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Einleitung

1 Einleitung

Stickstoffmonoxid (NO) fuhrt Uber Aktivierung seines endogenen Rezeptors, der l6slichen
Guanylatcyclase (sGC), zur Bildung des ,second messengers” cyclisches
Guanosinmonophosphat (cGMP), das Uber verschiedene Effektorsysteme letztendlich eine
Gefalierweiterung bewirkt (Murad, 2006). Fur die Charakterisierung von NO als eines der
bedeutendsten Signalmolekile des Herz-Kreislauf-Systems und die Aufklarung seines
Signaltransduktionsweges wurden Robert Furchgott, Louis Ignarro und Ferid Murad im Jahr
1998 mit dem Nobelpreis fir Medizin und Physiologie ausgezeichnet (Furchgott, 1999;
Ignarro, 1999; Murad, 1999).

Erkrankungen des kardiovaskularen Systems (z.B. systemischer und pulmonaler Hochdruck,
Herzinsuffizienz, Atherosklerose) gehen einher mit einer Beeintrachtigung des NO-sGC-
cGMP-Signalwegs (Evgenov et al., 2006; Moncada, 2006). Die Pathogenese dieser
Erkrankungen ist assoziiert mit einer verminderten Bioverfligbarkeit und einem reduzierten
Ansprechen auf endogen produziertes NO (Evgenov et al., 2006). Seit mehr als 150 Jahren
wird Nitroglycerin, ein organisches Nitrat, zur Therapie der Angina pectoris und der akuten
Herzinsuffizienz eingesetzt (Brunton, 1867). Erst in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts
wurde entdeckt, dass die Substanzklasse der organischen Nitrate im Korper nach
Bioaktivierung das Gas NO freisetzt (Katsuki, 1977; Ignarro, 2002). Wegen ihres
vorteilhaften hamodynamischen Profils zahlen die organischen Nitrate nach wie vor zu den
Standardtherapeutika zur Behandlung der Angina Pectoris. Die Wirkstoffklasse der
organischen Nitrate besitzt neben den vielfaltigen positiven Wirkungen auf das
kardiovaskulare System jedoch auch unerwiinschte Eigenschaften. Aufgrund einer schnellen
Toleranzentwicklung nach wiederholter Gabe sind diese nicht zur Dauertherapie einsetzbar
und die Einnahmebereitschaft ist bei Patienten aufgrund der haufigen Nebenwirkung des
Nitratkopfschmerzes vermindert. Auch konnte in klinischen Studien bisher noch nicht belegt
werden, dass sich eine Therapie der Angina pectoris mit organischen Nitraten positiv auf die
Uberlebensrate auswirkt (Warnholtz et al., 2002a, Thadani und Rodgers, 2006).
Substanzen, die den NO-Rezeptor, die sGC, direkt aktivieren und nur die therapeutisch
gewlnschten Wirkungen der organischen Nitrate aufweisen, konnten das Potential besitzen,
die seit 150 Jahren etablierte Therapie der Nitrate sinnvoll zu ergdnzen oder sogar zu
ersetzen. Durch Entdeckung von Stimulatoren der sGC, wie beispielsweise BAY 41-2272,
sowie Aktivatoren der sGC, wie BAY 58-2667, konnten erstmalig Wirkstoffklassen
identifiziert werden, die die sGC NO-unabhéngig aktivieren. Bislang verdffentlichte
praklinische Daten dieser Substanzklassen lassen vermuten, dass sGC-Stimulatoren und
sGC-Aktivatoren anderen Wirkstoffen, die den NO-sGC-cGMP-Signalweg modulieren,
Uberlegen sind (Evgenov et al., 2006; Boerrigter et al., 2007; Minzel et al., 2007).
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Einleitung

1.1 Historie

Die Entdeckung und Charakterisierung von cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP)
1958 durch Rall und Sutherland veranlasste die Suche nach weiteren cyclischen Nukleotiden
(Sutherland und Rall, 1969; Murad, 2006). cGMP wurde 1963 erstmals im Rattenurin und
sechs Jahre spater in fast allen Geweben nachgewiesen (Ashman et al., 1963; Goldberg et
al., 1969). In den darauf folgenden Jahren wurden die fiur die katalytische Umwandlung von
Guanosintriphosphat (GTP) zu cGMP verantwortlichen Enzyme, die Guanylatcylcasen
(GCs), identifiziert. Aufgrund der Lokalisation in der Zelle erfolgte eine Einteilung der GCs in
zwei Klassen: membranstandige (pGC) und ldsliche Guanylatcyclasen (sGC) (Hardman und
Sutherland, 1969; Ishikawa et al., 1969; Schultz et al., 1969; White und Aurbach, 1969).
Eine Aktivierung der sGC durch NO bzw. organische Nitrate wurde im Jahre 1977 gezeigt
(Arnold et al., 1977; Katsuki et al., 1977). Zu damaliger Zeit war jedoch noch kein
physiologischer Mechanismus bekannt durch den endogen das Atem- und Umweltgift NO
gebildet wird. 1980 beschrieb Furchgott den endothelialen relaxierenden Faktor (EDRF),
eine Substanz, die im Endothel der Blutgefal3e gebildet und freigesetzt wird und eine
Relaxation der Gefalle bewirkt (Furchgott und Zawadzki, 1980). Spater stellten Ignarro und
Furchgott die Hypothese auf, dass es sich bei EDRF um NO handele. Dies konnte im Jahre
1987 experimentell bestatigt werden (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987). Bereits
Anfang der 80er Jahre war die Produktion von Nitrat in aktivierten Makrophagen
nachgewiesen worden (Green et al.,, 1981; Wagner et al., 1983). Basierend auf diesen
Befunden wurde schlieBlich mit den NO-Synthasen (NOS) die letzte noch fehlende
Komponente des NO-sGC-cGMP-Signalweges identifiziert (Marletta, 1988; Hevel et al.,
1991). Mittlerweile sind vier Isoformen dieser NO-produzierenden Enzyme identifiziert
worden: neuronale NOS (nNOS, NOS I), welche die Neurotransmission nitrinerger Neurone
steuert; induzierbare NOS (INOS, NOS II), die die Immunantwort moduliert; endotheliale
NOS (eNOS, NOS IIl), welche verantwortlich fir die endothelabhdngige Relaxation ist, und
mitochondriale NOS (mtNOS), die die Biogenese der Mitochondrien beeinflusst (Ghafourifar
und Richter, 1997; Elfering et al., 2002; Nisoli et al., 2003).

1.2 Guanylatcyclasen

Die GCs gehoren wie die Adenylatcyclasen (AC) zur Familie der Nukleotidcyclasen, die die
Umwandlung ihres jeweiligen Substrates, ATP bzw. GTP, zum cyclisierten Nukleotid, cCAMP
bzw. cGMP, katalysieren (Tesmer und Sprang, 1998). Nukleotidcyclasen besitzen eine hoch
konservierte katalytische Domane, die sich aus zwei stark homologen bzw. identischen
Untereinheiten zusammensetzt (Tesmer et al., 1997; Denninger und Marletta, 1999). Die

katalytischen Doménen von GC und AC weisen eine so hohe Homologie auf, dass bereits
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ein Austausch von drei Aminosauren zu einer Veranderung der Substratspezifitat zwischen
ATP und GTP fuhrt (Sunahara et al.,, 1998). Da alle bisher beschriebenen katalytischen
Domanen der Nukleotidcyclasen in Kopf-Schwanz-Formation gegenlberliegende
Untereinheiten besitzen, wird ein gemeinsamer evolutionarer Ursprung vermutet. In der AC
liegen die beiden katalytischen Domanen in einer Untereinheit vor (C1 und C2). Dadurch
besitzt bereits das Monomer katalytische Aktivitdt, weshalb die AC auch als ,Pseudo-
Heterodimer” bezeichnet wird (Denninger und Marletta, 1999). Monomere der GC besitzen
jeweils nur eine der katalytischen Doméanen. Aus diesem Grund muss die GC zur Ausbildung
einer katalytischen Aktivitat immer als Heterodimer vorliegen (zur Ubersicht siehe Lucas et
al., 2000; Potter et al., 2006).

1.2.1 Membranstandige Guanylatcyclasen
Im Menschen sind bislang funf funktionell aktive pGCs identifiziert worden (Mehats et al.,

2002; Potter et al., 2006). Zwei der pGCs, GC-A und GC-B fungieren als Rezeptoren fir die
natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP. GC-A vermittelt als Rezeptor fur das atriale
(ANP) und B-Typ (BNP) natriuretische Peptid deren renale und vaskulare Wirkungen.
Wahrend GC-B durch das C-Typ (CNP) natriuretische Peptid aktiviert wird und das
Knochenwachstum reguliert. GC-C moduliert durch Bindung der intestinalen Proteine
Guanylin und Uroguanylin sowie von hitzestabilen Enterotoxinen den intestinalen Wasser-
und Elektrolyt-Transport. Neben einer Beteiligung an der Flissigkeitsregulation im Darm
wird auch eine antiproliferative Wirkung der GC-C auf das Darmepithel postuliert (Pitari et
al., 2003). GC-E und GC-F werden durch kleine Ca*-bindende Proteine moduliert und
beeinflussen den Sehprozess (Feil und Kemp-Harper, 2006; Potter et al., 2006). Die
Aktivierung unterschiedlicher Effektorsysteme verdeutlicht den komplexen Einfluss der pGC
auf verschiedene Signalkaskaden und damit auf vielfaltige physiologische Funktionen (zur
Ubersicht siehe Lucas et al., 2000; Feil und Kemp-Harper, 2006).

Die pGCs bestehen aus einer maRig konservierten extrazellularen N-terminalen Domaéne,
die als Ligandenbindungsstelle fungiert. Dieser folgt eine transmembranare Doméne, welche
aus einer einzelnen hydrophoben a-Helix besteht und verantwortlich fur die Verankerung
des Rezeptors in der Membran ist. Auf diese folgt auf cytoplasmatischer Seite eine ungeféahr
250 Aminoséauren lange Kinase-Homologie-Doméne (KHD). Wahrscheinlich moduliert die
KHD die Aktivitat der pGC, da die pGC in dieser Region durch andere Kinasen
phosphoryliert wird (Lucas et al., 2000). Hinter der KHD folgt eine kurze Sequenz, die so
genannte ,Hinge-Region“. Diese Sequenz, welche die Struktur einer amphiphatischen a-
Helix besitzt, scheint an der Dimerisierung der pGC beteiligt zu sein (Wilson und Chinkers,
1995). Ihr folgt am C-Terminus des Proteins die katalytische Doméne, in welcher in einer
Ein-Schritt-Austauschreaktion die Cyclisierung von GTP zu cGMP erfolgt. Die pGC besitzen

sowohl als Homodimer als auch als Oligomer katalytische Aktivitat. Die katalytische
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Konversion von cGMP durch die pGC wird durch Nukleotide, Pyrophosphate, Calcium (Ca**)
und assoziierte Proteine beeinflusst. Neben der Synthese des ,second messengers* cGMP

sind pGC, in Analogie zu den AC, auch in der Lage G-Proteine zu modulieren.

1.2.2 Losliche Guanylatcyclasen
Es wurden bislang vier verschiedene Gene fir die sGC identifiziert (a4, a,, B1, B.), deren

Molekulargewichte je nach Spezies und Isoform fir die groReren a-Untereinheiten zwischen
73 kDa und 82 kDa und fur die B-Untereinheiten zwischen 70 bis 76 kDa liegen (zur
Ubersicht siehe: Hobbs, 2000; Friebe et al., 2003). Die sGC fungiert als endogener Rezeptor
fur NO sowie fur Kohlenstoffmonoxid (CO) (Murad, 2006). Auf Proteinebene wurden bisher
funktionelle a4/fB; und a,/p; Heterodimere nachgewiesen (Russwurm et al., 1998; Harteneck
et al., 1999). Zur Formation eines katalytisch aktiven Heterodimers, bestehend aus a- und (3-
Untereinheit, ist eine Coexpression beider Untereinheiten zwingend erforderlich (Harteneck
et al., 1990; Honicka et al., 1999). Die ubiquitar vorkommende a,/B:-sGC, an welcher die
meisten enzymologischen Untersuchungen durchgefiihrt wurden, wird vor allem in der
Lunge, im Gehirn und in Thrombozyten stark exprimiert, wahrend die a,/p3;-sGC vorwiegend
im Gehirn und in der Plazenta gebildet wird (zur Ubersicht siehe Denninger und Marletta,
1999; Mergia et al, 2003). Es wurde gezeigt, dass die a,-Untereinheit, die eine
Konsensussequenz fiir eine Interaktion mit PDZ-Doménen besitzt, Uber diese Sequenz an
synaptischen Membranen an einem Komplex aus nNOS, NMDA-Kanal und
»postsynaptischen density protein“ (PSD-95) bindet. Daher wird eine Beteiligung der o,/3;-
sGC an der Steuerung der synaptischen Ubertragung im Gehirn vermutet (Russwurm et al.,
2001). Eine Assoziation der a,/B1-sGC an die Zellmembran wurde in Abhangigkeit des
Aktivierungszustandes sowie der zellularen Ca**-Konzentration beschrieben (Zabel et al.,
2002; Agullo et al., 2005).

