 58-2667 auf systolischen
Blutdruck (SBP;A), Herzfrequenz (B), Uberlebensrate (C) und Korpergewicht (D) von
salzbelasteten Dahl/ss Ratten. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM. Die
Ausgangswerte des systolischen Blutdrucks betrugen 176,7 £ 3,6 mmHg in der
Placebogruppe und 182,8 + 3,5 mmHg in der BAY 58-2667-Gruppe. Die
Ausgangswerte der Herzfrequenz betrugen 409,4 + 3,6 bpm in der Placebogruppe und
407,2 = 4,9 bpm in der BAY 58-2667-Gruppe. Die Tiere der Placebogruppe wogen zu
Studienbeginn 335,5 £ 5,1 g und die Tiere der BAY 58-2667-Gruppe 339,9 = 3,9 g.
*p < 0,05; ***p < 0,005 (BAY 58-2667-Gruppe im Vergleich zur Placebogruppe).
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In der Placebogruppe starben bis zur 21. Woche nach Behandlungsbeginn 10
von 20 Tieren. Bis Studienende starben in BAY 58-2667-Gruppe nur zwei Tiere, jeweils
in der 18. und 20. Woche. Dies entspricht einer Uberlebensrate von 88,2 %. Zwischen
der Placebogruppe und der mit BAY 58-2667 behandelten Gruppe konnte ein
hochsignifikanter (X? = 8) Unterschied in der Mortalitat beobachtet werden (Abbildung
20 C).

Die Tiere beider Gruppen wiesen zu Studienbeginn vergleichbare
Kdpergewichte auf. Im Verlauf der Studie nahmen die Tiere in der Placebogruppe
stetig an Gewicht zu. In der mit BAY 58-2667-behandelten Gruppe konnte zu
Studienbeginn eine Gewichtsabnahme beobachtet werden, bedingt durch eine
reduzierte Futteraufnahme. Diese war wahrscheinlich durch den Geschmack des
Substanzfutters bedingt. Nach der Eingewohnungsphase nahmen auch die Tiere der

BAY 58-2667-Gruppe im Verlauf der Studie vermehrt Futter auf und an Gewicht zu.

3.4.2 Plasma- und Urinparameter

In der 19. Studienwoche wurde der Urin der Tiere in einem Zeitraum von 6 h
gesammelt und die in Tabelle 7 aufgefihrten Urinparameter bestimmt. Die
ausgeschiedene Urinmenge und die Proteinkonzentration im Urin der BAY 58-2667-
behandelten Tiere waren im Vergleich zu den Tieren der Placebogruppe niedriger. Der
cGMP-Gehalt im Urin der BAY 58-2667-Gruppe war signifikant hoher als in der
Placebogruppe. Fiur alle anderen im Urin bestimmten Parameter konnte kein

signifikanter Unterscheid zwischen den beiden Studiengruppen festgestellt werden.

Parameter (Einheit) Placebo BAY 58-2667
Diurese (ml/kg/h) 5,7+0,6 4,2 +0,6*
Creatinin (umol/kg/h) 75204 8205
Harnstoff (umol/kg/h) 469,3 £ 62,3 450,9 £ 78,0
Protein (mg/kg/h) 35,2+£39 23,9 £ 3,5*
Natrium (umol/kg/h) 968,9 + 170,6 865,7 + 122,9
Kalium (umol/kg/h) 201,0 £ 25,6 172,2 £ 20,4
cGMP (pmol/ml) 612,8 + 107,3 1712,7 + 264,5%**

Tabelle 7: Renale Parameter der Placebogruppe und der mit BAY 58-2667-
behandelten Gruppe. Die Daten sind Mittelwerte £ SEM. * p < 0,05; ***p < 0,005
BAY 58-2667-Gruppe im Vergleich zur Placebogruppe.
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Am Ende der Studie wurden Blutproben entnommen und analysiert (Tabelle
8). Im Vergleich zur Placebogruppe wurde im Plasma der mit BAY 58-2667-
behandelten Tiere deutlich weniger Harnsdure nachgewiesen. Im Vergleich zur
Placebogruppe war die Konzentration der Alaninaminotransferase in der BAY 58-2667-
Gruppe niedriger und die Konzentration von Albumin hoéher. Alle anderen
Plasmaparameter waren durch die Behandlung mit BAY 58-2667 nicht signifikant
verandert. In der BAY 58-2667-Gruppe konnte eine Plasmakonzentration von 216,7 +

2,1 pg/l BAY 58-2667 nachgewiesen werden.

Parameter (Einheit) Placebo BAY 58-2667
Creatinin (umol/l) 63,6 £55 548+2,1
Harnstoff (mmol/l) 85+1,6 88+1,0
Harnsaure (umoll/l) 57,1+57 32,8 £ 3,6%**
CK(UN) 319,1+ 35,8 293,2 + 26,4
LDH (U/l) 597,5 + 86,7 471,4 £ 65,8
GLDH (U/l) 17,3+ 3,6 21,8+26
AST (U/1) 86,9 + 8,3 82,9+6,2
ALT (U/) 66,1 +4,7 53,6 + 2,1**
AP (U/l) 72,7+53 751+3,1
Protein (g/) 67,8+1,3 68,8+14
ALB (g/l) 28,6 +0,5 30,5 + 0,6*
ANP (pg/ml) 287,2+51,0 231,6 + 36,9
cGMP (pmol/ml) 334+75 42,9+62

Tabelle 8: Plasmaparameter der Placebogruppe und der BAY 58-2667-behandelten
Tiere wurden in den zu Studienende enthommenen Blutproben bestimmt. Die Daten
sind Mittelwerte £ SEM. CK: Creatininkinase; LDH: Laktatdehydrogenase; GLDH:
Glutamatdehydrogenase; AST: Aspartataminotransferase; ALT: Alaninamino-
transferase; AP: alkalische Phosphatase; ALB: Albumin; ANP: atriales natriuretisches
Peptid. Es sind Mittelwerte £+ SEM aufgelistet. * p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,005
BAY 58-2667-Gruppe im Vergleich zur Placebogruppe.

3.4.3 Organgewichte

In der 21. Woche nach Behandlungsbeginn wurde die Studie beendet und die
Kdrpergewichte sowie die relativen Gewichte (bezogen auf das Korpergewicht) der
Herzen, der linken und rechten Ventrikel sowie beider Nieren wurden ermittelt (Tabelle
9). Das relative Nierengewicht der BAY 58-2667-behandelten Tiere war deutlich
geringer als das relative Nierengewicht der Placebotiere. Die relativen Herzgewichte
am Studienende waren durch die Behandlung mit BAY 58-2667 jedoch nicht signifikant

verandert.
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Parameter (Einheit) Placebo BAY 58-2667
Herz (g/kg) 42+0,1 4,0+0,2
Linker Ventrikel (g/kg) 3,1+0,1 3,0£0,2
Rechter Ventrikel (g/kg) 0,6 £ 0,03 0,6 £ 0,03
Linke Niere (g/kg) 49+0,2 4,3 +0,1%**
Rechte Niere (g/kg) 49+0,1 4,3 +£0,2**

Tabelle 9: Organgewichte der Placebogruppe und der BAY 58-2667-behandelten Tiere.
Die Daten sind Mittelwerte + SEM und auf das Koérpergewicht bezogen. **p<0,01;
***p<0,005 BAY 58-2667-Gruppe im Vergleich zur Placebogruppe.

3.4.4 Profibrotische und proinflammatorische Biomarker

Die relative Genexpression der profibrotischen Biomarker Kollagenlal, Fibronektin-1
(FN-1), Osteopontin (OPN), Tenascin-C (TNC) sowie des proinflammatorischen
Markers ,monocyte chemoattractant protein-1“ (MCP-1) wurden in Niere und linkem
Ventrikel mittels quantitativer Real-Time PCR bestimmt (Abbildung 21). Der
profibrotische Marker ,kidney injury molecule-1* (KIM-1) ist ein nierenspezifischer
Marker und nur in der Niere nachweisbar. In den Nieren der salzbelasteten Placebo-
tiere war die relative Expression aller getesteten Biomarker im Vergleich zu den nicht-
salzbelasteten Kontrolltieren deutlich erhdht. Durch die Behandlung mit BAY 58-2667
wurde die durch Salzbelastung hervorgerufene Erhéhung der relativen Genexpression
der getesteten Marker in der Niere verhindert und blieb, mit Ausnahme von
Osteopontin, auf dem Niveau der normotensiven Kontrolltiere. Im linken Ventrikel
wurde die relative Expression der Biomarker durch die Salzbelastung deutlich erhdht.
Der Einfluss der Salzbelastung bzw. der zuséatzlichen BAY 58-2667-Behandlung auf
die relative Expression von Kollagenlal war im Vergleich zu den anderen getesteten
Biomarkern schwacher ausgepréagt. Die relative Expression der Biomarker war in der
BAY 58-2667-Gruppe zwar geringer als in der salzbelasteten Placebogruppe, jedoch
hoher als in der nicht salzbelasteten Kontrollgruppe. Osteopontin wurde zusatzlich in
Plasma und Urin gemessen (Abbildung 22). Auch hier wurden erhéhte Osteopontin-
Spiegel in den Placebo-behandelten Tieren im Vergleich zu den normotensiven
Kontrolltieren nachgewiesen. Im Urin und Plasma der BAY 58-2667-behandelten Tiere
stiegen die Osteopontin-Konzentrationen zwar nicht so stark an wie in den
Placebotieren, waren aber im Vergleich zu den Kontrolltieren im Urin erhdht. Im
Plasma blieben die Osteopontin-Konzentrationen in der BAY 58-2667-Gruppe auf dem

Niveau der normotensiven Kontrolltiere.

79



Ergebnisse

Niere Linker Ventrikel
5000 14000
5 I_**—l 5 | S
R B Kollagen1a1l g 12 [ ns 1
g —**— g 10000 ——Ns——
3000 9
>< X 8000
w L -
G>) 2000 ™ F g 6000
® ® 4000
nq:) 1000 & 2000
0 0
5 2000 |_ P _| E 2000 | P —
a2 I MCP-1 [ f *kk |
8 1500 9 '—*** E 1500 9 I—***
o Q
= S
i} 1000 w1000 <
@ (]
2 2
o 500 o - o 500 9
[7) Q
(14 4 | |
0 0
12000 4000
5 1 5 [ *_I
& 10000 I ns 1 FN-1 P ke
g kkk % 3000 I ***
— 8000 I — o
o o
3 so00 3 2000
[ [
> 4000 + 2
= T 1000
T 2000 ©
o [va
0 0
500000 1500
5 '_*** 1 OPN 5 I o
§ 400000 [ Hkk ] g I * )
a '_ deded _I E- 1000 l_ ek
< 300000 =3
w L
2 200000 g
= = 500
u o
0 [ I 0 [ I
c 500 c 100
2 iR INC 3§ T
g 400 % 80 I dkk 1
— = |_ % ek _l
S 300 g e
w 1L
(0]
S ;0 ERE
ks 5
[0) 100 [} 20
r | T | x I * |
0 0
g 5000 -
S  —
8 000 M ns | KIM-1
o ]
= [ #k —— [ Kontrolle (Normaldizt)
= . - ™
s B Placebo (8 %ige NaCl-Diat)
>
S 200 1 M BAY 58-2667
©
1000 o I—I—l
0

Abbildung 21: Relative Expression von Kollagenlal, Fibronektin-1 (FN-1),
Osteopontin  (OPN), Tenascin-C (TNC), und ,monocyte chemoattractant
protein-1“ (MCP-1) in Niere und linkem Ventrikel der Kontrolltiere, salzbelasteten Tiere
der Placebogruppe und BAY 58-2667 behandelten Tiere. ,Kidney injury molecule-
1“ (KIM-1) wurde nur in den Nieren nachgewiesen. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + SEM. *p <0,05; *p < 0,01; ***p < 0,005 BAY 58-2667-Gruppe im
Vergleich zur Placebogruppe; ns = nicht signifikant.
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Abbildung 22: Osteopontin-Konzentrationen in Urin und Plasma der Kontrolltiere,
salzbelasteten Tiere der Placebogruppe und BAY 58-2667-behandelten Tiere. Die
Osteopontin-Konzentrationen im Urin wurden auf Creatinin normiert. Die gezeigten

Daten sind Mittelwerte + SEM. *p < 0,05; ***p < 0,005; ns = nicht signifikant.
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4. Diskussion

4.1 Aktivierung und Stabilisierung der sGC unter hamoxidierenden

Bedingungen

Der NO/sGC/cGMP-Signalweg spielt eine Schlisselrolle im Herz-Kreislauf-System und
seine Dysfunktion ist mit verschiedenen kardiovaskularen Krankheiten assoziiert.
Aktuelle Befunde legen nahe, dass erhohter oxidativer Stress, wie man ihn unter
pathophysiologischen Bedingungen beobachtet, mit einer Oxidation und letztendlich
einem Verlust der Hamgruppe an der sGC einhergehen kann (Hobbs und Stasch,
2009; Schmidt et al., 2009). Durch diese Veradnderung wird das Enzym zur NO-
insensitiven hamfreien sGC, und im Folgenden ubiquitiniert und schlieB3lich
proteasomal abgebaut (Stasch et al., 2006; Meurer et al., 2009; Xia et al., 2007). Diese
Ergebnisse kdnnten zumindest teilweise die verminderte sGC-Proteinlevel erklaren, die
in verschiedenen Tiermodellen fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen nachgewiesen wurden
(Ruetten et al.,, 1999; Kagota et al., 2001; Melichar et al., 2004). Wird die
Hambindungstasche jedoch von Substanzen, welche die rdumliche Struktur und
Ladungsverteilung des Hams nachbilden, besetzt, kann der Oxidation-induzierte Abbau
der sGC in vitro verhindert werden (Stasch et al., 2006). Dies wurde fir das hochaffine
Metalloporphyrin Zn-PPI1X und den sGC-Aktivator BAY 58-2667 nachgewiesen (Stasch
et al., 2006; Meurer et al., 2009). Kirzlich wurde von Schindler et al. (2006) ein
weiterer hdmunabhangiger sGC-Aktivator, HMR1766, identifiziert, der keine strukturelle
Ahnlichkeit zu BAY 58-2667 aufweist. Beide aktivieren die hamfreie sGC und
konkurrieren mit Metalloporphyrinen um die Bindung in der Hamtasche. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde untersucht, ob HMR1766 direkt in der Hamtasche bindet und die
sGC wie Zn-PPIX und BAY 58-2667 die sGC vor dem Oxidation-induzierten Abbau
schitzt. Um den generellen Mechanismus der sGC-Stabilisierung besser zu verstehen,
wurden die molekularen Voraussetzungen der sGC-Aktivierung und Stabilisierung mit
Hilfe der sGC-Aktivatoren BAY 58-2667 und HMR1766 und des Hamtaschenliganden
Zn-PPIX untersucht. Als Kontrolle wurde der sGC-Stimulator BAY 41-2272 eingesetzt,
der nicht mit der Hamtasche interagiert. Diese Untersuchungen wurden sowohl mit
WT-sGC und hamfreie sGC uberexprimierenden CHO-Zellen, den sogenannten

cGMP-Reporterzellen, als auch mit primaren Endothelzellen durchgefuhrt.

Zur Untersuchung der mdoglichen Interaktion von HMR1766 mit der sGC-
Hamtasche wurden sGC-Aktivitatsmessungen und kompetitive Rezeptorbindungs-
studien mit BAY 58-2667, HMR1766 und Zn-PPIX durchgefuhrt. Die Aktivitats-
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messungen am aufgereinigten Enzym zeigten eindeutig, dass das hochaffine Metallo-
porphyrin Zn-PPIX die BAY 58-2667- und HMR1766-induzierte sGC-Aktivierung
inhibieren kann. Dies wies auf eine Interaktion von HMR1766 mit der Hambindungs-
tasche hin, wie sie bereits in vorherigen Studien unabhangig fur BAY 58-2667 und
HMR1766 gezeigt wurde (Schmidt et al., 2004; Schindler et al., 2006; Stasch et al.,
2006). Die hier verwendete Konzentration von HMR1766 war hoher als die von
Schindler et al. (2006) benutzte Konzentration, wurde aber so gewahlt um eine
ahnliche sGC-Aktivierung durch HMR1766 und BAY 58-2667 zu gewadhrleisten
(Hoffmann et al., 2009). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Stasch et al.
(2006) konnte die Bindung von BAY 58-2667 in der Hambindungstasche auch mit den
hier durchgeflihrten kompetitiven Rezeptorbindungsstudien nachgewiesen werden, da
Zn-PPIX 3H-BAY 58-2667 vom Enzym verdrangte. Die Ergebnisse mit HMR1766
waren nicht ganz eindeutig zu interpretieren, da aufgrund der relativ niedrigen Affinitat
von HMR1766 zum Enzym eine vollstandige Verdrangung von *H-BAY 58-2667 durch
HMR1766 am Enzym nicht moglich war. Dennoch wurde die Bindung von
®H-BAY 58-2667 durch hohe mikromolare Konzentrationen von HMR1766 auf 67 %
gesenkt. Diese Ergebnisse zeigten, dass BAY 58-2667, HMR1766 und Zn-PPIX Uber
die gleichen oder zumindest teilweise Uberlappende Bindungsstellen mit der

Hamtasche interagieren.