Die Untereinheiten der sGC gliedern sich in eine N-terminale Démane, einer sich daran
anschlielenden PAS-ahnlichen Doméne, einer darauf folgenden a-Helix und einer
C-terminalen katalytischen Cyclasedoméane (zur Ubersicht siehe Hobbs, 2000; Lucas et al.,
2000; Cary et al., 2006). Die katalytische Domane weist eine hohe Homologie zu den
entsprechenden Doméanen der pGC und AC auf, welches einen gemeinsamen evolutiondren
Ursprung der pGC und AC andeutet. Aufgrund von Mutagenesestudien und
Koprazipitationsuntersuchungen wird vermutet, dass die PAS-&hnliche Doméane und die a-
Helix an der Dimerisierung der Untereinheiten beteiligt sind (Zhao und Marletta, 1997; Zhou
et al., 2004; Shiga und Suzuki, 2004; Wagner et al., 2005; Cary et al., 2006). Die ungefahr
200 Aminoséuren lange N-terminale Domé&ne der B-Untereinheit bildet die konservierte
Hambindungsdoméne (lyer et al., 2003; Nioche et al., 2004, Pellicena et al., 2004; Karow et

al.,, 2005). Die an dieser Domane koordinierte prosthetische Hamgruppe ist fur die
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Aktivierung des Enzyms durch NO verantwortlich. Sie weist eine charakteristische Bande bei
431 nm im UV/Vis-Spektrum (Soret-Bande) auf, die sich durch Bindung von NO zu 389 nm
verschiebt. Verschiedene spektroskopische Untersuchungen demonstrierten, dass das
zentrale Eisenatom der Hamgruppe uber Histidings an der [3;-Untereinheit komplexiert ist
(Wedel et al.,, 1994). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Carboxylgruppen der
Hamgruppe fur die Bindung dieser an die sGC essentiell sind (Ignarro et al., 1984).
Basierend auf der Beobachtung postulierte Ignarro, dass die Ham-Carboxylgruppen mit
positiv geladenen Gruppen der sGC eine lonenbindung eingehen und hierdurch zur Bindung
der Hamgruppe beitragen (Ignarro et al., 1984). Kirzlich konnte durch Mutationsstudien
nachgewiesen werden, dass es sich bei den postulierten Ham-Ankeraminosauren um Tyr;ss
und Argize der (;-Untereinheit handelt (Schmidt et al., 2004). Hiermit konnte erstmals
dokumentiert werden, dass die prosthetische Hamgruppe zusatzlich zu dem axialen
Liganden His;gs Uber die Aminosauren Tyriss und Argizs an der Hambindungsdomane
koordiniert ist (Wedel et al., 1994; Schmidt et al., 2004). Spektroskopische Untersuchungen
und Kristallisationsstudien der zur sGC-Sequenz homologen Hambindungsdoméne des
Bakteriums Thermoanaerobacter tencongensis sowie Kristallisationsstudien des sGC-
homologen Bakteriums Nostoc bestatigten dieses Ergebnis (Karow et al., 2004; Nioche et
al., 2004; Pellicena et al., 2004; Ma et al., 2007).

1.2.3 Atypische Guanylatcyclasen
Die in Saugetieren ubiquitar exprimierte a,/3;-sGC wird durch NO ungefahr maximal 200-

fach aktiviert und muss ein Heterodimer ausbilden, um katalytisch aktiv zu sein. Kurzlich
wurden jedoch sGC-Isoformen entdeckt, die nur in geringem Mafl3e bzw. gar nicht durch NO
aktiviert werden konnen. Auch werden die sGC-Isoformen nicht durch die NO-
unabhangigen, aber Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren YC-1 und BAY 41-2272 stimuliert
(Morton et al., 2005). Diese sGC-Isoformen besitzen teilweise als Homodimere katalytische
Aktivitat. Im Gegensatz zur a,/B,-sGC, die keinen Sauerstoff (O,) bindet, wird die Aktivitat
einiger dieser sGC-Isoformen durch O, reguliert (Gray et al., 2004; Morton, 2004). Zu der
Klasse der als atypischen Guanylatcyclasen bezeichneten sGC-Isoformen z&hlen die in
Wirbeltieren vorkommende [,-sGC sowie verschiedene sGC-Isoformen der wirbellosen
Spezies Manduca sexta, Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster. Die im
Menschen vorwiegend in Leber und Niere exprimierte atypische Guanylatcyclase (3,-sGC ist
bis heute noch nicht vollstandig charakterisiert und deren physiologische Bedeutung
ebenfalls noch weitgehend unbekannt. Die B,-sGC besitzt eine der (3;-sGC vergleichbare
Hamdomane sowie der a./B1-sGC vergleichbare NO-Bindungseigenschaften, jedoch
aktiviert NO die B,-Untereinheit nur maximal 4-fach (Koglin et al., 2001; Karow et al., 2005).

Phylogenetische Recherchen lassen erkennen, dass die in Saugetieren exprimierte 3,-sGC
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einen hoheren Verwandtschaftsgrad zu den atypischen sGC-lsoformen in wirbellosen
Spezies aufweist als zu den ebenfalls in S&ugetieren exprimierten ,typischen* a;-, a,- und
B:-sGC-Isoformen (Fitzpatrick et al., 2006). Es wird postuliert, dass die 3,-sGC vorwiegend
in homodimerischer Form funktionell aktiv ist, wie es auch fur die atypischen sGC [(3; der M.
sexta und Gyc-88E der D. melanogaster gezeigt wurde (Nighorn et al., 1999; Koglin et al.
2001; Langlais et al., 2004; Poulos, 2006).

1.3 Stimulatoren, Aktivatoren und Inhibitoren der s GC

1.3.1 Stickstoffmonoxid
NO wird endogen bei der von NOS (nNOS, iINOS, eNOS, mtNOS) katalysierten Konversion

von L-Arginin zu Citrullin freigesetzt (Mayer und Andrew, 1998; Murad, 2006). Als Gas
diffundiert NO durch Membranen und kann daher sowohl autokrin als auch parakrin wirken.
NO aktiviert seinen endogenen Rezeptor, die sGC, durch Bindung an dessen prosthetische
Hamgruppe (Humbert et al., 1990; Stone und Marletta, 1996; Honicka et al., 1999). Der
genaue Mechanismus der sGC-Aktivierung durch NO ist bis heute noch nicht vollstandig
aufgeklart und Gegenstand aktueller Diskussionen (Ignarro, 2002). Hauptvorrausetzung der
sGC-Aktivierung durch NO ist, dass die Hamgruppe in reduzierter Form vorliegt. Die
Entfernung des Hams oder die Oxidation des zentralen Eisenatoms der Hamgruppe fuhrt zu
einer sGC-Form, die sich durch NO nahezu nicht mehr aktivieren lasst (Ignarro et al., 1986;
Forster et al.,, 1996). Das zentrale Eisenatom der Hamgruppe bildet durch Koordination an
die vier Stickstoffatome des Hams und an den axialen Liganden Hisips einen funffach
koordinierten Histidyl-H&am-Komplex aus. Bindung von NO an diesen Komplex fuhrt zur
Bildung eines sechsfach koordinierten Histidin-Ham-NO-Intermediats, welches rasch in
einen flunffach koordinierten NO-Ha&m-Komplex zerfallt. Die LOsung der Eisen-Histidin-
Bindung resultiert in einer maximal 200-fachen Aktivierung der sGC (Ignarro et al., 1982b).
Spektroskopisch ist der Ubergang von einem fiinffach koordinierten Histidyl-Ham-Komplex
zu einem funffach koordinierten Nitrosyl-Ham-Komplex durch eine Verschiebung der Soret
Bande im UV/Vis Spektrum von 431 nM zu 389 nM nachweisbar. Neuere Studien sprechen
jedoch daflir, dass dieses einfache binare Aktivierungsmodell den Prozess der sGC-
Aktivierung durch NO nur unzureichend beschreibt. Es wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen gezeigt, dass die Geschwindigkeit, mit der sich das sechsfach koordinierte
Histidin-H&m-NO-Intermediat in den funffach koordinierten aktivierten Nitrosyl-Ham-Komplex
umwandelt, von der Konzentration an freiem NO abhangig ist (Zhao et al., 1999; Ballou et
al., 2002; Bellamy et al., 2002). In spektroskopischen Untersuchungen wurde die Existenz
eines sechsfach koordinierten Histidin-Ham-NO-Intermediats der sGC bestétigt (Russwurm
und Koesling, 2004; Cary et al., 2005). Die nahezu inaktive NO-haltige-sGC wurde

vorwiegend in Gegenwart von niedrigen NO-Konzentrationen gebildet. Zugabe von NO, dem
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sGC-Substrat GTP oder den Katalyseprodukten cGMP und Pyrophosphat, tberflhrten die
inaktive NO-haltige-sGC in den vollstandig aktivierten Zustand (Russwurm und Koesling,
2004; Cary et al., 2005). Im Gegensatz hierzu unterbanden physiologische Konzentrationen
an ATP die Umwandlungsreaktion, was eine direkte Verbindung des NO-sGC-cGMP-
Sighalweges mit dem zellularen Energiestoffwechsel andeutet (Cary et al., 2005). Des
Weiteren konnten diese Befunde ein Hinweis auf eine zweite NO-Bindungsstelle an der sGC

sein.

1.3.2 Kohlenstoffmonoxid
CO wird endogen beim Abbau von Ham zu Biliverdin durch die Hamoxygenasen (HO-1,

HO-2, HO-3) freigesetzt (Ryter et al, 2002). Die CO-Bindungsstelle innerhalb der sGC ist,
wie flr NO, die prosthetische Hamgruppe. Bindung von CO an die sGC flhrt zur Ausbildung
eines sechsfach koordinierten Carbonyl-Ham-Komplexes und maximal zu einer ungefahr 5-
fachen Aktivierung der sGC (Friebe et al., 1996; Stone und Marletta, 1998; Honicka et al.,
1999; Denninger et al., 2000). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass in Anwesenheit von
sGC-Stimulatoren, wie YC-1, die Aktivierung der isolierten sGC durch CO der NO-
induzierten Aktivierung vergleichbar ist (Friebe et al., 1996; Honicka et al., 1999). Die
physiologische Bedeutung der CO-induzierten Aktivierung der sGC ist bis heute noch

weitgehend ungeklart (zur Ubersicht siehe: Kim et al., 2006).

1.3.3 Protoporphyrin IX
Protoporphyrin  IX (PPIX), die eisenfreie Vorstufe des Hams, imitiert den flnffach

koordinierten Nitrosyl-Ham-Komplex und fuhrt so zu einer Aktivierung der sGC (Ignharro et
al., 1984; Friebe et al., 1997; Friebe und Kosling, 1998). Experimentell wird bzw. wurde PPIX
dazu benutzt, die Rolle des zentralen Eisenatoms der Hamgruppe und die Bedeutung der
Eisen-Histidin-Bindung fir die sGC-Aktivierung zu untersuchen (Ignarro et al., 1982a;
Ignarro et al., 1984). Kuirzlich wurde publiziert, dass aus der Porphyrinvorstufe &-
Aminolavulinsaure intrazellular gebildetes PPIX eine Relaxation der Pulmonalarterie und
eine Aktivierung der sGC bewirkt (Mignone et al., 2006). Mit dieser Untersuchung wurde
erstmals die Bedeutung der Protoporphyrin vermittelten Aktivierung der sGC beschrieben,
die endogen insbesondere in Gewebe mit hoher Syntheseaktivitat, wie beispielsweise

Tumoren, auftreten kann (Perkins, 2006).

1.3.4 sGC-Stimulatoren
Im Jahre 1994 wurde bei der Bayer AG in Wuppertal mit der Suche nach Substanzen,

welche die cGMP-Synthese stimulieren, gestartet. Mittels Screening von ungeféahr 20.000
Substanzen wurden 5-substituierte-2-Furaldehyd-Hydrazon-Derivate entdeckt, welche die
sGC unabhéangig von NO stimulieren konnten. Interessanterweise zeigte sich bei dieser

Substanzklasse eine Erhéhung der Wirkung am isolierten Enzym und isolierten Gefafd durch
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Tageslichteinwirkung. Solch eine photosensibilisierte Enzymaktivierung war jedoch fir eine
weitergehende Entwicklung dieser Substanzklasse als Herz-Kreislauf-Pharmaka hinderlich.
Im gleichen Jahr wurde von Ko und Mitarbeitern mit YC-1 ein Indazolderivat beschrieben,
das die Thrombozytenaggregation uber eine Erhéhung der intrazellularen cGMP-Synthese
inhibiert (Ko et al., 1994). Weitergehende Charakterisierungen von YC-1, welches eine
deutliche strukturelle Ahnlichkeit zu der Bayer-Substanzklasse aufwies, lieRen erkennen,
dass mit dieser Substanz erstmals ein NO-unabhangiger, aber Ham-abhangiger Stimulator
der sGC identifiziert wurde (Wu et al., 1995; Friebe et al., 1996; Mlsch et al., 1997; Honicka
et al.,, 1999). Nachteilig war jedoch, dass YC-1 eine sehr geringe Wirkstarke aufwies und
unspezifisch Phosphodiesterasen (PDEs) inhibierte (Galle et al., 1999). Ausgehend von YC-
1 als Leitsubstanz wurde nach Substanzen gesucht, welche eine héhere Wirkstarke als YC-
1 besalRen und keine relevante Phosphodiesterase (PDE-) Hemmung aufwiesen. Dies fihrte
zur Identifizierung der Pyrazolopyridin-Derivate, BAY 41-2272 und BAY 41-8543, die die
sGC durch einen NO-unabhangigen, jedoch Ham-abhangigen Mechanismus stimulieren
(Stasch et al., 2001; Straub et al., 2001; Koglin et al., 2002; Stasch et al., 2002a; b; c; Straub
et al., 2002; Bischoff und Stasch, 2004). Diese beiden Substanzen bilden gemeinsam mit
den kirzlich publizierten, strukturell diversen Substanzen CMF-1571 und A-350619 die neue
Klasse der sGC-Stimulatoren (zur Ubersicht siehe Evgenov et al., 2006). Gemeinsame
Charakteristika dieser Substanzklasse sind eine NO-unabhangige und selektive Aktivierung
der h&mhaltigen sGC (Garthwaite et al., 1995; Foérster et al., 1996; Friebe et al., 1996;
Schrammel et al., 1996; Olesen et al., 1998; Honicka et al., 1999; Martin et al., 2001; Stasch
et al., 2001; Stasch et al., 2002a). Dariiber hinaus zeigen die sGC-Stimulatoren in
Kombination mit NO einen synergistischen Effekt auf die sGC-Aktivierung, welcher auf einer
Stabilisierung des Nitrosyl-Ham-Komplexes basiert (Schmidt et al., 2004). Des Weiteren
potenzieren sGC-Stimulatoren die durch CO-induzierte sGC-Aktivierung auf NO-
vergleichbare Aktivierungslevel (Friebe et al., 1996; Stone und Marletta, 1998). Die genaue
Bindungsstelle der sGC-Stimulatoren an der sGC ist bis heute Gegenstand der Diskussion
(Evgenov et al.,, 2006). Da sGC-Stimulatoren die spektroskopischen Eigenschaften der
Hamgruppe beeinflussen, wird einerseits vermutet, dass die sGC-Stimulator Bindungsstelle
in der Nahe der Hamgruppe lokalisiert ist. Andererseits wird postuliert, dass sGC-
Stimulatoren in Analogie zum AC-Aktivator Forskolin innerhalb der katalytischen Domane
binden (Tesmer et al., 1997; Mayer und Koesling, 2001; Poulos, 2006). Spektroskopische
Untersuchungen mit der isolierten Hambindungsdomane ([3,1-385) der sGC, welche keine
katalytische Domane besitzt, dokumentierten jedoch, dass die durch YC-1 induzierten
spektroskopischen Veranderungen noch vorhanden waren (Denninger et al., 2000). Auch
wurde in Mutationsstudien gezeigt, dass in N-terminal deletierten a;-sGC-Mutanten keine

YC-1 aktivierenden Eigenschaften vorhanden waren (Koglin und Behrends, 2003). Die
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Ergebnisse legen eine Bindungsstelle von YC-1 aul3erhalb der katalytischen Doméane nahe.
In Photoaffinitatsstudien, durchgefihrt von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen, mit
photolabilen Bay 41-2272 und YC-1 Analoga wurde die a;-Untereinheit markiert (Stasch et
al.,, 2001; Hering et al., 2006). Die in der Untersuchung von Stasch et. al. markierten
Cysteine 238 und 243 der a;-Untereinheit scheinen jedoch nicht direkt an der Bindung der
sGC-Stimulatoren beteiligt zu sein, da in anschlieRenden Mutationsstudien kein Effekt dieser
Cysteine auf die durch BAY 41-2272 vermittelte Enzymstimulierung festgestellt werden

konnte (Evgenov et al., 2006).

1.3.5 sGC-Aktivatoren
Die Entwicklung eines zellbasierten, schnellen und hochempfindlichen cGMP-Messsystems

ermdglichte ein ,High-Throughput Screening” (HTS) zur Identifizierung von Substanzen, die
die sGC aktivieren (Stasch et al., 2002; Wunder et al., 2005). Durch ein HTS von mehr als
900.000 Substanzen konnte eine neue Strukturklasse identifiziert werden, die die sGC
bereits ab Konzentrationen von 0,1 nM konzentrationsabhéangig aktiviert. Gemeinsame
Charakteristika dieser Substanzklasse sind, dass sie in Kombination mit NO nur einen
additiven Effekt auf die Enzymaktivierung ausiiben und dass die Aktivierung des oxidierten
oder hamfreien Enzyms im Vergleich zum hamhaltigen Enzym deutlich stérker ist (Stasch et
al., 2006). Nach Identifizierung einer Leitstruktur aus dem HTS wurde in einem chemischen
Syntheseprogramm BAY 58-2667 aus Uber 800 Substanzen als wirkstarkster Vertreter
dieser als sGC-Aktivatoren bezeichneten Substanzklasse ausgewahlt. Spektroskopische
Untersuchungen zeigten, dass BAY 58-2667 die oxidierte Hamgruppe verdrangt, die durch
Schwéchung der Eisen-Histidin-Bindung nur schwach an der sGC gebunden ist (Hobbs,
2000). Bei sehr hohen Konzentrationen ist BAY 58-2667 in der Lage auch die reduzierte,
stark gebundene prosthetische Hamgruppe der sGC zu verdréangen (Schmidt et al., 2004).
Am hamfreien Enzym inhibierten Metalloporphyrine, wie ZnPP-IX, welche die Hamgruppe
der sGC ersetzen, die durch BAY 58-2667 induzierte sGC-Aktivierung
konzentrationsabhdngig (Schmidt et al., 2004; Stasch et al., 2006). Auch wurde gezeigt,
dass das charakteristische sGC-Hambindungsmotiv Tyr-x-Ser-x-Arg sowohl fir die
Interaktion der negativ geladenen Propionsauren der Hamgruppe als auch fir die Wirkung
von BAY 58-2667 zwingend erforderlich ist (Pellicena et al., 2004; Schmidt et al., 2004;
Schmidt et al., 2005; Rothkegel et al., 2006). Strukturelle Alignments zeigten, dass BAY 58-
2667 in der Lage ist, die raumliche Struktur der Hamgruppe zu imitieren (Schmidt et al.,
2004). Vor diesem Hintergrund wird angenommen, dass die Bindungsstelle von BAY 58-
2667 an der sGC identisch zur Bindungsstelle der Hamgruppe ist. Deshalb scheint BAY 58-
2667 aufgrund dieser Bindungseigenschaften in der Lage zu sein, zwischen der reduzierten
und der oxidierten und letztendlich hamfreien Form der sGC zu unterscheiden (Stasch et al.,

2006). In Photoaffinitatsexperimenten mit einem photolabilen BAY 58-2667 Analogon wurde
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eine weitere Bindungsstelle auRerhalb der Hambindungsdomaéne identifiziert (Schmidt et al.,
2003). Es wird vermutet, dass BAY 58-2667 Uber diese Bindungsstelle auch an die
reduzierte Form der sGC binden kann. Kirzlich wurde mit dem Anthranilsaurederivat HMR-
1766 eine Verbindung beschrieben, die ein vergleichbares Aktivierungsprofil zu BAY 58-
2667 an der sGC aufweist (Schindler et al., 2006). HMR-1766 besitzt jedoch keine
strukturelle Ahnlichkeit zu BAY 58-2667. Im Unterschied zu BAY 58-2667 aktiviert HMR-
1766 die sGC erst im mikromolaren Konzentrationsbereich und ist damit wesentlich
wirkschwécher als BAY 58-2667 (Schindler et al., 2006).

1.3.6 sGC-Inhibitor ODQ
ODQ (1H-(1,2,4)-Oxadiazol(4,3-a)quinoxalin-1-on) ist ein selektiver und spezifischer Inhibitor

der sGC (Garthwaite et al., 1995; Schrammel et al., 1996; Olesen et al., 1997). Durch
spektroskopische Untersuchungen konnte demonstriert werden, dass ODQ das zentrale
Eisenatom der Hamgruppe oxidiert. Die durch ODQ-induzierte Oxidation der Hamgruppe ist
recht spezifisch, da ODQ erst in wesentlich hoheren Konzentrationen zu einer
unspezifischen Oxidation anderer Hamproteine fihrt (Feelisch et al. 1999; Zhao et al.,
2000). ODQ zeigt auch keine Inhibition der pGC, der AC sowie der NOS. Durch diese
Spezifitdt ist ODQ ein wertvolles Hilfsmittel, um die cGMP-abhéngigen und unabhangigen
Wirkungen von NO zu unterscheiden sowie die oxidierte Form der sGC nédher zu

charakterisieren.

1.4 cGMP-Effektorsysteme

Der durch die GCs aus GTP gebildete ,second messenger* cGMP bindet je nach
zelltypischer Proteinausstattung an cGMP-abhangige Proteinkinasen (cGK), cGMP-
regulierte PDEs und cGMP-regulierte lonenkanéle (zur Ubersicht siehe: Lucas et al., 2002).
Uber diese Effektorsysteme reguliert cGMP viele physiologische Prozesse, unter anderem
die Relaxation und Proliferation von Glattmuskelzellen, die Herzfunktion, den
Entzindungsprozess, die Thrombozytenaggregation und -adhésion, den Sehprozess und
die neuronale Signaltransduktion (Abb. 1.1) (Jeon et al., 2005; Bender und Beavo, 2006; Feil
und Kemp-Harper, 2006; Hofmann et al., 2006; Pifferi et al., 2006; Jackson et al., 2007).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des cGMP-Signalwegs. cGMP-generierende
Systeme sind in Grin und cGMP-Effektorsysteme in Rot markiert. Arzneistoffe, die den
cGMP-Signalweg beeinflussen, sind in Blau dargestellt (modifiziert nach Feil und Kemp-
Harper, 2006).

1.4.1 cGMP-regulierte Phosphodiesterasen
Die Konzentration an intrazellularem cGMP wird durch das Zusammenwirken von cGMP-

bildenden GCs und cGMP-abbauenden PDEs bestimmt (Jeon et al., 2005; Bender und
Beavo, 2006). Die Familie der PDEs wird aufgrund der Gewebeverteilung, Substratspezifitat
und Regulation in 11 Gen-Familien eingeteilt (PDE1-PDE11), die sich jeweils aus 1-4
verschiedenen Genen zusammensetzen. In Saugetieren existieren 25 Gene, die mehr als 50
PDEs codieren (Venter, 2001). Die PDEs 5, 6 und 9 katalysieren spezifisch den cGMP-
Abbau, wahrend die PDEs 4, 7 und 8 spezifisch den cAMP-Abbau katalysieren. Die PDEs 1,
2, 3, 10 und 11 katalysieren sowohl den cGMP- als auch den cAMP-Abbau. Wegen ihrer
Substratspezifitdt und ihres gewebsspezifischen Expressionsmusters sind PDEs ein viel
versprechender Angriffspunkt fir die Entwicklung von Wirkstoffen, die den cGMP- bzw. den
cAMP-Spiegel modulieren sollen. Bereits seit Jahrzehnten werden der unspezifische PDE-
Inhibitor Theophyllin als Bronchodilator und der PDES3-Inhibitor Milrinone fir die
Kurzzeitbehandlung der Herzinsuffizienz in der Therapie eingesetzt. Des Weiteren wurden in
den letzten 10 Jahre mehrere selektive Inhibitioren der PDES5 (Sildenafil, ViagraD; Tardenafil,
Cialis”; Vardenafil, Levitra”) zur Behandlung der erektilen Dysfunktion zugelassen (zur
Ubersicht siehe: Bender und Beavo, 2006;: Kane und Klings, 2006). Seit kurzem wird

Sildenafil zusatzlich unter dem Markennamen Revatio” zur Therapie der pulmonalen
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Hypertonie eingesetzt (Evgenov et al., 2006). Inhibitoren der PDE4 befinden sich in der
klinischen Prifung zur Behandlung chronisch obstruktiver Lungenerkrankungen (Bender und
Beavo, 2006).

1.4.2 cGMP-abhangige Proteinkinasen
cGK beeinflussen tber eine Phosphorylierung von Proteinen, die den intrazellularen Ca*'-

Spiegel regulieren, verschiedene physiologische Prozesse, wie die Vasorelaxation, die
Herzfunktion, die Plattchenaktivitat, die Immunzelltatigkeit und die Neurotransmission (zur
Ubersicht siehe: Hofmann et al., 2006). In S&augetieren codieren zwei Gene drei cGK-
Isoformen. Die l6sliche cGK-Typ-1 (cGKI) gliedert sich in eine a- und eine 3-Isoform und wird
vorwiegend in der glatten Muskulatur, in Plattchen und im kardiovaskularen System
exprimiert. Wéhrend die membranstandige cGK-Typ-1l (cGKIl) hauptsachlich im
Intestinaltrakt, in der Niere und im Gehirn exprimiert wird. Untersuchungen mit cGK-
Knockout Mausen liel3en erkennen, dass die cGKI vorwiegend im kardiovaskuléren System
aktiv ist und die vasorelaxierende Wirkung von cGMP zum Teil tber eine Aktivierung von
cGKI vermittelt wird (Pfeifer et al., 1998; Koeppen et al., 2004; Sausbier et al., 2005). Die
cGKIl ist ebenfalls an der Regulation des Herzkreislauf-Systems durch Reninausschiittung

und lonentransportregulation in der Niere beteiligt (Pfeifer et al., 1996; Wagner et al., 1998).