Der Einfluss der Testsubstanzen auf die sGC-Proteinlevel nach Hamoxidation
durch den sGC-Inhibitor ODQ wurde mit Hilfe von Western Blots untersucht. Eine
Langzeitinkubation von Endothelzellen und WT-sGC-exprimierenden cGMP-Reporter-
zellen mit ODQ fuhrte zu reduzierten Proteinleveln beider sGC-Untereinheiten, wie es
schon zuvor in primaren Endothelzellen und glatten GefalBmuskezellen aus
Schweineaorten nachgewiesen wurde (Stasch et al., 2006). Dieser Oxidation-
induzierte Abbau wird deutlich, sobald die Inkubationszeit zwei Stunden Ubersteigt
(Stasch et al., 2006). Kurzzeitinkubationen zeigen hingegen keinen Einfluss auf die
sGC-Proteinlevel (Stasch et al., 2006). Ubereinstimmend mit friiheren Ergebnissen
(Stasch et al., 2006) verhinderten BAY 58-2667 und Zn-PPIX den Oxidation-
induzierten Abbau der sGC. Wie erwartet wurden die sGC-Proteinlevel in den
untersuchten Zellen durch Inkubation mit dem sGC-Stimulator BAY 41-2272 nicht
verdndert, da BAY 41-2272 nicht in der Hamtasche bindet. Diese Ergebnisse deuteten
darauf hin, dass die, der sGC nachgeschaltete, cGMP-abhangige Signalkaskade nicht
zur Stabilisierung der sGC beitragt. Die mit HMR1766 erzielten Ergebnisse waren
unerwartet. Ungeachtet der Tatsache, dass BAY 58-2667 und HMR1766 anscheinend
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mit der Hamtasche interagieren, hatte eine Inkubation mit HMR1766 keinerlei

protektiven Effekt auf die sGC-Proteinlevel.

Die unterschiedlichen Proteinlevel unter Kontroll- und hamoxidierenden
Bedingungen wurden durch Veranderungen in der sGC-Aktivitat widergespiegelt. Eine
Kurzzeitinkubation mit 10 pM ODQ verstarkte die BAY 58-2667-induzierte sGC-
Aktivierung maximal. Dies zeigte, dass die Mehrheit der zellularen sGC in den
hamfreien BAY 58-2667-aktivierbaren Zustand uberfiihrt wurde. Als Konsequenz der
verminderten Proteinlevel war auch die BAY 58-2667-induzierte sGC-Aktivierung nach
Langzeitinkubation vermindert. In Lang- und Kurzzeit-inkubierten Zellen betrug die
maximale BAY 58-2667-induzierte sGC-Aktivierung nur 64 % der sGC-Aktivierung
nach Kurzzeitinkubation mit ODQ (entsprechend 82 zu 129-facher Aktivierung). Dies

entsprach tendenziell der Reduktion der Proteinlevel auf 60 % der o;-sGC bzw. 36 %

der B;-sGC.

BAY 41-2272 und HMR1766 waren nicht in der Lage den Oxidation-
induzierten Abbau der sGC zu verhindern. Daher wurden ahnliche Ergebnisse fur die
BAY 41-2272- oder HMR1766-induzierte  sGC-Aktivierung erwartet.  Unter
Kontrollbedingungen aktivierte BAY 41-2272 die sGC 115-fach. Durch die Kombination
von Kurz- und Langzeitinkubation wurde diese sGC-Aktivierung auf 7 % gesenkt. Im
Gegensatz zu BAY 41-2272 blieb die HMR1766-induzierte sGC-Aktivierung unver-
andert bzw. war im Vergleich zu Kontrollbedingungen nur leicht vermindert. Technische
Limitationen koénnten diese Diskrepanz hervorgerufen haben, da die starke sGC-
Aktivierung durch hohe Konzentrationen von HMR1766 RLUs lieferte, die an der
Detektionsgrenze des Messsystems lagen. Obwohl nach Zugabe von ODQ leicht
erhohte RLUs gemessen wurden als unter Kontrollbedingungen, konnte die erwartete
maximale Aktivierung durch HMR1766 plus ODQ mdglicherweise nicht gemessen
werden. In Endothelzellen wurde nach Langzeitinkubation mit ODQ ein starker Anstieg
der sGC-Aktivator-induzierten sGC-Aktivierung beobachtet. Hamfreie sGC wird von
sGC-Aktivatoren aktiviert und der Hamverlust in nur einem kleinen Anteil des sGC-
Pools ist ausreichend fiir einen starken Anstieg der BAY 58-2667-induzierten cGMP-
Spiegel (Stasch et al., 2006; Roy et al., 2008). Die Proteinlevel in BAY 41-2272- und
ODQ-inkubierten Endothelzellen nahmen um ungefahr 50 % ab und spiegelten so
tendenziell die verminderte sGC-Aktivitat unter hamoxidierenden Bedingungen wider.
In den cGMP-Reporterzellen wurde die sGC-Aktivitat sogar in groRerem Ausmald

vermindert.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass BAY 58-2667 und Zn-PPIX, aber
nicht BAY 41-2272, die sGC vor Oxidation-induziertem Abbau schiitzen. Die
gemessene sGC-Aktivitdt spiegelte die verminderten sGC-Proteinlevel wider.
Bedeutend war, dass die beiden sGC-Aktivatoren ein unerwartet unterschiedliches
Profil im Hinblick auf sGC-Proteinlevel und sGC-Aktivitdt zeigten. Die beiden
hamunabhangigen sGC-Aktivatoren BAY 58-2667 und HMR1766 aktivierten die sGC
sowohl unter Kontroll- als auch unter hamoxidierenden Bedingungen. Jedoch war nur
BAY 58-2667 in der Lage das Enzym vor dem Oxidation-induzierten Abbau zu
schitzen. Diese molekulare Eigenschaft kbnnte dadurch erklart werden, dass beide
sGC-Aktivatoren Uber nicht identische aber Uberlappende Bindungsstellen in der
Hamtasche binden und HMR1766 keine oder deutlich weniger strukturelle Ahnlichkeit
mit dem Ham besitzt als BAY 58-2667. Die sGC-stabilisierenden Liganden
BAY 58-2667 und Zn-PPIX haben eine dem Ham sehr hnliche raumliche Struktur und
binden mit hoherer Affinitat an die Hambindungsstelle als die native prosthetische
Gruppe. Des Weiteren konnte durch Mutationsanalysen und Strukturmodelle gezeigt
werden, dass beide Liganden mit den hambindenden Aminosauren Y135 und R139 der

Bi1-Untereinheit der sGC interagieren (Schmidt et al., 2004).

Um die Interaktion der beiden sGC-Aktivatoren BAY 58-2667 und HMR1766
mit der Hambindungstasche zu untersuchen, wurden die Aktivitatsprofile der beiden
Substanzen mit sGC-Mutanten aufgenommen, von denen bekannt ist, dass sie die
Hambindung beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass die Mutation H105F des
axialen Hamliganden zur Expression eines hamfreien Enzyms fihrt, das mit
Porphyrinen rekonstituiert werden konnte (Schmidt et al., 2004). Im Gegensatz dazu ist
eine Rekonstitution mit PP1X bei der Doppelmutante 3;Y135A/R139A-sGC, welcher die
essentiellen Hambindungspartner fehlen, nicht moéglich (Schmidt et al., 2004). Der
Verlust der BAY 58-2667-Wirkung an der Doppelmutante deutete darauf hin, dass
beide Aminosauren als Interaktionspartner fir BAY 58-2667 unerlasslich sind (Schmidt
et al.,, 2004). Die Doppelmutante o./p;Y135A/R139A wurde benutzt, um zu
untersuchen, ob BAY 58-2667 und HMR1766 die sGC aktivieren, indem sie mit diesen
Aminosauren innerhalb des Hambindungsmotivs interagieren (Schmidt et al., 2004).
Die Ergebnisse der sGC-Aktivitdtsmessungen in cGMP-Reporterzellen, welche diese
sGC-Varianten exprimierten, zeigten, dass HMR1766 und BAY 58-2667 nicht mit
denselben Aminosaureresten interagieren. Obwohl die H105F-Mutante stark von
BAY 58-2667 aktiviert wurde, war BAY 58-2667 nicht in der Lage die Doppelmutante
o1/B1Y135A/R139A zu aktivieren. Im Gegensatz dazu aktivierte HMR1766 die
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Doppelmutante ohne jedoch das maximale Aktivierungsniveau zu erreichen. Diese
Daten weisen daraufhin, dass Y135 und R139 die Bindung von HMR1766 nicht in
gleichem Mal3e beeinflussen wie die Bindung von BAY 58-2667 oder des Hams. Zhou
et al. (2008) benutzten ,Docking“-Simulierungen, die auf der Struktur von Nostoc sp.
basierten, um mdgliche Regionen zu identifizieren, Uber die HMR1766 mit der sGC
interagiert. Im Widerspruch zu unseren, in lebenden Zellen generierten Ergebnissen,
postulierten die Autoren Y135 und R139 als Bindungspartner von HMR1766 und
schlugen eine BAY 58-2667-ahnliche Bindung vor.

hamfreie sGC

___ Aktiverung/
Stabilisierung

W —>Abbau

‘\)_)Aktiwerung

hamfreie sGC + sGC-Aktivator hamfreie sGC + sGC-Aktivator

Abbildung 23: Beteiligung der sGC-Hamgruppe und sGC-bindender Substanzen am
Schutz der sGC vor oxidativem Abbau. Der sGC-Aktivator BAY 58-2667 stabilisiert die
sGC unter hdmoxidierenden Bedingungen, wie zum Beispiel oxidativem Stress, indem
es mit den Hamankeraminosduren Y135 und R139 interagiert und die raumliche
Struktur der Hamgruppe nachbildet. BAY 58-2667 schiitzt die sGC so vor Oxidation-
induziertem Abbau. Im Gegensatz dazu konnen die Bindung des sGC-Aktivators
HMR1766 oder des sGC-Stimulators BAY 41-2272 die sGC nicht stabilisieren und die
hamfreie sGC wird daher ubiquitiniert und abgebaut (Hoffmann et al., 2009).