1.4.3 cGMP-gesteuerte lonenkanéle
lonenkandle, die durch cyclische Nukleotide (cAMP und cGMP) reguliert werden,

beeinflussen zahlreiche physiologische Prozesse. So lbersetzen sie durch Kanal6ffnung
Veranderungen in der Konzentration an Signalmolekilen in Membranpotential, und zwar in
Abhangigkeit vom intrazellularen cyclischen Nukleotid-Spiegel. Nach der Aktivierung der
lonenkanale durch cyclische Nukleotide strémen Na*, K" oder Ca” in die Zelle, welche als
third messenger” weitere Signalkaskaden regulieren (zur Ubersicht siehe: Hofmann et al.,
2005). Die lonenkanéle gliedern sich in zwei Familien: cyclisch-Nukleotid-gesteuerte (CNG)
und Hyperpolarisations-aktivierte cyclisch Nukleotid-gesteuerte (HCN) lonenkanale (Craven
und Zagotta, 2006). CNG-Kanale werden vorwiegend in olfaktorischen Neuronen und
Photorezeptoren exprimiert, wahrend HCN-Kanale in Neuronen und im Herzen exprimiert
werden (Hofmann et al, 2005). CNG- und HCN-Kandle weisen eine hohe
Sequenzahnlichkeit auf und gehéren zur Uberfamilie der aus sechs-Transmembran-
Segmenten bestehenden Kandale (Robinson und Siegelbaum, 2003). CNG-Kanéale sind
Heterotetramere, die aus den homologen Untereinheiten A (CNGA1-CNGA4) und B (CNGB1
und CNGB3) zusammengesetzt sind. Die CNG-Kandle werden durch Bindung von
cyclischen Nukleotiden aktiviert. (Bradley et al., 2001). Die Familie der HCN-Kanéle besteht
aus vier verschiedenen Typen (HCN1-HCN4), die eine 60%ige Sequenzidentitat aufweisen.

Neben einer Modulation durch cyclische Nukleotide werden HCN-Kéanale zusatzlich durch
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Spannung aktiviert. HCN-Kanéle beeinflussen die Tatigkeit der Schrittmacherzellen des
Herzens und sind daher ein Angriffsziel zur Entwicklung von Wirkstoffen, die zur Behandlung
von Arrhythmien eingesetzt werden konnen. Kiirzlich wurde mit Ivabradine (Procorlan™) der
erste HCN-Kanal Blocker zur Therapie der stabilen Angina Pectoris in Deutschland

zugelassen.
1.5 Oxidativer Stress

Unter ,Oxidativem Stress® versteht man eine vermehrte Bildung an reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) im Korper. Oxidativer Stress ist assoziiert mit zahlreichen
Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems, wie z.B. Bluthochdruck und Atherosklerose
(Hare, 2004; Melichar et al., 2004; Guzik und Harrison, 2006; Boerrigter et al., 2007).
Endogen werden ROS, wie Superoxid-Radikale, Hydroxy-Radikale und Wasserstoffperoxid,
durch den aerobischen Metabolismus gebildet. Hauptquellen fir endogen produzierte ROS
sind NADPH-Oxidasen, Xanthinoxidasen und entkoppelte NOS (Warnholtz et al.,, 1999;
Guzik und Harrison, 2006). Die ROS weisen eine hohe Reaktivitdt auf indem sie als starke
Oxidantien wirken. Die NO-Bioverfugbarkeit vermindern ROS, indem sie mit NO zu dem
starken Oxidans Peroxynitrit reagieren (Pryor und Squadrito, 1995; Bian et al., 2006). Auch
oxidieren ROS den NOS-Cofaktor Tetrahydrobiopterin. Hierdurch erfolgt eine Entkopplung
der NOS die dazu fihrt, dass diese ROS anstelle von NO produzieren und somit zu einer
weiteren Erhohung des ROS-Spiegels beitragen (Guzik und Harrison, 2006). Darlber hinaus
wird die NO-sensitive sGC durch eine ROS-induzierte Oxidation des zentralen Eisen-Atoms
der prosthetischen Hamgruppe der sGC in die oxidierte NO-insensitive Form tberfihrt (Abb.
1.2) (Wedgwood et al., 2005; Gladwin, 2006; Stasch et al., 2006). Es gibt Untersuchungen,
die dokumentieren, dass der Expressionslevel der sGC ebenfalls unter oxidativen Stress
Bedingungen vermindert ist (Bauersachs et al., 1998; Ruetten et al., 1999; Kloss et al.,
2000). Daher kann durch verbleibendes NO nur eine verminderte Aktivierung der sGC
erfolgen. Dieses durch ROS-induzierte ,NO-Resistenz-Syndrom® geht einher mit einer
Progression endothelialer und vaskularer Dysfunktionen, welche letztendlich zu koronarer
Herzkrankheit, Herzinfarkt und Schlaganfall fihren (Gladwin, 2006; Stasch et al., 2006). Vor
diesem Hintergrund ist auch erklarbar, weshalb teilweise unter NO-Donor Therapie keine
Verbesserung, sondern eine Verschlechterung der endothelialen Dysfunktion beobachtet
wurde (Warnholtz et al., 2002a; Minzel et al., 2007).
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Abbildung 1.2: Redoxformen der sGC und Angriffspunkte von sGC-Stimulatoren und sGC-
Aktivatoren (modifiziert nach Evgenov et al., 2006).

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Entdeckung, dass NO uber die Aktivierung seines ubiquitéar vorkommenden endogenen
Rezeptors sGC und der damit verbundenen cGMP-Katalyse zahlreiche physiologische
Prozesse, wie die Vasodilatation, die Neurotransmission und die Plattchenaggregation,
reguliert, ruckte die Erforschung des NO-sGC-cGMP-Signalweges in den Fokus der
Forschung (Murad, 2006).

In den letzten Jahren wurden Substanzen identifiziert, die die sGC unabhdngig von NO
aktivieren. Diese Substanzen lassen sich in zwei Klassen einteilen: die der NO-
unabhéngigen, aber Ham-abh&ngigen sGC-Stimulatoren, wie BAY 41-2272, und die der NO-
und Ham-unabhéangigen sGC-Aktivatoren, wie BAY 58-2667. Die Generierung einer cGMP-
Reporterzelllinie ermdglichte die cGMP-Produktion in lebenden Zellen auf Lumineszenzbasis
zu messen. Durch die cGMP-Reporterzellline in Kombination mit sGC-Stimulatoren und
sGC-Aktivatoren konnte zum ersten Mal intrazellular zwischen hamfreier und h&mbhaltiger
sGC unterschieden werden. Des Weiteren ermdglichte die cGMP-Reporterzelllinie, die
Auswirkungen von Mutationen der sGC auf die katalytische Aktivitt erstmals direkt in einer
intrazellularen Umgebung zu untersuchen. Durch diese Methode konnten bereits Teile des
Hambindungsmotivs der sGC identifiziert werden (Schmidt et al, 2004).

Kristallisationsstudien der zur sGC-Sequenz homologen Hambindungsdoménen des
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Bakteriums Thermoanaerobacter tencongensis und Nostoc bestatigen diese ermittelten
Ergebnisse (Karow et al., 2004; Nioche et al., 2004; Pellicena et al., 2004; Ma et al., 2007).

Um die Aktivierung der sGC weitergehend zu untersuchen, sollten im Rahmen dieser Arbeit

folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

e Sind weitere Aminosauren innerhalb der Hambindungsd oméne der sGC an der
Hambindung beteiligt? Welche Aminosauren der Hambin dungstasche sind an der
intramolekularen Signaltransduktion der sGC beteili gt?

Ausgehend von der Kiristallstruktur der Hambindungsdomane des Bakteriums
Thermoanaerobacter tencongensis, welche zur sGC-Sequenz homolog ist, ein
Homologiemodell der sGC-Hambindungsdoméne angefertigt. Auf Grundlage des
Modells und einem anschlielenden Sequenzalignment wurden konservierte
Aminosauren, die durch ihre Position zur Hamgruppe an der Bindung der Hamgruppe
oder am intramolekularen Signaltransduktion beteiligt sein konnten, identifiziert. Die
Aminosauren wurden mutiert und das Aktivitatsprofil der Mutanten mittels transienter

Transfektion in die cGMP-Reporterzelllinie charakterisiert.

e Ist die Aminosadurestruktur der Hambindungstasche fi r die bevorzugte Bindung
von NO gegeniiber O , an die prosthetische Hamgruppe verantwortlich?
Dazu wurde ein Isoleucin der distalen Hambindungstasche gegen ein polares Tyrosin
ausgetauscht und das Aktivierungsprofil dieser Mutante mittels transienter Transfektion

in die cGMP-Reporterzelle charakterisiert.

* Welche Sequenzabschnitte sind fir die Dimerisierung von a/B-sGC
verantwortlich?
Hierzu wurde die kirzlich entwickelte Methode der bimolekularen Fluoreszenz
Komplementation (BiFC) in Kombination mit der cGMP-Reporterzelllinie angewendet. Die
codierenden Sequenzen fur a;-sGC und [3;-sGC wurden in die BiFC-Vektoren pBiFC-YN
und pBIFC-YC Kkloniert. Es wurde ein Multisequenzalignment der postulierten
Dimerisierungsdomanen zur ldentifikation konservierter Regionen durchgefihrt.
Konservierte Aminosduren wurden deletiert und die Deletionsmutanten transient in die
cGMP-Reporterzellen transfiziert. Die Fahigkeit der Deletionsmutanten zur Dimerisation
wurde durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Das Aktivierungsprofil der
Deletionsmutanten wurde mittels transienter Transfektion in die cGMP-Reporterzelllinie

charakterisiert.
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Wird die subzelluldre Lokalisation der sGC durch Ak  tivierung mit DEA/NO, BAY
41-2272 oder BAY 58-2667 beeinflusst?

Es wurden Fusionsproteine von a;-sGC mit dem griin fluoreszierenden Protein (GFP)
und B;-sGC mit DsRed generiert. Die subzellulare Verteilung der sGC wurde mittels
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie nach transienter Transfektion in  humane
Endothelzellen von Nabelschnurvenen (HUVEC), in humane Glattmuskelzellen von
Aorten (HASMC) und cGMP-Reporterzellen ermittelt. Des Weiteren wurden
immunhistochemische Untersuchungen mit GFP-markierten Sekundarantikérpern und
anschlieRender konfokaler Fluoreszenzmikroskopie an der GColf8.9.7-Zelllinie, einer

cGMP-Reporterzelllinie, die mit sGC stabil transfiziert ist, durchgefthrt.

Kann die Selektivitat von BAY 58-2667 fur die oxidi  erte bzw. hamfreie Form der
sGC auch auf erkrankte Gefal3e tibertragen werden?

Hierzu wurde die Wirkung des NO- und Ham-unabhangigen sGC-Aktivators BAY 58-
2667 an isolierten Aorten von Ratten alleine und in Gegenwart des sGC-Oxidans ODQ
getestet. Dartiber hinaus wurde die Wirkung von BAY 58-2667 an isolierten Gefal3en von
spontan hypertensiven Ratten (SHR), Watanabe Kaninchen mit vererbter Hyperlipidamie
(WHHL), ApolipoproteinE Knockout Mausen (ApoE"') sowie an isolierten Arterien von
Typ-1l-Diabetikern jeweils im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollgefa3en

charakterisiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Substanzen

NO-Donor

DEA/NO (2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid) wurde als NO-Donor eingesetzt. DEA/NO
weist bei neutralem pH eine Halbwertszeit von 2 min auf. Daher 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 gewiinschte Endkonzentration verdiinnt (Morley und Keefer,
1993; Morley et al., 1993).

sGC-Inhibitor

ODQ (1H-(1,2,4)-Oxadiazolo-(4,3a)-quinoxazin-1-one) wurde als sGC-Inhibitor verwendet.
ODQ inhibiert durch Oxidation des zentralen Fe*-Atoms der prosthetischen Hamgruppe
eine Stimulierung der sGC durch NO- oder Ham-abhangige sGC-Stimulatoren (YC-1, BAY
41-2272, BAY 41-8543) (Yoshina und Kuo, 1978; Schrammel et al., 1996; Stasch et al.,
2001, 2002a). ODQ weist eine Selektivitat fur die sGC auf, da erst in sehr hohen
Konzentrationen auch andere Hamproteine unspezifisch oxidiert werden (Feelisch et al.,
1999; Zhao et al, 2000). ODQ wurde zu 10 mM in DMSO geldst und in Wasser (MilliQ-

Qualitat) verdinnt.

Ham-abhangiger sGC-Stimulator

Es wurde der Ham-abhanginge sGC-Stimulator BAY 41-2272 verwendet (Stasch et al.,
2001; Straub et al., 2001, 2002). BAY 41-2272 wurde in DMSO zu einer Konzentration von
10 mM DMSO gelést und in den jeweiligen Testpuffern verdinnt.

BAY 41-2272

24



Material und Methoden

Ham-unabhangiger sGC-Aktivator

Als Ham-unabhangiger sGC-Aktivator wurde BAY 58-2667
verwendet (Alonso-Alija et al., 2001). BAY 58-2667 wurde in DMSO gel6st (10 mM) und

anschliel3end in den jeweiligen Testpuffern verdinnt.

Protoporphyrin IX

PPIX, die eisenfreie Vorstufe des Hams, aktiviert durch Imitation des pentakoordinierten
Ham-Nitrosyl-Komplexes die sGC (lgnarro et al, 1982a). PPIX wurde zu 10 mM in DMSO

HO (0]
OH
(6]
N

oac

BAY 58-2667

gel6st und in 10 mM NaOH auf die jeweilige Endkonzentration verdiinnt.

2.2 Gerate

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller, Ort

Agarosegelkammer

Agagel Standard

Biometra, Gottingen

Blot-Kammer

Trans-Blot'" Electrophoretic

Transfer Cell

BioRad, Miinchen

Blot-Kammer

Mini Trans-Blot'™ Transfer
Cell

BioRad, Miinchen

Brutschrank

Heraeus BBD 6220

Heraeus, Dusseldorf

CCD-Kamera

Eigenbau

Bayer HealthCare,
Wuppertal

Demineralisierungsanlage

MilliQ HF Water System

Millipore, Schwalbach

Densitometer

GS-710 Calibrated Imaging

Densitometer™

BioRad, Miinchen

Elektrophorese-Apparatur

Protean Il XI cell

BioRad, Miinchen

ELISA-Reader

SLT Spectra Elisa Reader

SLT, Crailsheim

Konfokal-Mikroskop

LSM 510

Zeiss, Jena
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Verwendung

Bezeichnung

Hersteller, Ort

Flissig-Szintillations- und

Lumineszenz-Counter

1450 Micro Beta TRILUX

Wallac, Turku, Finnland

Flissig-Szintillations-Counter

PW 4700 liquid scintillation

Philips Ray Test,

counter Straubenhardt

Fotoentwickler AGFA Curix 60" AGFA, Kéln

Isolierte Organ Apparatur Eigenbau Bayer HealthCare,

Wuppertal

Mikroskop Axiovert 100, Olympus BH-2 | Zeiss, Jena
PCR-Cycler UNO-Thermoblock " Biometra, Géttingen
pH-Meter pH-Meter 765 Kalimatic Knick, Berlin
Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg

Photo-Imager

BAS 5000 Scanner

RayTest, Straubenhardt

SpeedVac

Bachofer Vacuum

Concentrator

Bachofer, Reutlingen

Ultraschallbad

Transsonic TS 540

Faust Elma, Singen

Ultraschallspitze

Branson Sonifier 250

Heinemann Ultraschall- und

Labortechnik, Schwabisch

Gmund
Waage Waage PM 400 Mettler Toledo, Giessen
Waage Feinwaage Mettler AX205 Mettler Toledo, Giessen
DeltaRange™
Wasserbad Julabo 19A mit Thermostat Julabo, Seelbach
Wasserbad Julabo U3 Julabo, Seelbach
Zentrifuge Biofuge A Heraeus Sepatech | Heraeus, Duisseldorf
Zentrifuge Ultrazentrifuge mit Rotor Beckmann, Minchen
70.1Ti
Zentrifuge Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Dusseldorf
Zentrifuge Cryofuge 5000 Heraeus Heraeus, Dusseldorf

Sepatech
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2.3 Materialien und Chemikalien

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller, Ort

Anti-Rabbit HRP-Detektions-
Kit

Vectastain' " ABC

Vectorlabs, Wiesbaden

Autoradiographiefilme

ECL-Hyperfilm"™

Amersham Biosciences,

Freiburg

Blot-Membranen

Trans-Blot® Transfer Medium

Nitrocellulose

BioRad, Miinchen

Blot-Filterpapier

Mini Trans-Blot® Filter Paper

BioRad, Miinchen

DNA-Dephosphorylierungs-
Kit

Shrimp Alkine Phosphatase

Roche, Basel, Schweiz

DNA-Ligations-Kit

Rapid DNA Ligation Kit

Roche, Basel, Schweiz

DNA-Gel-Extraktions-Kit

QIAquick' " Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden

ECL-Kit

ECL-Chemilumineszens-Kit

Amersham Biosciences,

Freiburg
Fluoreszenzvektor EGFP-N2 BD Biosciences, Heidelberg
Fluoreszenzvektor DsRed-C1 BD Biosciences, Heidelberg

Gelladepuffer

6 x Loading Dye

Fermentas, Leon-Rot

Maxi-Prep Kit

QlAprep'" Spin Maxiprep Kit

Qiagen, Hilden

Mini-Prep Kit

QIAprep™™ Spin Miniprep Kit

Qiagen, Hilden

Mutagenese-Kit

QuickChange'" Mutagenesis
XL

Stratagene, La Jolla, USA

Restriktionsendonukleasen

BsiWI, Clal, Hindlll, Notl

Roche, Basel, Schweiz

SzintillationsgefalRe

20 ml Propylengefélle

Zinsser Analytic, Frankfurt

Transfektionsreagenz

Lipofectamin'", Plus""

Invitrogen, Karlsruhe

Tris-Glycin-Gel

ProGel Tris-Glycin 10%

Anamed, Darmstadt

UV-Einwegklvetten

UVette'"

Eppendorf, Hamburg

Zellkulturmaterial

Zellkulturflaschen

Costar, Cambridge, USA

Zellkulturmaterial

Neugebauer Zahlkammer

Costar, Cambridge, USA

Zellkulturmaterial

Rubber Policemen

Costar, Cambridge, USA

Zellkulturmaterial

Mediumfiltriereinheiten
(0,22 uMm)

Costar, Cambridge, USA

Zellkultur-Objekttrager

LabTek-Il Chambered

Coverglas

NalgeNunc, Naperville, USA
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Chemikalien

Alle weiteren Chemikalien wurden im hochsten Reinheitsgrad, soweit nicht anders vermerkt,

von den folgenden Firmen bezogen:

Alexis Grinberg
Calbiochem Bad Soden
Merck Darmstadt
Riedel de Haen Seelze
Sigma Deisenhofen

Folgende Radiochemikalien wurden bezogen:
[a*’P]-GTP (Spezifische Aktivitat: 29,6 TBg/mmol) Perkin-Elmer, Rodgau-Jiirgesheim

2.4 Lésungen und Medien

2.4.1 LB-Agarplatten

LB-Agarlsung 15 g Agar
1000 ml LB-Broth Medium
In Mikrowelle aufkochen, anschlieend auf ca. 40C abkihlen
lassen
1000 pl Ampicillin (100 mg/ml) bzw. 1000 pl Kanamycin (50 mg/ml)
hinzupipettieren

20 ml der Agaroseldsung in eine sterile Petrischale pipettieren

2.4.2 Gelelektrophorese von DNA
Agarose-Gelelektrophorese
TAE-Puffer (10 x) 48,4 g Tris-Base

11,42 g Essigsaure

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

Ad 1000 ml H,O (MilliQ-Qualitat)

Agaroselésung 1g Agarose (Molekularbiologie Qualitat)
100 ml 1 x TAE-Puffer
In Mikrowelle aufkochen, anschliel3end etwas abkihlen lassen

5 ul Ethidiumbromid hinzugeben
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2.4.3 Gelelektrophorese von Proteinen

SDS-Laufpuffer 100 mM Tris-HCI (ohne pH-Einstellung)
100 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

Zelllyse-Puffer 2 mM Bis-Tris
0,1 mM EDTA
0,5mM DTT
9 mM NaCl
1 pg/ml Pepstatin A
10 pg/ml PMSF
10 pg/ml Aprotinin
10 pg/ml Leupeptin
16 pg/ml Benzamidin

Laemmli-Probenpuffer 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

2.4.4 Western Blot

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

2.4.5 Immuno-Sandwich-Assay
PBS 1 Tablette PBS (Oxoid, Hampshire, England)
100 ml H,O (MilliQ-Quialitat), pH 7,5

TBS 140 mM NacCl
8 mM KCI

25 mM Tris, pH 7,5

TBS-T TBS mit 0,5% (v/v) Tween 20
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TBS-T 3% BSA

TBS-T 3% BSA
0,01% NaN3

ECL-Western Blot

Reagenz

TBS - T mit 3% (w/v) BSA

TBS - T mit 3% (w/v) BSA und 0,01% (w/v) NaN3

ECL-L6sung 1 (Peroxidsalzlésung) und

ECL-L6sung 2 (Luminol und Verstarker)

Im Verhéaltnis 1:1 mischen (Amersham, Freiburg)

2.4.6 sGC-Aktivitats-Assay

Probenpuffer

Inkubationspuffer

Substratldsung

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

1 mM GTP mit ca. 100.000 cpm [0-*P]-GTP je Ansatz

2.4.7 Medien und Ldsungen fur die Zellkultur

E. Coli

LB-Broth (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe)

Ampicillin (Sigma, Deisenhofen)

Chloramphenicol (Invitrogen, Karlsruhe)

Kanamycin (Invitrogen, Karlsruhe)
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cGMP-Reporterzelllinie MEM Alpha-Medium (Cat.-No.: 22571-020: Invitrogen, Karlsruhe)

GColf8.9.7

HUVEC

HASMC

Zelldissoziationspuffer

Trypsin-EDTA

FCS (Cat.-No.:10500-064: Invitrogen, Karlsruhe)

Penstrep 10000 U/ml (Cat.-No.: 15140-122: Invitrogen, Karlsruhe)
Glutamin 200 mM (Cat.-No.: 25030-024: Invitrogen, Karlsruhe)
Zeocin 100 mg/ml (Cat.-No.: 801935: Invitrogen, Karlsruhe)

DMEM/Nut-mix-F12-Ham-Medium (Cat.-No: 31330-038:
Invitrogen, Karlsruhe)

FCS (Cat.-No0.:10500-064: Invitrogen, Karlsruhe)

Geneticin 1 mg/ml (Cat.-No.: 10131-027: Invitrogen, Karlsruhe)
Penstrep 10000 U/ml (Cat.-No.: 15140-122: Invitrogen, Karlsruhe)
Natrium-Pyruvat 1 mM (Cat.-No.: 11360-039: Invitrogen,
Karlsruhe)

Natrium-Bicarbonat 0,075% (Cat.-No: 25080-060: Invitrogen,
Karlsruhe)

Amphotericin 2,5 pg/ml  (Cat.-No: 15290-026: Invitrogen,
Karlsruhe)

Zeocin 100 mg/ml (Cat.-No.: 801935: Invitrogen, Karlsruhe)

Medium 200 (Cat.-No.: M-200-500: Cascade Biologics, Mansfield,
Grossbritannien)
Low Serum Growth Supplement (Cat.-No.: S-030-10: Cascade

Biologics, Mansfield, Grossbritannien)

Medium 231 (Cat.-No.: M-231-500: Cascade Biologics, Mansfield,
Grossbritannien)

Smooth Muscle Cell Growth Supplement (Cat.-No.: S-007-25:
Cascade Biologics, Mansfield, Grossbritannien)

Smooth Muscle Differentiation Supplement (Cat.-No.: S-008-5:

Cascade Biologics, Mansfield, Grossbritannien)

Cell-Dissociation  Buffer (Cat.-No.: 13150-016, Invitrogen,

Karlsruhe)

Trypsin-EDTA (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich)
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2.4.8 Isolierte Organe
Krebs-Henseleit-Puffer 118 mM NaCl
4,8 mM KCI
1,0 mM CacCl,
1,4 mM MgSO,
25 mM KH,PO,
19 mM D-Glucose

pH 7,4
Modifizierter Krebs- 118 mM NacCl
Henseleit-Puffer fur 4,7 mM KCI
GefalRe von ApoE” - 2,5 mM CaCl,
Mausen 1,2 mM MgSO,

1,2 mM KH,PO,

25 mM NaHCO;,

5,5 mM D-Glucose

25 uM EDTA-Calcium-Salz
pH 7,4

Zusatz fur Ratten Aorta 2% FCS (Cat.-No.: 10500-064: Invitrogen, Karlsruhe)

und Humangefalle Penstrep 10000 U/ml (Cat.-No.: 15140-122: Invitrogen, Karlsruhe)
2.5 Plasmide

Verwendung Bezeichnung Referenz Selektions-

marker

Vektor zur Expression der a;-sGC | pcDNAI/Amp- | Invitrogen, Carlsbad, ampR
Untereinheit a;8GC USA
Vektor zur Expression der 3;-sGC |pRC/CMV- Invitrogen, Carlsbad, ampR
Untereinheit B:1sGC USA
Vektor zur Expression des EGFP-N2- BD Biosciences, KanR
Fusionsproteins von a;-sGC und [ a;SGC Heidelberg
GFP
Vektor zur Expression des B1sGC- BD Biosciences, KanR
Fusionsproteins von B;-sGC und | DsRedC1 Heidelberg
DsRed
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Verwendung Bezeichnung Referenz Selektions-
marker

Vektor zur Expression des YN(1-154)- PD Tom Kerpolla, Ann |ampR
Fusionsproteins von a;-sGC und [ a;SGC Arbor, USA

des N-terminalen Endes von YFP

Vektor zur Expression des YN(1-154)- PD Tom Kerpolla, Ann |ampR
Fusionsproteins von B;-sGC und | B1SGC Arbor, USA

des N-terminalen Endes von YFP

Vektor zur Expression des a;SGC - PD Tom Kerpolla, Ann |ampR
Fusionsproteins von a;-sGC und | YC(155-238) Arbor, USA

des C-terminalen Endes von YFP

Vektor zur Expression des B1sGC- PD Tom Kerpolla, Ann |ampR
Fusionsproteins von B;-sGC und | YC(155-238) Arbor, USA

des C-terminalen Endes von YFP

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Mutagenese

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

verwendeten Primer sind im Anhang sowie in Tabelle 3.1 aufgefihrt.