Die durchgefuhrte Rezeptorbindungsstudie zeigte, dass HMR1766 nur in
hohen Konzentrationen mit BAY 58-2667 konkurriert, wohingegen BAY 58-2667 leicht
von geringen Mengen Zn-PPIX verdrangt wird. Diese Ergebnisse lieen den Schluss
zu, dass HMR1766 mit einer anderen Bindungsstelle interagiert als BAY 58-2667,
obwohl ihre Bindungsstellen mdoglicherweise teilweise Uberlappen. Aufgrund dieser
Befunde liegt die Hypothese nahe, dass die unterschiedliche Bindungsart in der
Hamtasche fir die Unterschiede bezlglich der Schutzfunktion von BAY 58-2667 und

HMR1766 verantwortlich ist. Durch Western Blot-Analysen mit den oben
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beschriebenen hamfreien Mutanten wurde deutlich, dass die Schutzfunktion von
BAY 58-2667 durch die hamahnliche Besetzung der Hamtasche vermittelt wird. Die
Schutzfunktion wurde nur fir Wildtyp- und B;H105F-sGC, die auch beide von
BAY 58-2667 aktiviert werden, beobachtet, aber nicht fir B;Y135A/R139A-sGC, die
weder von BAY 58-2667 aktiviert wird, noch mit PPIX rekonstituiert werden kann
(Schmidt et al., 2004). HMR1766 wurde in diesen Experimenten nicht verwendet, da
das Fehlen der Schutzfunktion schon in Wildtyp-sGC exprimierenden Zellen und der
unterschiedliche  Bindungsmechanismus  durch  die  Aktivitaitsmessung in

o1/B1Y135A/R139A-exprimierenden Zellen nachgewiesen wurde.

Ein weiterer Unterschied wird durch einen Vergleich der oj- und -
Proteinlevel deutlich: Der Oxidation-induzierte Abbau der o-Untereinheit wurde durch
BAY 58-2667 und Zn-PPIX nicht im gleichen Mal3e verhindert wie der Abbau der ;-
Untereinheit. Aufgrund der Daten mit der B;H105F-sGC und dem bekannten
Wirkmechanismus von ODQ ist es vorstellbar, dass vor allem die ha&mhaltige Bi-
Untereinheit durch Oxidation beeinflusst wird; denn die Inkubation von B;H105F-sGC-
exprimierenden Zellen mit ODQ flihrte nicht wie in Wildtyp-sGC-exprimierenden Zellen
zu einer signifikanten Verminderung der sGC-Proteinlevel. Ubereinstimmend mit
Stasch et al. (2006) kann daher angenommen werden, dass der physiologische
Umsatz der a;-sGC nicht direkt von einer fehlenden Hambindung beeinflusst wird.
Daher sind alle Verédnderungen, die mit dem Hamverlust an der B;-Untereinheit
einhergehen, vermutlich indirekter Natur. Die beobachteten Veréanderungen der o;-
sGC-Proteinlevel werden wahrscheinlich vielmehr durch einen posttrankriptionalen
Regulationsmechanismus hervorgerufen, ahnlich wie er fir oy- und a,-Knockout
Mause beschrieben wurde (Mergia et al., 2006). Hier fuhrte die Deletion der
a-Untereinheiten zu einer begleitenden Abnahme der B;-Proteinlevel. Dartiber hinaus
konnten Friebe et al. (2007) zeigen, dass B;-Knockout Mause keine o;-Untereinheit
aufweisen. Es kann daher angenommen werden, dass die hier beobachteten
Verédnderungen einem ahnlichen Mechanismus unterliegen, der zu einer Abnahme der
as-Proteinlevel fuhrt, wenn die B;-Untereinheit aufgrund des Hamverlustes vermindert

wird.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass BAY 58-2667 und Zn-PPIX,
nicht aber BAY 41-2272 oder HMR1766, den Oxidation-induzierten Abbau der sGC
verhindern. Die Schutzfunktion von BAY 58-2667 basiert auf der hochaffinen Bindung
an die Hambindungstasche. BAY 58-2667 bildet dabei die rdumliche Struktur der
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nativen prosthetischen Gruppe nach und interagiert mit den Hamankeraminoséuren
Y135 und R139. HMR1766 weist diese Eigenschaften nicht auf und kann deshalb in
eine andere Gruppe von sGC-Aktivatoren eingeordnet werden als BAY 58-2667. Die
Ergebnisse dieses Teils sind in Abbildung 23 zusammengefasst. BAY 58-2667 ist
damit nach heutigem Wissen der erste pharmakologische Ligand, der sein Zielprotein
gleichzeitig aktiviert und vor Oxidation-induziertem Abbau schitzt. Da kardiovaskulare
Erkrankungen mit erhdhten Spiegeln von oxidativem Stress assoziiert sind, kann
angenommen werden, dass die relative Menge an hamfreier sGC unter pathologischen
Bedingungen erhoht ist. Diese Annahme unterstitzend wiesen die Ergebnisse einer
klinischen Studie mit Patienten mit akut dekompensierter Herzinsuffizienz darauf hin,
dass auch in Menschen ein Pool hamfreier sGC existiert (Schmidt et al., 2009). Dieses
Ungleichgewicht wirde in verminderte sGC-Proteinlevel Ubersetzt werden, da das
hamfreie Enzym in erhéhtem MalRe abgebaut wirde. Die hier beschriebenen
stabilisierenden Eigenschaften von BAY 58-2667 konnten dazu beitragen dieses
gestorte Gleichgewicht auszugleichen, indem die sGC vor dem Abbau geschitzt wird,
und konnten so zu einer therapeutischen Wirkung beitragen. Momentan laufende
pharmakologische und klinische Studien mit sGC-Aktivatoren werden mehr
Informationen Uber die klinische Effizienz dieses neuen Therapieprinzips bei der

Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen liefern.

4.2 In vitro-Detektion der hdmfreien sGC durch Fluoreszenzdequenching

Die Ergebnisse vieler Untersuchungen weisen daraufhin, dass eine hamfreie Form der
sGC unter physiologischen Bedingungen existiert und dass ihr Anteil in
pathophysiologischen Situationen, die mit einer erhdhten ROS-Produktion einhergehen,
ansteigt (Hobbs und Stasch, 2009). Obwohl Fluoreszenz- und Fluoreszenz Resonanz
Energie Transfer (FRET)-basierende Methoden dazu verwendet wurden, die
intrazellulare cGMP-Konzentration und Verteilung darzustellen (Nikolaev und Lohse,
2009), gab es bisher keine Methode zur direkten intrazellularen Untersuchung des
sGC-Hamgehaltes. Die Existenz der hamfreien sGC in lebenden Zellen und ihre
Regulation stehen daher immer noch im Fokus des wissenschaftlichen Interesses und
konnten bisher nicht in intakten Zellen untersucht werden. Im reduzierten Fe?*-Zustand
weist die Hamgruppe ein charakteristisches UV/Vis-Spektrum mit einer
charakteristischen Soret-Bande bei 431 nm auf (Schmidt et al., 2004).

Durch ihre optischen Eigenschaften kann die Hamgruppe die Fluoreszenz

anderer Fluorophore quenchen, falls sich die Spektren des Fluorophors und des Hams
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Uberlappen. Diese spektrale Eigenschaft wurde bereits in vielen Studien verwendet,
um Konformationsanderungen von Hamproteinen zu untersuchten. Kosarikov et al.
(2001) untersuchten Konformationsédnderungen der sGC mit Hilfe der intrinsischen
Fluoreszenz von Tryptophanen, von der sie zeigen konnten, dass sie durch Zugabe
von NO abnimmt. Durch die Bindung von NO kommt es zu Konformationsanderungen
und zur Verschiebung der Soret-Bande. Die Autoren nahmen an, dass die intrinsische
Fluoreszenz der Tryptophane nach Bindung von NO zu einem gewissen Anteil durch
die Hamgruppe gequencht wird. Andere Arbeiten zeigten, dass die Fluoreszenz von
.green fluorescent protein® (GFP) in Cytochrom-GFP-Fusionsproteinen gequencht
wurde, wenn das hamfreie Enzym mit Hamin rekonstituiert wurde (Takeda et al., 2001;
Yantsevich et al., 2007). In einer weiteren Studie wurde mit Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-markiertem Cytochrom P450scc gezeigt, dass die Fluoreszenz von FITC sehr
effektiv durch das Ham gequencht wurde und auf diese Weise sogar Veranderungen
des Redoxzustandes des Hams sichtbar gemacht werden konnten (Lepesheva et al.,
1999).