2.6.2 Agarose-Gelelektrophorese

1%ige Agarosegele wurden zur Auftrennung von DNA-Fragmenten verwendet. Zur
Gelherstellung wurde 1% (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht,
abgekihlt und mit 5 pl Ethidiumbromid versetzt. Die DNA-Proben wurden mit 5 x
Gelladepuffer versetzt, aufgetragen und bei einer Spannung von 150 V aufgetrennt. Als
GroRRenstandard wurde eine 500 bp-Leiter (500 bp Ladder, Invitrogen, Karlsruhe) 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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2.6.3 Transformation von E.Coli und Plasmidgewinnung

Retransformation eines Plasmids

45 ul superkompetente E.Coli Zellen (XL-1 Blue Gold, Stratagene, La Jolla, USA) wurden
mit 1 pl Mercaptoethanol 10 min auf Eis inkubiert, danach wurde 0,5 pl des Plasmids

hinzugegeben und nach folgendem Protokoll verfahren:

Retransformation 30 min Inkubation auf Eis
45 s Hitzeschock bei 42 C
2 min Inkubation auf Eis
Zugabe von 500 pl SOC-Medium (42<C)
Inkubation fur 1 h bei 37C
Ausstreichen von 350 ul auf LB-Agarplatten mit
Selektionsmarker
Inkubation der Platten tiber Nacht bei 37C

Anschlieend wurde eine 200 ml Maxi-Kultur (LB-Medium mit jeweiligem Selektionsmarker)
angeimpft und fur ca. 16 h bei 37<C, 200 rpm inkubi ert. Die Bakterien wurden abzentrifugiert
und die Plasmide mittels Maxi-Praparation nach Herstellerangaben aufgereinigt (Qiaprep™
Spin Maxi, Qiagen, Hilden).

Transformation eines Ligations- bzw. eines Mutagene  seansatzes

Zur Transformation eines Ligations- bzw. Mutageneseansatzes wurden 45 pl
superkompetente E.Coli Zellen (XL-1 Blue Gold, Stratagene, La Jolla, USA) mit 1 ul
Mercaptoethanol 10 min auf Eis inkubiert, anschlieend mit 1 pl des jeweiligen Ansatzes

gemischt und nach folgendem Protokoll transformiert:

Transformation 30 min Inkubation auf Eis
45 s Hitzeschock bei 42 C
2 min Inkubation auf Eis
Zugabe von 500 pl SOC-Medium (42<C)
Inkubation fur 1 h bei 37C
Ausstreichen von 350 pl auf LB-Agarplatten mit
Selektionsmarker
Inkubation der Platten tber Nacht bei 37C

Von jeder Ligation bzw. Mutagenese wurden funf Klone gepickt und eine 2 ml Kultur (LB-

Medium mit jeweiligen Selektionsmarker) angeimpft und mindestens 16 h inkubiert (37<C,
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200 rpm). Danach wurden die Bakterien abzentrifugiert und die Plasmide mittels Mini-
Praparation aufgereinigt (Qiaprep Spin™ Mini, Qiagen, Hilden). Die Uberpriifung der Ligation

bzw. der Mutation erfolgte durch Sequenzierung (Invitek, Berlin).

2.6.4 Restriktionsverdau

Um ein Plasmid fiir eine Ligation bzw. zur Uberpriifung einer Ligation oder des korrekten
EinflUgens einer Schnittstelle zu linearisieren, wurde ein Restriktionsverdau mit den
jeweiligen gewlnschten Restriktionsendonukleasen durchgefiihrt. Fir einen Doppelverdau

wurde folgender Ansatz verwendet:

Restriktionsansatz 2 ul 10 x Restriktionspuffer (enzymspezifisch)
1 pl Enzym A
1 ul Enzym B
1 ug DNA
ad 20 ul H,O (DNAse frei)

Der Ansatz wurde 1 h bei der jeweiligen optimalen Schnitttemperatur der
Restriktionsendonuklease inkubiert, mit 4 pl 5 x Gel-Ladepuffer versetzt und in einem
1%igen Agarosegel aufgetrennt. Die linearisierten DNA-Fragmente wurden anschlie3end
unter UV-Licht aus dem Gel herausgeschnitten. Die Extraktion der DNA aus dem Gel
erfolgte mit dem Gel-Extraktions-Kit QiaQuick™ (Qiagen, Hilden) nach Protokoll des

Herstellers.

2.6.5 Klonierung der cDNA

sGC-Fusionsproteine

Zur Untersuchung der Lokalisation der sGC-Untereinheiten innerhalb der Zelle wurde die
cDNA fir die a;-Untereinheit aus dem Vektor a;-pcDNA/Ampl (Invitrogen, Karlsruhe) in den
Fluoreszenzvektor EGFP-N2 (BD Biosciences, Heidelberg) und die (3;-Untereinheit aus ;-
cRC/CMV (Invitrogen, Karlruhe) in den Fluoreszenzvektor DsRed-C1 (BD Biosciences,
Heidelberg) kloniert. Dazu wurde die cDNA mittels Hindlll und Xbal aus dem
Ursprungsvektor geschnitten und die Zielvektoren mit Hindlll und Xbal linearisiert. Die
Fragmente wurden jeweils in 1%igen Agarosegelen aufgetrennt und aus der Gelmatrix
mittels QiaQuick™ Gel-Extraktions-Kit (Qiagen, Hilden) extrahiert. Die Ligation erfolgte wie

folgt:
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Ligationsansatz 2,5 ul 10 x T4-Ligase-Puffer
1 pl T4-DNA-Ligase
100 ng Hindlll/Xbal linearisierter Vektor
x ng DNA (Vektor:Insert - 1:5)
ad 25 pl H,O (DNAse frei)

Der Ansatz wurde 16 h bei 4T inkubiert und anschlief3end wurde 1 pl des Ansatzes in
superkompetente E.Coli Zellen (XL1-Gold™) transformiert (siehe 2.6.3) und auf LB-
Agarplatten (50 pg/ml Kanamycin) ausplattiert. Nach 16 h Inkubation bei 37<C wurden drei
Kolonien gepickt und mit diesen 2 ml Ubernachtkulturen (LB-Medium, 50 pg/ml Kanamycin)
angeimpft. AnschlieBend wurden die Plasmide mittels Mini-Préparation isoliert (Qiaprep"
Spin Mini, Qiagen, Hilden). Die Ligation wurde mittels Sequenzierung Uberprift (Invitek,

Berlin).

sGC-Fusionsproteine mit BiFC-Vektoren

Zur Untersuchung der Dimerisierung der sGC-Untereinheiten wurde die cDNA der a;-
Untereinheit aus pcDNA/Ampl (Invitrogen, Karlsruhe) und der [;-Untereinheit aus
pcRC/CMV (Invitrogen, Karlsruhe) in pBiFC-YC sowie pBiFC-YN (Tom Kerpolla, Ann Arbor,
Michigan, USA) umkloniert. Bei pBiFC-YN handelt es sich um einen Vektor, der den
N-terminalen Teil (1-154) des ,enhanced Yellow Fluorescent Protein“ (eYFP) enthalt,
wohingegen pBIiFC-YC den C-terminalen Teil des eYFP (155-239) codiert. Den Sequenzen
fur YN und YC sind die Linkersequenzen ,RPACKIPNDLQKVMNH" bzw. ,RSIAT"
vorangestellt. Eine gelbe Fluoreszenz, analog zum intakten eYFP, tritt nur auf, wenn YC und
YN in rdumliche Nahe kommen (Abb. 2.1) (Hu et al., 2002).

YN YC YFP
\ (1-154) (155 - 239) (1 - 239)
Y D
514 nm - 514 nm - 530 nm

Interaktion

-

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des BiFC-Prinzips. Protein A und B sind an das
N- bzw. C-terminale Fragment von YFP fusioniert. Ohne Interaktion zwischen A und B erfolgt
keine Fluoreszenz durch die YFP-Fragmente. Durch Interaktion von Protein A und B
kommen die YFP-Fragmente in rAumliche Néhe und bilden ein funktionelles Fluorophor aus,
welches nach Anregung mit Licht geeigneter Wellenlange (514 nm) eine Fluoreszenz
emittiert (530 nm).
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Fur die Klonierung wurde jeweils eine BsiWI-Schnittstelle (Erkennungssequenz: CGTACG)
vor dem Startcodon und eine Clal-Schnittstelle (Erkennungssequenz: ATCGAT) im
Stopcodon der Ursprungsvektoren der sGC-Untereinheiten durch Mutation generiert (siehe
2.6.1). Die hierfur verwendeten Primer sind im Anhang aufgefuihrt. Die Schnittstellen wurden
ebenso in pBIFC-YN und pBiFC-YC sowohl vor als auch nach dem Fluoreszenzprotein
eingefihrt, um die N-terminal verknipften Konstrukte a;-YNV, a;-YCV, B1-YNV, B:-YCV und
die C-terminal verknipften Konstrukte a;-YNH, a;-YCH, B:-YNH, B;-YCH zu generieren. Die
Clal-Erkennungssequenz ist in dam® E.Coli Bakterienstammen, wie z.B. XL-BIueTM,
methyliert und fur die Restriktionsnuklease Clal nicht erkennbar. Daher wurden die Plasmide
vor dem Restriktionsverdau in einem dam™ E.Coli Stamm (SCS110, Stratagene, La Jolla,
USA) retransformiert. Die cDNA der sGC-Untereinheiten  wurde  mittels
Doppelrestriktionsverdau (Clal, 1 h 37°und BsiWI, 1 h 55C) aus den Ursprungsvektoren
geschnitten, in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt und aus der Gelmatrix mittels dem
Gel-Extraktions-Kit QiaQuick™ (Qiagen, Hilden) eluiert. 50 ng der Zielvektoren wurden mit
Clal und BsiWI gemalfd Standardprotokoll des Herstellers linearisiert, dephosphoryliert und

folgendermalien ligiert:

Ligationsansatz 2 pl 10 x Rapid-Ligations-Puffer
50 ng linearisierte und dephosphorylierte Vektor DNA
x ng cDNA (Vektor:Insert - 1:5)
ad 20 ul H,O (DNAse frei)

Die Ansatze wurden 30 min bei 20T inkubiert. AnschlieBend wurde 1 pl des
Ligationsansatzes in kompetente E.Coli (XL1-Blue™) transformiert und auf LB-Agarplatten
(100 pg/ml Amplicillin) ausgestrichen. Es wurden 5 Kolonien gepickt, mit diesen 2 ml
Ubernachtkulturen angeimpft und die Plasmide mittels Mini-Praparation (Qiaprep™ Mini,
Qiagen, Hilden) isoliert. Die Ligation wurde durch Restriktionsverdau Uberprift und positive

Klone anschlie3end sequenziert (Invitek, Berlin).

Ubersicht der Klonierungsstrategien der generierten und getesteten Konstrukte:

Donor (cDNA) _ Restriktions-
cDNA _ Zielvektor Konstrukt Name
Plasmid endonukleasen
0,-sGC pcDNAI/Amp EGFP-N2 Hindlll/Xbal 0,-sGC/IGFP
(Invitrogen) (BD Biosciences)
B1-sGC pRC/CMV DsRed-C2 Hindlll/Xbal B:-sGC/DsRed
(Invitrogen) (BD Biosciences)
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cDNA Donor (cDNA) Zielvektor Restriktions- Konstrukt Name
Plasmid endonukleasen
01-sGC pcDNAI/Amp YC 1-154 in HA/CMV | BsiWI/Clal 03-YCV (N-terminal)
(Invitrogen) (Kerpolla) 0;-YCH (C-terminal)
B1-sGC pRC/CMV YC 1-154 in HA/CMV | BsiWI/Clal B1-YCV (N-terminal)
(Invitrogen) (Kerpolla) B1-YCH (C-terminal)
0,-sGC pcDNAI/Amp YN 155-238 in BsiwI/Clal 01-YNV (N-terminal)
(Invitrogen) pFlag/CMV (Kerpolla) a;-YNH (C-terminal)
B1-sGC pRC/CMV YN 155-238 in BsiwI/Clal B1-YNV (N-terminal)
(Invitrogen) pFlag/CMV (Kerpolla) B1-YNH (C-terminal)

2.6.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der DNA-L6sungen wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm
(Biophotometer, Eppendorf) in Einwegkivetten (UVette™, Eppendorf) bestimmt. Durch
Verdinnung wurde die Konzentration auf 1 pg/pl eingestellt. Die OD,g sollte in einem
Bereich von 0,1 bis 0,8 liegen.