Die Fahigkeit des Hams, die Fluoreszenz anderer Chromophore zu quenchen,
ist daher eine elegante Mdglichkeit, den Hamgehalt von Proteinen zu untersuchen. Da
die intrinsische Tryptophanfluoreszenz nur bei aufgereinigten Proteinen angewendet
werden kann, musste die sGC mit einem Fluorophor markiert werden, um die
Fluoreszenzintensitét als Marker fir den Hamgehalt der sGC zu nutzen. Es sollte kein
Fusionsprotein wie GFP verwendet werden, da es aufgrund seiner GroRRe
moglicherweise die Faltung der sGC storen kénnte. Andere Fluorophore wie FITC
konnen zwar sehr gut zur Markierung von Proteinen eingesetzt werden, allerdings
reagieren ihre reaktiven Gruppen unspezifisch mit allen Proteinen, wodurch eine
spezifische Markierung der sGC in lebenden Zellen ausgeschlossen ware. Um diese
Hiurde zu umgehen, wurden die biarsenischen Farbstoffe ,fluorescein arsenical helix
binder* (FIAsH) und ,resorufin arsenical helix binder* (ReAsH) benutzt (Griffin et al.,
1998; Adams et al., 2002). Die Vorteile dieser Farbstoffe liegen in ihrer relativ geringen
GroRRe (sie betragt weniger als 700Da; zum Vergleich, GFP ist 27 kDa grof3; Zhang et
al.,, 2002), sie sind zellpermeabel und binden mit hoher Affinitdit an ein kurzes
Tetracysteinmotiv (TC, CCPGCC), das leicht mittels Mutagenese in verschiedene
Proteine integriert werden kann (Griffin et al., 1998; Adams et al.,, 2002). Ein
besonderer Vorteil von FIAsH und ReAsH ist, dass sie nicht fluoreszieren solange sie
mit 1,2-Ethandithiol komplexiert sind. lhre Fluoreszenz steigt jedoch um das 50.000-
fache an, sobald sie an das TC-Motiv ihres Zielproteins binden (Adams et al., 2002).

Aufgrund dieser vorteilhaften Eigenschaften wurden FIAsH und ReAsH bisher in
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vielfaltigen Fluoreszenz-Anwendungen in Séugerzellen, Pflanzen und Pilzen eingesetzt
(Estevez und Somerville, 2006; Hwang et al., 2009). Der Transport und die
Neusynthese von Proteinen wurden mit Hilfe der biarsenischen Farbstoffe untersucht
(Gaietta et al., 2006; Das et al., 2009). Des Weiteren wurden Konformationsan-
derungen von Calmodulin und fehlgefalteten Proteinen mittels ReAsH und FIAsH
detektiert (Liu et al., 2006; Luedtke et al., 2007). Zur Analyse der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoraktivierung der Proteinkinase C wurde das FRET-Paar ,cyan
fluorescent protein“ (CFP)/FIAsH benutzt (Hoffmann et al., 2005; Zirn et al., 2009; Jost
et al., 2008).

Die Grundlage fur die hier beschriebenen Versuche bildete die Hypothese,
dass die FIAsH-Fluoreszenz durch die Hamgruppe aufgrund ihrer teilweise
Uberlappenden Spektren gequencht wird. Obwohl das Emissionsspektrum von FIAsH
nicht mit der Soret-Bande des Hamspektrums Uberlappt, ist ein Quenching der FIAsH-
Fluoreszenz dennoch mdglich, da die o und 3 Absorptionsbénder mit dem Emissions-
spektrum von FIAsH (berlappen (Abbildung 2). In anderen Studien konnte bereits
gezeigt werden, dass ahnliche spektrale Uberschneidungen ausreichend fir einen
effizienten Energietransfer sind, der zum Fluoreszenzquenching fihrt (Takeda et al.,
2001; Kuznetsova et al., 2006; Davydov et al., 2008). Nach Behandlung mit Oxidantien
sollte die FIAsH-Fluoreszenz zunehmen, da eine Hamoxidation zu einer hamfreien
sGC fuhrt.

Eine Voraussetzung fir die Etablierung der Fluoreszenzdequenching-Methode
war das Vorhandensein der Hamgruppe unter Kontrollbedingungen. Von allen
getesteten sGC-Varianten zeigte nur die TC4-WT-sGC ein WT-ahnliches Aktivierungs-
profil. Die Hamgruppe wurde durch niedrigere Konzentrationen von NS 2028 und
Rotenon als von ODQ entfernt. Deshalb wurde in den weiteren Untersuchungen nur
das wirkstarkere ODQ-Derivat NS 2028 sowie Rotenon eingesetzt, um einerseits den
Einfluss eines sGC-Inhibitors, der direkt die Hamgruppe oxidiert, und andererseits
einer ROS-induzierenden Substanz zu untersuchen. 90-minttige Inkubation mit
NS 2028 und Rotenon erhdhte den Anteil hamfreier sGC in TC4-WT-sGC

exprimierenden Zellen.

Im Vergleich zur Kontrolle fiihrte eine 90-minitige Inkubation mit NS 2028 oder
Rotenon zu einer deutlich gesteigerten verbliebenen Fluoreszenzintensitat. Dieses
Ergebnis wies daraufhin, dass die Inkubation mit den Oxidantien zu einem Hamverlust

an der sGC fuhrt, der durch das Dequenching der FIAsH-Fluoreszenz sichtbar wurde.
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Dieser Hamverlust wurde mit Hilfe der sGC-Proteinlevel Uberprift. Verminderte sGC-
Proteinlevel kbénnen als Marker fir den Verlust der Hamgruppe an der sGC dienen, da
hamfreie sGC ubiquitiniert und proteasomal abgebaut wird (Stasch et al., 2006; Meurer
et al.,, 2009). Durch Inkubation mit Rotenon nahmen die Proteinlevel beider sGC-
Untereinheiten ab. Die Inkubation der Zellen mit NS 2028 fihrte auch zum Abbau der
as- und Bi-Untereinheiten, allerdings war dieser weniger stark ausgepragt als in
vorherigen Arbeiten und nach 24-stindiger Inkubation mit ODQ (Stasch et al., 2006;
Hoffmann et al., 2009; Meurer et al., 2009). Dennoch war die BAY 58-2667-induzierte
sGC-Aktivierung nach 90-minutiger Inkubation mit NS 2028 oder Rotenon vermindert
und spiegelte somit die verminderten Proteinlevel wieder. Dies stimmt mit den oben

beschriebenen Ergebnissen nach 24-stiindiger Inkubation mit ODQ Uberein.

Der beobachtete Oxidation-induzierte Abbau und die Aktivitditsmessungen
wiesen daraufhin, dass eine Inkubation mit NS 2028 und Rotenon zu einem Anstieg
der hamfreien sGC flihrte. Diese Befunde sind ein Indiz dafiir, dass die beobachteten
Anstiege der verbliebenen Fluoreszenzintensitat tatsachlich durch den Hamverlust an
der sGC hervorgerufen wurden. Um diese Hypothese weiter zu stiitzen wurde die
Fluoreszenzdequenching-Methode mittels einer hamfreien TC4-sGC-Variante und
ReAsH weiter validiert. Die Doppelmutation Y135A/R139A wurde in die TC4-WT-sGC
eingefigt, da diese Mution zur Expression hamfreier sGC fihrt (Schmidt, et al., 2004),
die, im Gegensatz zur ebenfalls hamfreien p;H105F-sGC, nicht mit Protoporphyrin
rekonstruiert werden kann. Dadurch war es moglich zu untersuchen, ob die Zunahme
der residualen Fluoreszenzintensitat auf den Hamverlust zurtckzufihren war.
Tatsachlich wurde die verbliebene Fluoreszenzintensitat von TC-Y135A/R139A-sGC
nicht durch 90-mindtige Inkubation mit NS 2028 beeinflusst. Weiterhin wurde ReAsH
benutzt, um zu Uberprufen, ob das Fluoreszenzdequenching durch die tGberlappenden
Spektren von FIAsH und der Hamgruppe hervorgerufen wurde. Das Emissions-
spektrum von ReAsH Uberlappt nahezu nicht mit dem Absorptionsspektrum des Hams.
Daher sollte kein Dequenching der ReAsH-Fluoreszenz nach dem Verlust der
Hamgruppe an der sGC festzustellen sein. Eine 90-mindtige Inkubation ReAsH-
gelabelter TC4-WT-sGC-exprimierender Zellen mit NS 2028 beeinflusste die
verbliebene Fluoreszenzintensitat nicht. ReAsH bleichte weniger stark als FIAsH.
Ubereinstimmend mit dieser Beobachtung wurde zuvor nachgewiesen, dass rote
Fluoreszenz stabiler gegeniiber Bleicheffekten ist als grine Fluoreszenz (Baird et al.,
2000). Durch die Verwendung von TC4-Y135A/R139A-sGC und ReAsH und konnte

somit nachgewiesen werden, dass der Anstieg der FIAsH-Fluoreszenz nach
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Behandlung mit Oxidantien durch den Verlust der Hamgruppe an der sGC und

einhergehendem Fluoreszenz-dequenching hervorgerufen wurde.

Ein moglicher Kritikpunkt der hier gezeigten Ergebnisse ist sicherlich, dass der
Anstieg der verbliebenen Fluoreszenzintensitat nur durch 90-minutige Inkubation mit
den hochsten Konzentrationen an NS 2028 und Rotenon beobachtet werden konnte.
Leider war es nicht mdglich die Zellen langer als 90 min zu inkubieren, da sich die
Zellen bei langeren Messzeiten vom Objekttrager ablosten und dadurch eine Messung
unmdoglich wurde. Wie bereits oben beschrieben, gab es in der Arbeit von Stasch et al.
(2006) Hinweise auf eine Zeitdbhangigkeit des Oxidation-induzierten Abbaus der sGC,
da verminderte Proteinlevel nur nachgewiesen werden konnten, wenn die
Inkubationszeit mit ODQ zwei Stunden Uberstieg. Es kann daher angenommen werden,
dass der Verlust der Hamgruppe an der sGC erst nach einer gewissen Inkubationszeit
mit einem Oxidanz stattfindet oder nachdem die sGC eine bestimmte Zeit im oxidierten
Zustand war. Aufgrund der hier dargestellten sGC-Aktivitdtsmessungen kann jedoch
erwartet werden, dass schon zu friheren Zeitpunkten hamfreie sGC vorliegt.
Mdoglicherweise ist die Fluoreszenzdequenching-Methode unter den hier
angewendeten Bedingungen nicht sensitiv genug, um diese geringen Verédnderungen
sichtbar zu machen. Weitere Anpassungen der Versuchsbedingungen sollten langere
Messungen nach langeren Inkubationszeiten mit gro3erer Sensitivitdt der Methode
mdglich machen. Die Fluoreszenzdequenching-Methode konnte so zur weiter-
fihrenden Untersuchung des Ubergangs von oxidierter zu hamfreier sGC verwendet

werden.

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass es mdglich ist, den Hamgehalt
der sGC in lebenden Zellen direkt nachzuweisen. Die Fluoreszenzintensitat FIAsH-
gelabelter sGC konnte nach Zugabe des sGC-Inhibitors NS 2028 und der ROS-
induzierenden Substanz Rotenon in transient transfizierten CHO-Zellen gemessen
werden. Im Vergleich zur Kontrolle fihrten beide Substanzen zu einem Anstieg der
Fluoreszenzintensitat. Dies konnte weder in der mit ReAsH-gelabelten Negativkontrolle
noch bei hamfreier sGC beobachtet werden. Die direkten Fluoreszenzmessungen
wurden mit sGC-Aktivitdtsmessungen und Untersuchungen der sGC-Stabilitat, als
weiterer Marker fir den Hamverlust, belegt. Zusammenfassend ist die hier vorgestellte
Fluoreszenzdequenching-Methode der erste experimentelle Ansatz zur direkten
Detektion von hamfreier sGC in lebenden Zellen. Mit Hilfe der Fluoreszenz-

dequenching-Methode koénnte es in Zukunft méglich sein, neue Einblicke in die
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Redoxregulation der sGC unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingun-

gen zu erlangen.

4.3 “C-BAY 58-2667-Ganzkdrper-Autoradiographie zum indirekten in vivo-

Nachweis der hamfreien sGC

Zusatzlich zu der oben beschriebenen Fluoreszenzdequenching-Methode, die es
ermdglicht die hAmfreie sGC in einzelnen lebenden Zellen nachzuweisen, sollte mit der
Ganzkoérper-Autoradiographie versucht werden die hamfreie sGC indirekt in vivo
nachzuweisen. Mittels Ganzkorper-Autoradiographien kann die Verteilung einer
Substanz durch Radioaktivitat im Korper sichtbar gemacht werden. In einer ersten
Studie wurden gesunde Ratten benutzt, die mit ODQ vorbehandelt wurden, um die
sGC in den Zellen der Tiere zu oxidieren und dadurch den Verlust des Hams an der
sGC zu induzieren. In vivo konnte nachgewiesen werden, dass BAY 58-2667 den
mittleren arteriellen Blutdruck in ODQ-vorbehandelten Ratten starker senkt als in nicht
vorbehandelten Kontrolltieren (Stasch et al.,, 2006). Da BAY 58-2667 selektiv die
hamfreie sGC aktiviert, weisen diese Befunde daraufhin, dass eine Behandlung mit
ODQ auch in vivo zum Verlust der Hamgruppe an der sGC fuhrt. Mit Hilfe von ODQ
konnte hier getestet werden, ob die Verschiebung des Redoxgleichgewichtes der sGC
hin zur hamfreien Form in der Ganzkoérper-Autoradiographie sichtbar gemacht werden
kann. Mit der Ganzkorper-Autoradiographie konnte in dieser Studie ausschlief3lich
Radioaktivitdit nachgewiesen werden, die von 14C-BAY 58-2667, seinen radioaktiven
Metaboliten oder der proteingebundenen Fraktion ausgehen kann. Es kann jedoch
angenommen werden, dass der Anteil an Metaboliten und proteingebundenem
14C-BAY 58-2667 bei allen Tieren gleich ist. Da BAY 58-2667 selektiv an die hamfreie
sGC bindet (Stasch et al., 2006; Roy et al., 2008), sollte in Ganzkdrper-
Autoradiographien mit '*C-BAY 58-2667 (berall dort, wo im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolltieren mehr angereicherte Radioaktivitat nachzuweisen ist, auch
mehr h&mfreie sGC vorliegen. Im Vergleich zu nicht vorbehandelten Tieren reicherte
sich in den Organen der mit ODQ vorbehandelten Tiere deutlich mehr Radioaktivitat an.
15 min nach i.v. Gabe von 100 ug/kg *C-BAY 58-2667 konnte eine 3,6-fach héhere
Radioaktivitat im Nierenkortex und eine 2,7-fach héhere Radioaktivitat in der Lunge
des mit ODQ-behandelten Tieres im Vergleich zum nicht vorbehandelten Tier
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind ein Hinweis dafiir, dass mit der
Ganzkorper-Autoradiographie die hamfreie sGC nach ODQ-Behandlung indirekt mit

Hilfe von *C-BAY 58-2667 nachgewiesen werden kann.
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In einer zweiten Studie sollte in einem Tiermodell fir Bluthochdruck
untersucht werden, ob die Ganzkorper-Autoradiographie auch dazu genutzt werden
kann, die hdmfreie sGC unter pathologischen Bedingungen indirekt nachzuweisen. In
dieser Studie wurden salzsensitive Dahl/ss Ratten verwendet. Durch eine Diat mit 8 %
NaCl entwickeln diese Tiere Bluthochdruck, der mit oxidativem Stress assoziiert ist
(Meng et al., 2003). Dieser pathogene Risikofaktor zeichnet sich durch erhdhte ROS-
Spiegel aus, und schéadigt den NO/sGC/cGMP-Signalweg unter anderem durch eine
Verminderung der verfiigbaren NO Spiegel, da NO mit dem ROS O, zu dem starken
Oxidanz Peroxynitrit reagiert (Mclntyre et al., 1999). Peroxynitrit kann die Hamgruppe
der sGC oxidieren, was letztlich zum Verlust der Hamgruppe an der sGC fihrt
(Evgenov et al., 2006; Schmidt et al., 2009). An normotensiven und hypertensiven
Dahl/ss Ratten sollte untersucht werden, ob aufgrund des hohen oxidativen Stresses
groRere Mengen hamfreier sGC in den hypertensiven Tieren im Vergleich zu den

normotensiven Tieren nachweisbar sind.