2.6.7 Transiente Cotransfektion der sGC-Untereinhei  ten in die cGMP-Reporterzelllinie
Um das Aktivitatsmuster der Fusionsproteine von sGC und Fluoreszenzproteinen sowie die
Auswirkung von Mutationen der sGC auf die Aktivierbarkeit des Enzyms durch NO, den
sGC-Stimulator BAY 41-2272 und den sGC-Aktivator BAY 58-2667 zu untersuchen, wurden
die jeweiligen Vektoren fur die a;- und B;-Untereinheit der sGC in eine cGMP-
Reporterzelllinie transient cotransfiziert.

Die Zellen wurden in einer Dichte von 10.000 Zellen/Well in 96-Well-Zellkulturplatten
ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen nach folgendem optimierten Protokoll mit den
Transfektionsreagenzien Lipofectamin™ und Plus™ (Invitrogen, Karlsruhe) transient

transfiziert:

DNA-LGsung 1 Well 96er Platte
sGC a;-Vektor 36 ng 3,5ug
sGC ;-Vektor 36 ng 3,5 ug
Optimem-Medium Sul 480 pl
Plus™-Reagenz 0,25 pl 24 ul

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

Raumtemperatur (RT)
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Lipofectamin ™-Lésung 1 Well 96er Platte
Lipofectamin™ 0,6 ul 57 ul
Optimem-Medium 5ul 480 ul

Lipofectamin™-Lésung zur DNA/Plus™-Lésung geben

Komplexierung der DNA mit Lipofectamin™ 30 min bei RT

Verdinnung mit Optimem-Medium

1 Well 96er Platte
Optimem-Medium 90 pl 8,6 ml
Medium aus den 96-Well-Platten entfernen
100 pl der Transfektionslosung je Well pipettieren
3 h bei 37T inkubieren
Transfektionsmedium entfernen

100 pl Kulturmedium ohne Selektionsmarker je Well zugeben

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

wurden die Zellen zur Messung des cGMP-Gehaltes vorbereitet (siehe 2.6.9).

2.6.8 Transiente Transfektion von cGMP-Reporterzell en, HUVEC und HASMC fir die
Konfokalmikroskopie

Um die subzellulédre Lokalisation der sGC und die Dimerisierung der Untereinheiten der sGC
zu untersuchen, wurden die Vektoren der Fusionsproteine von a;- und (3;-Untereinheit der
sGC mit den Fluoreszenzproteinen EGFP, DsRed und eYFP-Teilstiicken transient in die
cGMP-Reporterzelllinie cotransfiziert. Fir die Lokalisationsstudien wurden zusatzlich HUVEC
und HASMC transient mit GFP-a,/B:-sGC transfiziert.

Die Zellen wurden in einer Dichte von 20.000 Zellen/Kammer in 8-Kammer-
Zellkulturobjekttragern ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen nach folgendem optimierten
Protokoll mit den Transfektionsreagenzien Lipofectamin™ und Plus™ (Invitrogen, Karlsruhe)

transient transfiziert:
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DNA-Ldsung 1 Kammer 8-Kammer Objekttrager
sGC a;-Vektor 250 ng 2,0 ug
sGC B;-Vektor 250 ng 2,0 ug
Optimem-Medium S0 pl 400 l
Plus™-Reagenz 0,84 pl 6,72 pl

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

™

Lipofectamin ""-Lésung 1 Kammer 8-Kammer Objekttrager
Lipofectamin™ 4,2 ul 33,6 pl
Optimem-Medium 50 ul 400 pl

Lipofectamin™-Lésung zur DNA/Plus™-Lésung geben

Komplexierung der DNA mit Lipofectamin™ 30 min bei RT

Verdinnung mit Optimem-Medium
1 Kammer  8-Kammer Objekttrager
Optimem-Medium 100 pl 0,8 ml
Medium aus den 8-Kammer Objekttragerm entfernen
200 pl der Transfektionslésung je Kammer pipettieren
3 h bei 37T inkubieren
Transfektionsmedium entfernen

200 pl Kulturmedium ohne Selektionsmarker je Kammer zugeben

Um eine ausreichende transiente Expression des Enzyms zu gewahrleisten, wurden die
Zellen fur 24 h in Kulturmedium ohne Selektionsmarker inkubiert (37C, 5% CO ). Danach
wurden die Zellen fur die Messung am konfokalen Fluoreszenzmikroskop vorbereitet (siehe
2.8).

2.6.9 Messung der sGC-Mutanten im cGMP-Readout-Syst em

Ein intrazellulares cGMP-Messsystem wurde durch die stabile Transfektion einer
chinesischen Hamster Ovarien (CHO)-Zelle mit Aequorin und einem Ca**-leitenden
cyclischen-Nukletoid-gesteuerten lonenkanal (CNG2A) generiert (Wunder et al., 2005). Das
Messsystem beruht darauf, dass Aequorin, ein Protein der pazifischen Leuchtqualle
Aequorea forskalea (Hastings et al., 1969; Shimomura und Johnson, 1970), in Gegenwart
der Cofaktoren Coelenterazin und Ca”* eine Biolumineszenz aussendet. Diese
Biolumineszenz ist direkt proportional zum cGMP-Gehalt, da cGMP die Offnung der CNG2A-

Kanale und damit den Ca®* Einstrom reguliert. In diese Reporterzelllinie wurden die
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codierenden Plasmide fir die nativen bzw. die mutierten a;- und (:;-sGC Untereinheiten
transient cotransfiziert. Die Zellen wurden fir 3 h vor der Transfektion mit Coelenterazin
(Cafty, 200 mM IBMX, 0,83 pg/ml Coelenterazin) bei 37T inkubiert. Unmittelbar vor der
Messung wurde die transient exprimierte sGC durch Zugabe der jeweiligen Substanz fur 10
min bei RT stimuliert. Durch Zugabe von 10 mM CaCl,-Losung je Well in einer lichtdichten
CCD-Kamera wurde die Biolumineszenz initiiert. Die erfolgte Biolumineszenz wurde Uber
einen Zeitraum von 60 s aufgenommen. Dieses Testsystem ermoglicht es, die
Aktivierbarkeit der sGC durch Substanzen und den Einfluss von Mutationen im

intrazellularen System zu untersuchen.

2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.7.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte durch ein Farbreagenz (Protein Assay,
BioRad), basierend auf einer Methode von Bradford (1976). 10 ul Probe wurden mit 200 pl
Farbstofflosung in einer 96-Well-Platte gemischt und 10 min bei RT zur stabilen Ausbildung
eines Farbstoff-Protein-Komplexes inkubiert. Im ELISA-Reader wurde die Extinktion bei 595

nm gegen einen Leerwert gemessen und die Werte gegen eine BSA-Eichgerade kalibriert.

2.7.2 Herstellung eines subzellularen Extraktes

Die zu testenden Zellen wurden aus konfluenten Zellkulturflaschen (175 cm2 Bodenflache)
mit Zelldissoziationspuffer abgeldst, abzentrifugiert (1000 rpm, 5 min, 4C) und das Zellpellet
in 500 pl Zelllysepuffer resuspendiert. Die Zellmembran wurde durch Ultraschallbehandlung
(60 s) zerstort. AnschlieBRend wurden I|6sliche zellulare Bestandteile von den
Membranbestandteilen durch Ultrazentrifugation (50.000 g, 30 min, 4C) abgetrennt. Die im
Uberstand befindlichen I8slichen Proteine wurden mittels Gelektrophorese, wie unter 2.7.3

beschrieben, aufgetrennt und detektiert.

2.7.3 Gelelektrophorese von Proteinen

Fur die Untersuchung von Proteinen wurden diskontinuierliche, vertikale SDS-Polyacrylamid
(SDS-PAGE) Minigele nach Laemmli (1970) fur das Gelsystem Mini-Protean 1l (BioRad,
Munchen) verwendet. SDS bewirkt die Entfaltung der Proteine und maskiert deren
Eigenladung, daher werden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Glycin
wird in diesem System als Tragerion eingesetzt. Es wurden 10%ige Trenngele (ProGel,
Anamed, Darmstadt) verwendet.

Das Gel wurde in der vertikalen Proteingelkammer (BioRad, Minchen) fixiert und mit

Laufpuffer geflutet. Die Proteinproben wurden mit Laemmli-Probenpuffer (siehe 2.4.3)
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versetzt und anschlieBend 5 min bei 95T denaturiert. Proteine und Zellbestandteile, die
nicht in Loésung gingen, wurden unmittelbar vor dem Auftragen abzentrifugiert
(Tischzentrifuge: 10.000 rpm, 3 min). Die Auftragemenge der Proteine betrug 10 pg und der

Gellauf erfolgte bei 200 V im Kihlraum Uber einen Zeitraum von 90 min.

2.7.4 Western Blot

Die durch Gelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden nach einer von Towbin (1979)
entwickelten Methode auf eine Nitrocellulose-Membran passender Grof3e transferiert. Hierfr
wurden das zu blottende Gel, die Nitrocellulose-Membran und die ,Fiberpads® in
Transferpuffer (siehe 2.4.4) &aquilibriert. AnschlieRend wurde ein Sandwich aus Gel,
Membran und ,Fiberpads” luftblasenfrei in eine Blotkassette gelegt. Diese Kassette wurde in
eine mit eiskaltem Transferpuffer befiillte Blotkammer berfiihrt (Mini Blot Transfer Cell™)
und der Transfer bei 100 V fur 1 h im Kuhlraum durchgefihrt. Hiernach wurden die Proteine
detektiert (siehe 2.7.5).

2.7.5 Anfarbung von Proteinen auf Membranen

Die von Harlow und Lane 1988 entwickelte Methode des ,Immuno-Sandwich-Assays"” basiert
auf dem Prinzip der Antigen-Antikorper-Reaktion. Die zur Detektion der gewiinschten
Proteinbanden eingesetzten Antikdrper binden an einem Epitop des zu detektierenden
Enzyms. Hierzu wurde die Nitrocellulose-Membran nach erfolgtem Proteintransfer 60 min bei
4T in TBS-T/3% (w/v) BSA, zur Absattigung unspezif ischer Bindungsstellen, inkubiert. Die
verwendeten spezifischen Antikdrper wurden fur die a;-Untereinheit 1:3000 (Cayman, Ann
Arbor, USA), fur die [3;-Untereinheit 1:2000 (Cayman, Ann Arbor, USA) und fur Aktin 1:5000
(Sigma, Deisenhofen) in TBS-T/3% (w/v) BSA/0,01% Natriumazid verdinnt. Die Membran
wurde nach dreimal fanfminitigem Waschen in TBS-T dber Nacht bei 4T im
Rundumschittler mit der jeweiligen Antikdrperlésung inkubiert. Nach der Inkubation wurde
die Membran dreimal in TBS-T gewaschen (5 min), um Uberschiissigen Erstantikbrper zu
entfernen. Der biotinylierte Zweitantikdrper, Anti-Kaninchen-IgG-Biotin fir polyklonale in
Kaninchen generierte Erstantikorper (Vectastain ABC Kit, Vectorlabs, Wiesbaden), wurde
gemal Herstellerangaben in TBS-T verdiinnt und die Membran 30 min darin inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen (5 min) in TBS-T wurde die Membran 30 min, geman
Herstellerangaben, in einer Ldsung aus Avidin und biotinylierter Meerrettich-Peroxidase
(Vectastain ABC Kit, Vectorlabs, Wiesbaden) inkubiert. AnschlieRend wurde diese dreimal
30 min in PBS gewaschen. Die Detektion erfolgte durch Lumineszenz, die durch Zugabe von
ECL-Reagenz (Amersham Biosciences, Freiburg) erzeugt wurde und durch Exposition auf

einen ECL-Hyperfilm (Amersham Biosciences, Freiburg) in der Dunkelkammer detektiert
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wurde. Die Filme wurden am Densitometer eingescannt und mit Hilfe der Software Quantity

One (BioRad, Miinchen) ausgewertet.