Der Vergleich der Ganzkorper-Autoradiographien der normotensiven und der
hypertensiven Tieren zeigt, dass sich in den Organen der kranken Tiere deutlich mehr
Radioaktivitat anreicherte. Diese Abbildungen kénnen somit als bildliche Unterstiitzung
der Hypothese dienen, dass der mit einer experimentellen Hypertonie assoziierte
oxidative Stress mit einem erhdhten Anteil hamfreier sGC einhergeht. Der Vergleich
der mit ODQ vorbehandelten Tiere zeigt so gut wie keinen Unterschied. Nach ODQ-
Behandlung ist in beiden Tieren somit ein gleichgroRer Pool an hamfreier sGC
vorhanden. Auch wenn die hier vorgestellte Studie lediglich als Pilotstudie mit nur sehr
wenigen Tieren durchgefuhrt wurde, konnte mit der Ganzkdrper-Autoradiographie eine
Methode gefunden werden, die hamfreie sGC in vivo indirekt sichtbar macht. Zur
weiteren Validierung sind Untersuchungen mit gré3eren Tierzahlen notwendig. Durch
den einzigartigen Bindungsmechanismus von BAY 58-2667 an die hamfreie sGC war
es hier jedoch zum ersten Mal mdglich die Verschiebung des Redoxgleichgewichtes

zur hamfreien sGC hin in einem Krankheitsmodell bildlich darzustellen.

4.4 Langzeitaktivierung der hamfreien sGC in hypertensiven Ratten

Die Ergebnisse der Ganzkorper-Autoradiographie wiesen daraufhin, dass im Vergleich
zu normotensiven Tieren in hypertonen Dahl/ss Ratten mehr hamfreie sGC vorhanden
ist. Damit liefern die Dahl/ss Ratten ein geeignetes Modell zur Untersuchung der
therapeutischen Wirkung einer Langzeitaktivierung hamfreier sGC durch BAY 58-2667.

Dazu wurde eine Langzeitstudie Gber 21 Wochen mit NaCl-belasteten Dahl/ss Ratten
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durchgefiuhrt, die zusatzlich BAY 58-2667 oder Placebo erhielten. Unter der erhéhten
Salzzufuhr werden Dahl/ss Ratten hyperton und zeigen mit dem Bluthochdruck
assoziierte Nierenschadigungen (Stasch et al., 1997). Oxidativer Stress ist an der
Entwicklung von Bluthochdruck und den einhergehenden Nierenschadigungen beteiligt
(Meng et al., 2003, Taylor et al., 2006). Unterstutzt wurden diese Befunde auch von
Simchon et al. (1996), die eine verminderte NO-Sensitivitat der sGC in Nieren von
salzbelasteten Dahl/ss Ratten nachwiesen, moglicherweise als Folge eines erhdhten

Anteils an hamfreier sGC im Vergleich zu den entsprechenden gesunden Tieren.

Durch die orale Behandlung mit BAY 58-2667 wurde der in der
Placebogruppe beobachtete Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz signifikant
vermindert. Auch in anderen experimentellen Tiermodellen wurde eine Senkung des
Blutdrucks durch chronische orale Gabe von BAY 58-2667 beobachtet (Stasch et al.,
2002c; Kalk et al., 2006; Dumitrascu et al., 2006; Boerrigter et al., 2007). Besonders
deutlich zeigte sich der therapeutische Effekt der BAY 58-2667-Behandlung in der
Mortalitatsrate, die in der behandelten Gruppe im Vergleich zu der Placebogruppe

signifikant gesenkt war.

Einen Hinweis auf eine Volumenentlastung des Herzens liefern die
verminderten ANP-Plasmaspiegel in der BAY 58-2667-Gruppe. Eine Behandlung mit
BAY 58-2667 fuhrte in Hunden mit experimenteller Herzinsuffizienz und im 5/6-
Nephrektomie-Modell flr chronisches Nierenversagen ebenfalls zu einer Senkung der
natriuretischen Peptide (Kalk et al., 2006; Boerrigter et al., 2007). Eine Verbesserung
der Nierenfunktion zeigte sich durch geringere Harnséurekonzentrationen im Plasma
und geringere Proteinkonzentrationen im Urin der BAY 58-2667-behandelten Tiere im

Vergleich zu den Placebotieren.

BAY 58-2667 hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Plasmaspiegel von
AST, AP, LDH, GLDH und CK. In der BAY 58-2667-Gruppe war die ALT im Vergleich
zur Placebogruppe jedoch vermindert, was ein Indiz flir eine Verbesserung der
Leberfunktion durch BAY 58-2667 sein kénnte. Dieser Befund ist nicht ganz
Uberraschend, da ein strukturell &hnlicher sGC-Aktivator (BAY 60-2770) in
verschiedenen experimentellen Modellen fir Leberfiborose eine hervorragende

therapeutische Wirkung zeigte (Knorr et al., 2008).

Antifibrotische und antiinflammatorische Effekte der BAY 58-2667-

Langzeitbehandlung wurden mit Hilfe von Biomarkern gezeigt. Fur die Untersuchungen
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der relativen Genexpression wurden zusatzlich Organe von nicht salzbelasteten
Kontrolltieren analysiert. Die relative Expression dieser Biomarker machte deutlich,
dass fibrotische und entziindliche Prozesse in Herz und Niere durch die Behandlung
mit BAY 58-2667 verhindert oder, im Vergleich zur Placebogruppe, zumindest deutlich
vermindert wurden. So war die relative Expression aller gemessenen Marker in der
Placebogruppe héher als in unbehandelten Kontrolltieren und in der BAY 58-2667-
Gruppe war die Expression der profibrotischen und proinflammatorischen Marker
niedriger als in der Placebogruppe. Die extrazellulare Matrix ist eine dynamische
Superstruktur aus Makromolekilen wie Fibronektin oder Kollagenen und ihre
Zusammensetzung ist bei fibrotischen Prozessen verandert (Border und Noble, 1994).
Tenascin-C ist ein extrazellulares Matrixglykoprotein, das wahrend Remodelling- oder
Entzindungsprozessen hochreguliert wird (Hsia und Schwarzbauer, 2005). Die
Expression von Osteopontin  wird durch erhdhten mechanischen Stress bei
Druckbelastung oder Myokardfibrose gesteigert (Okamoto, 2007; Rosenberg et al.,
2008). In einer klinischen Studie konnte zudem nachgewiesen werden, dass
Plasmaspiegel von Osteopontin nicht nur in Patienten mit Herzinsuffizienz erhéht sind,
sondern auch mit dem Schweregrad der Krankheit und dem Todesrisiko korrelieren
(Rosenberg et al.,, 2008). KIM-1 ist unter physiologischen Bedingungen nicht
nachzuweisen, aber aufgrund von ischdmischen oder toxischen Schadigungen der
Niere steigen seine Expressionslevel massiv an (Han et al., 2008). MCP-1 ist an
entziindlichen Prozessen oder der Bildung von arteriosklerotischen Plaques beteiligt
(Niu und Kolattukudy, 2009). In den Nieren der BAY 58-2667-behandelten Tiere war
die relative Expression von Kollagenlal, MCP-1, Fibronektin-1, Tenascin-C und KIM-1
nicht hoher als in den Nieren der normotensiven Kontrolltiere. In einem Modell fur
chronische Glomerulonephritis, die mit starker Fibrose einhergeht, konnten Wang et al.
(2006) zeigen, dass durch eine Behandlung mit dem sGC-Stimulator BAY 41-2272 die
Expression von profibrotischen Markern wie Fibronektin gesenkt wurde. AuRerdem
wurde in einer anderen Arbeit in demselben Tiermodel mittels immunhistochemischer
Farbungen gezeigt, dass BAY 41-2272 die Akkumulation der extrazellularen Matrix
verhindert (Hohenstein et al., 2005). Diese und die Ergebnisse dieser Arbeit weisen
daraufhin, dass in verschiedenen experimentellen Modellen durch eine NO-
unabhangige sGC-Aktivierung eine protektive Wirkung auf fibrotische Prozesse erzielt

werden kann.

In der hier beschriebenen Studie wurden am Studienende &hnliche
Plasmakonzentrationen gemessen wie in einer Studie am 5/6-Nephrektomie-Modell. In
dieser Studie verhinderte BAY 58-2667 die Entwicklung des Blutdruckanstiegs und
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einer Linksherzhypertrophie und zeigte einen protektiven Einfluss auf die

Nierenfunktion und Nierenmorphologie (Kalk et al., 2006).

Die Ergebnisse der Langzeitstudie mit BAY 58-2667 zeigen deutlich die
protektive Wirkung einer Langzeitaktivierung der hamfreien sGC. Diese spiegelte sich
nicht nur in einer verbesserten Herz- und Nierenfunktion und einem verminderten
Blutdruckanstieg wider, sondern auch in der verminderten relativen Expression
profibrotischer und proinflammatorischer Biomarker und insbesondere in einer

verbesserten Uberlebensrate der behandelten Tiere.
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5. Zusammenfassung

Das heterodimere o/p-Hamprotein l6sliche Guanylatcyclase (sGC) ist der physiolo-
gische Rezeptor fur den endogenen, gasformigen Botenstoff Stickstoffmonoxid (NO).
Die prosthetische Hamgruppe ist Uber das Hambindungsmotiv Y135-x-S137-x-R139
sowie den axialen Liganden H105 nicht-kovalent an die pB;-Untereinheit gebunden. Die
Bindung von NO an das Fe?* der Hamgruppe fiihrt zu einer bis zu 200-fachen
Steigerung der Umsetzung von Guanosintriphosphat (GTP) zu dem ,second
messenger” cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP). cGMP aktiviert verschiedene
Effektorsysteme und zeigt im Herz-Kreislauf-System verschiedene protektive
Wirkungen, wie eine Vasodilatation oder Inhibition der Thrombozytenaggregation. Die
Dysfunktion des NO/sGC/cGMP-Signalweges ist mit der Entstehung und Entwicklung
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen, wie zum Beispiel Herzinsuffizienz,

Atherosklerose oder Hypertonie, assoziiert.

Die prosthetische Hamgruppe spielt eine Schllsselrolle bei der Aktivierung
und Stabilisierung der sGC. Durch eine Oxidation der Hamgruppe wird die sGC
gegenuber NO insensitiv. Oxidativer Stress ist mit verschiedenen kardiovaskularen
Erkrankungen assoziiert und durch eine vermehrte Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), wie O,, charakterisiert. ROS greifen stérend in den
NO/sGC/cGMP-Signalweg ein, indem sie die Bioverfligbarkeit von NO herabsetzen
und das Fe* der sGC-Hamgruppe oxidieren. Durch diese Oxidation wird die Bindung
der Hamgruppe an die sGC deutlich herabgesetzt, was letztendlich zum Verlust der
Hamgruppe an der sGC fiihrt. Die sGC unterliegt einer Redoxregulation und kann als
native reduzierte Fe?*-Form, oxidierte Fe**-Form oder als hamfreie Form vorliegen.
Letztere wird ubiquitiniert und proteasomal abgebaut. In den letzten Jahren wurden die
NO-unabhangigen und hamabhéngigen sGC-Stimulatoren und die NO- und h&m-
unabhéngigen sGC-Aktivatoren identifiziert, die auch zur indirekten Unterscheidung
von hamhaltiger und hamfreier sGC eingesetzt werden kdnnen. sGC-Stimulatoren, wie
BAY 41-2272, stimulieren selektiv die reduzierte hamhaltige sGC, wahrend sGC-
Aktivatoren, wie BAY 58-2667, selektiv die hamfreie sGC aktivieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht welche strukturellen
Voraussetzungen zur Aktivierung und Stabilisierung der sGC unter hamoxidierenden
Bedingungen fohren und ob diese Schutzfunktion eine Eigenschaft aller

hamunabhéangigen sGC-Aktivatoren ist. Dazu wurden die strukturell unterschiedlichen
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sGC-Aktivatoren BAY 58-2667 und HMR1766 eingesetzt. Die Untersuchungen wurden
sowohl mit WT-sGC und hamfreie sGC Uberexprimierenden CHO-Zellen, den
sogenannten cGMP-Reporterzellen, als auch mit primaren Endothelzellen durchgefiihrt.
In beiden Zellsystemen schiitzten die Porphyrinanaloga BAY 58-2667 und Zn-PPIX die
sGC vor Oxidation-induziertem Abbau. BAY 41-2272, welches als sGC-Stimulator nicht
in der Hamtasche bindet, wies diese Eigenschaft nicht auf. HMR1766 verhinderte den
Oxidation-induzierten Abbau nicht, obwohl HMR1766 wie BAY 58-2667 mit der
Hambindungstasche interagiert und die sGC unter hamoxidierenden Bedingungen
aktivierte. Untersuchungen mit der hamfreien Doppelmutante B;Y135A/R139A-sGC
zeigten, dass HMR1776 nicht wie BAY 58-2667 Uber diese Aminosauren mit der
Hamtasche interagiert. Durch die hochaffine Interaktion mit den Hamanker-
aminosauren Y135 und R139 und die Fahigkeit die raumliche Struktur des Hams
nachzuahmen schiitzen BAY 58-2667 und Zn-PPIX die hamfreie sGC vor Oxidation-
induziertem Abbau, im Gegensatz zu HMR, das strukturell nicht der Klasse der
Porphyrinanaloga zuzurechnen ist. Damit ist BAY 58-2667 nach heutigem Wissen der
erste pharmakologische Ligand der sein Zielprotein nicht nur aktiviert sondern

aullerdem stabilisiert.

Neuere Untersuchungen weisen daraufhin, dass die hamfreie Form der sGC
unter physiologischen Bedingungen existiert und dass ihr Anteil unter verschiedenen
pathophysiologischen Zustdnden ansteigt. Bisher konnte hamfreie sGC nur indirekt
mittels einer Aktivierung durch sGC-Aktivatoren nachgewiesen werden, eine Methode
zum direkten Nachweis der hamfreien sGC in lebenden Zellen existierte nicht. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte eine solche, auf Fluoreszenzdequenching basierende,
Methode etabliert werden, die auf der spektralen Interaktion eines Fluorophors mit der
prosthetischen Hamgruppe beruht. Dazu wurde der Fluoreszenzfarbstoff FIAsSH benutzt,
dessen Emissionsspektrum mit dem Apsorptionsspektrum des Hams Uberlappt. Auf
diese Weise kann Energie von FIAsH auf die Hamgruppe lbertragen werden, wodurch
die Fluoreszenz von FIAsH unter nativen Bedingungen durch das Ham gequencht
wurde. Der Verlust der Hamgruppe an der sGC als Folge einer Oxidation fuhrte zu
verstarkter Fluoreszenz. Dieses Ergebnis wurde durch eine verminderte NO-induzierte
und verstarkte BAY 58-2667-induzierte sGC-Aktivierung untertiitzt. Ein weiteres Indiz
fur den durch Fluoreszenzdequenching nachgewiesenen Hamverlust waren
verminderte sGC Proteinlevel nach Inkubation mit den Hadmoxidantien. Sowohl durch
die Verwendung der hamfreien sGC-Mutante B;Y135A/R139A als auch mittels des
Fluoreszenzfarbstoffes ReAsH, der nicht durch das Ham gequencht wurde, konnte

bestétigt werden, dass die Fluoreszenz von FIAsH aufgrund des Hamverlustes anstieg.
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Somit ist Fluoreszenzdequenching die erste Methode, mit der Verdnderungen des
Hamgehaltes unter oxidativen Stressbedingungen in einem zellularen System verfolgt
werden konnen. Sie kdnnte dazu beitragen, die Redoxregulation der sGC naher zu
untersuchen und deren Relevanz unter physiologischen und pathologischen

Bedingungen besser zu verstehen.

Ganzkorper-Autoradiographien  mit  radioaktiv-markiertem BAY 58-2667
wurden durchgefuhrt, um die hamfreie sGC indirekt mit einem bildgebenden Verfahren
in vivo nachzuweisen. Die Ganzkdrper-Autoradiographie ermoglicht es, die Verteilung
einer Substanz im ganzen Koérper eines Tieres darzustellen. Da BAY 58-2667 selektiv
an die hamfreie sGC bindet, sollte in einer Ganzkorper-Autoradiographie mit
14C-BAY 58-2667 liberall dort, wo im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren mehr
Radioaktivitdt nachzuweisen ist, auch hamfreie sGC vorliegen. In Organen von Ratten,
die mit dem sGC-Oxidanz ODQ vorbehandelt wurden, konnte deutlich mehr
Radioaktivitat nachgewiesen werden als in unbehandelten Kontrolltieren. Uber die
Verteilung von C-BAY 58-2667 konnte in einer zweiten Studie an hypertensiven

Ratten indirekt mehr hamfreie sGC nachgewiesen werden als in normotensiven Tieren.

In  einer Langzeitstudie wurde die therapeutische Wirkung einer
Langzeitaktivierung hamfreier sGC durch BAY 58-2667 untersucht. Hypertensive
Dahl/ss Ratten wurden tber 21 Wochen mit BAY 58-2667 behandelt. Im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolltieren war die Uberlebensrate der BAY 58-2667-behandelten
Ratten deutlich erhéht und der Blutdruckanstieg weitestgehend verhindert. Eine kardio-
renale Protektion unter Behandlung mit BAY 58-2667 zeigte sich in den
Plasmaparametern fir die Nierenfunktion und einer reduzierten Genexpression von
profibrotischen und proinflammatorischen Biomarkern. Die Ergebnisse dieser
Langzeitstudie zeigen deutlich eine therapeutische Wirkung durch eine
Langzeitaktivierung der hamfreien sGC durch BAY 58-2667.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen daflir, dass BAY 58-2667, durch seine
Eigenschaften die hamfreie sGC selektiv zu aktivieren und vor dem oxidativen Abbau
Zu schitzen, dazu beitragen konnte die zytoprotektiven Mechanismen des
NO/sGC/cGMP-Signalwegs unter pathologischen Bedingungen aufrechtzuerhalten.
BAY 58-2667 stellt somit eine innovative Therapieoption fur kardiovaskulare
Erkrankungen dar, dessen Potential in ersten klinischen Studien belegt werden konnte

und derzeit weiterhin pharmakologisch und klinisch untersucht wird.
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