2.7.6 Immunhistochemie

Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation der sGC mittels Immunhistochemie wurden
GColf8.9.7-Zellen in einer Dichte von 20.000 Zellen/Zellkammer (NuncNalgene, Naperville,
USA) ausgesat. Die GColf8.9.7.-Zelllinie ist eine mit a,/B;-sGC stabil transfizierte cGMP-
Reporterzelle. 48 h nach der Aussaat wurden die Zellen 10 min bei RT mit dem sGC-
Stimulator BAY 41-2272, dem NO-Donor DEA/NO, dem sGC-Inhibitor ODQ oder PBS
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit 4%iger
Paraformaldehyd-L6sung fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen erneut dreimal mit
PBS gewaschen und danach 1 h bei RT mit 3%iger BSA-L6sung inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen fir den Antikdrper zu blockieren. Danach wurden die Zellen erneut dreimal
mit PBS gewaschen und Uber Nacht mit einem Priméarantikérpergemisch gegen die a;-sGC
(1:3000, Cayman, Ann Arbor, USA) und B;-sGC (1:2000, Cayman, Ann Arbor, USA)
Untereinheit bei RT inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Antikorperlésung entfernt, die
Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und 1 h mit dem EGFP-markierten
Sekundarantikérper Alexa 488 (1:1000, Invitrogen, Karlsruhe) bei RT inkubiert. Da
Fluoreszenzfarbstoffe generell lichtempfindlich sind, wurden die Zellen ab diesem Schritt
durch  Alufolie vor Lichteinstrahlung geschitzt. Nach der Entfernung des
Sekundarantikdrpers wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und die Membran durch
zehnmindtige Inkubation bei RT mit Alexa 594-WGA (1:400, Invitrogen, Karlsruhe), einem
rot fluoreszierenden Farbstoff, der sich in die Membran einlagert, angefarbt. Im Anschluss
wurden die Zellen am konfokalen Fluoreszenzmikroskop, wie unter 2.8. beschrieben,

mikroskopiert.

2.7.7 sGC-Aktivitats-Assay

Aktivitditsmessung am h&mhaltigen Enzym

Nach einer von Honicka (1999) entwickelten Methode wurde Uber die Bildung von
[a*P)-GTP zu [0*°P]-cGMP die Aktivitat der isolierten sGC bzw. von sGC-haltigen
Zellhomogenaten gemessen. Die sGC-Praparation wurde gegebenenfalls, je nach

spezifischer Aktivitat, vor dem Assay in Probenpuffer verdinnt.

Assayansatz 40 ul Inkubationspuffer
20 pl sGC-Préaparation
20 pl Substanzlésung
20 pl Substratlésung
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Bis auf die Substratlosung wurden alle Bestandteile auf Eis zusammenpipettiert und
hiernach im 37° warmen Wasserbad inkubiert. Nach dreiminitiger Inkubation wurde die
Reaktion durch Zugabe von 20 ul GTP-Substratldsung gestartet und nach weiterer
zehnminutiger Inkubation bei 37C durch Zugabe von 400 pl Zinkacetat (100 mM) und 500 pl
Natriumcarbonat (120 mM) abgestoppt. AnschlieRend wurde der von Zinkcarbonat mit nicht
umgesetzten GTP gebildete weil3e Niederschlag abzentrifugiert (5 min, 2800 rpm, 4C). Um
in der Probe verbliebenes GTP abzutrennen, wurde der Uberstand tber eine mit Tris-HCI
(100 mM, pH 7,5) aquilibrierte Aluminiumoxidsaule (S&ulenbett: 1 ml) chromatographiert.
Das gebildete cGMP wurde mittels 10 ml Tris-HCI (100 mM, pH 7,5) mit einer Ausbeute von
60 % eluiert und in 20 ml SzintillationsgefdlRen aufgefangen. Im Anschluss wurde die
Aktivitat der Proben in einem FlUssigkeits-Szintillations-Counter gemessen und die

spezifische Aktivitat der Proben nach folgender Gleichung bestimmt:

CPMprgpe ~ CPMgorvert x GTPHM

Cmeingesetzte Aktivitat W X I:min X Ppg

Spezifische Aktivitat { uM } -
ugx min

W = Wiederfindungsrate (0,6)
P = Enzymmenge (1g)

t = Zeitdauer des Assays (min)

Aktivitditsmessung am hamfreien Enzym

Um die Aktivitat hamfreier sGC-Préparationen zu bestimmen, wurde das Enzym nach einer
Methode von Foérster hamfrei gemacht (Forster et al., 1996). Die sGC-Praparation wurde in
Probenpuffer (siehe 2.4.6) mit 0,5% Tween-20 versetzt, was zu einem Verlust der

prosthetischen Hamgruppe flhrt. Der Test wurde, wie oben beschrieben, durchgefihrt.

2.8 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie, die 1955 von Marvin Minsky entwickelt wurde,
wird unter anderem fur die Detektion fluoreszierender Proteine auf zellularer Ebene
verwendet (Minsky, 1988). Das Prinzip der Mikroskopiermethode basiert auf einem Laser,
dessen monochromatisches Licht mit der Wellenldnge, die dem Absorptionsmaximum des
fluoreszierenden Proteins entspricht, Gber einen dichroischen Spiegel auf die Probe gelenkt
wird. Das von dem fluoreszierenden Protein emittierte Licht wird durch den dichroischen
Spiegel hindurchgelassen und Uber einen Detektor zu digitalen Bildinformationen verarbeitet.
Eine konfokal, das hei3t in konjugierter Ebene zur Probe, angebrachte Lochblende

fokussiert das Licht der Probe, wahrend das Streulicht aus anderen Schnittebenen
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herausgefiltert wird. Hierdurch ist die Fokussierung auf eine einzige Schnittebene der Probe
mdglich. Durch die computergesteuerte Rasterung mit dem Laser wird eine Vielzahl von
Schnittbildern  erzeugt, welche anschlieBend zu einem dreidimensionalen Bild
zusammengesetzt werden konnen.

Fur die Messung am konfokalen Fluoreszenzmikroskop wurden Zellen in 8-Kammer
Objekttragern (NuncNalgene, Naperville, USA) kultiviert und transient mit dem jeweiligen
fluoreszierenden Fusionsprotein der sGC transfiziert (siehe 2.6.7). 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 250 pl PBS/Kammer gewaschen, um FCS-Reste, welche
die Fluoreszenzmessung stéren, zu entfernen. Anschlieend wurden die Zellen je nach
Fragestellung mit 250 pl sGC-aktivierender Substanz 10 min bei 37T inkubiert.
Gegebenenfalls wurde die Zellmembran mit Alexa 594-WGA (1:400, Invitrogen, Karlsruhe)
angefarbt. Im Anschluss an die Farbung wurden die Zellen erneut zweimal mit 250 pl PBS
gewaschen und mit 250 ul 4 %iger Paraformaldehyd-Lésung fixiert, um den Zellzustand zu
erhalten. Die nachfolgende Messung am konfokalen Fluoreszenzmikroskop erfolgte bei

folgenden Aufnahmeparametern:

VergroRerung 63-fach bzw. fir HUVEC 24-fach

Anregung GFP/DsRed: 488 nm Ar-Laser und 543 nm He/Ne-Laser
YFP: 514 nm Ar- Laser

Photomultiplier 1 GFP: 518 - 524 (Fluoreszenz, grin)

Photomultiplier 2 DsRed: 680 - 690 (Fluoreszenz, rot)

Photomultiplier 3 YFP: 505 — 600 (Fluoreszenz, gelb)

Geschwindigkeit der Abtastung: 983,04 ms

Vor Beginn der Aufnahmen wurden Kontrast und Rauschunterdrickung bei der jeweiligen
Gerateeinstellung fir alle verwendeten Kanéle optimiert. Von den exprimierenden Zellen
wurden bei 63-facher bzw. 24-facher VergroRerung Aufnahmeserien durch die
verschiedenen Schnittebenen aufgenommen. Je nach Lage und Dicke der exprimierenden
Zelle wurde die gesamte Zelle mit 10-20 Aufnahmen in der z-Achse dokumentiert. Durch die
6-12 fache Abtastung einer Schnittebene wurde der Hintergrund weitgehend reduziert. Von
jedem Transfektionsansatz wurden 3 Zellen/Zellkammer ausgewaéhlt und mit Hilfe der
integrierten CCD-Kamera dokumentiert. Uber die Bildbearbeitungssoftware LSM 510 der

Anlage wurden die Bilder zu jeweils einer Aufnahme zusammengefuhrt.
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2.9 Zellkultur

2.9.1 Prokaryotische Zellen

Die E.Coli Stimme ,XL-1 Blue supercompetent cell* (dam®) (Stratagene, La Jolla, USA) und
.SCS-110" (dam’) (Stratagene, La Jolla, USA) wurden zur Transformation und
Retransformation von Plasmiden verwendet. Der dam™ E.Coli Stamm ,SCS-110“ wurde
lediglich zur Transformation von Plasmiden, die mit Xbal oder Clal verdaut werden sollten,
eingesetzt, da in dam” Zellen die Erkennungssequenzen dieser Restriktionsendonukleasen
methyliert vorliegen und daher nicht durch die Restriktionsendonukleasen erkannt werden.
Fur alle anderen Transformationen von Mutagenesen und Klonierungen sowie fir
Retransformationen wurde der dam® ,XL-1 Blue supercompetent cell* E.Coli Stamm
verwendet. Die Kultivierung beider Stamme erfolgte in LB-Medium bzw. LB-Agarplatten bei
37<C.

2.9.2 Eukaryotische Zellen

Die cGMP-Reporterzelllinie wurde zur Untersuchung des Aktivitatsprofiles von sGC-
Mutanten und fir die Untersuchungen zur Translokalisation und Dimerisierung der sGC
verwendet. Fir die Untersuchungen zur Translokalisation wurden zusatzlich HUVEC
(Cascade Biologics, Mansfield, UK) und HASMC (Cascade Biologics, Mansfield, UK)
eingesetzt. Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurde die mit sGC stabil

transfizierte cGMP-Reporterzelllinie GColf8.9.7-Zelllinie verwendet.

Das Medium fur die cGMP-Reporterzelllinie, eine stabil mit dem cGMP-abhangigen CNG2A-
lonenkanal und Aequorin transfizierte CHO-Zelle, setzte sich wie folgt zusammen:

500 ml Alpha-Medium

50 ml FCS (10%)

5 ml Penstrep (1%)

5 ml Glutamin (1%)

1250 pl Zeocin (0,25 mg/ml)
Die Zellen wurden alle drei Tage mit Zelldissoziationspuffer aus den Zellkulturflaschen
(175 cm? Bodenflache) abgel6ést und 1:10 in Medium verdinnt in neue Zellkulturflaschen

passagiert.
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Fur die mit sGC stabil transfizierte cGMP-Reporterzelllinie, GColf8.9.7., wurde folgende
Mediumzusammensetzung verwendet:

500 ml DMEM/Nut-Mix F12

50 ml FCS (10%)

10 ml Geneticin (2%)

5 ml Penstrep (1%)

5 ml Na-pyruvat (1%)

5 ml Na-bicarbonat (1%)

5 ml Amphotericin (1%)

1250 pl Zeocin (0,25 mg/ml)
Die Zellen wurden alle drei Tage mit Zelldissoziationspuffer aus den Zellkulturflaschen
(175 cm? Bodenflache) abgeloést und 1:10 in Medium verdinnt in neue Zellkulturflaschen

passagiert.

HUVEC wurden in folgendem Medium kultiviert:

500 ml Medium 200

10 ml Low Serum Growth Supplement
Die Zellen wurden alle drei Tage mit Trypsin/EDTA gewaschen und abgeltst. Nach 10 min
waren die Zellen vollstandig vom Zellkulturflaschenboden abgel6st, sie wurden 1:5 in

Medium verdinnt und in neue Zellkulturflaschen (175 cm? Bodenflache) passagiert.

Die HASMC wurden in folgendem Medium kultiviert:

500 ml Medium 231

25 ml Smooth Muscle Growth Supplement

5 ml Smooth Muscle Cell Differentiation Supplement
Die HASMC wurden nach dem gleichen Protokoll, wie oben fir die HUVEC beschrieben,
passagiert, mit der Ausnahme, dass die HASMC im Verhdltnis 1:3 in Medium verdinnt

wurden.

2.10 Isolierte Gefalle

2.10.1 Aorten von spontan hypertensiven Ratten

Die vasorelaxierende Wirkung von Substanzen an Aorten von sechs Wochen alten SHR und
normotensiven Ratten (Wistar Kyoto/MOI, Taconic, Hudson, USA) wurde wie folgt
untersucht: Die Ratten wurden mit einer Uberdosis Phenobarbital getotet, die Bauchaorten
herausprapariert, vom umliegenden Gewebe abgetrennt und in 5 mm grof3e Stiicke geteilt.
Wahrend der Préparation wurde darauf geachtet, dass das Endothel nicht beschadigt wird.

Nach der Isolierung wurden die Aortenringe in FCS-haltigen Krebs-Henseleit-Puffer
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uberfihrt und fur 24 h bei 37C, 5% CO , in diesem inkubiert. Die Gefal3e wurden unter einer
Anfangsspannung von 2 g in die mit Krebs-Henseleit-Puffer (37<C, 5% CO ;) beflllten 5 ml
GefalRbader der Organapparatur eingehangt und hiernach fir 90 min aquilibriert. Der Krebs-
Henseleit-Puffer wurde alle 15 min wahrend des gesamten Versuchsablaufes erneuert,
auBer wahrend der Erstellung der Konzentrations-Wirkungskurven. Die Kontraktionen
wurden isometrisch Uber einen Statham-UC2-Verstarker aufgezeichnet, der an ein
DASIB02HS-Datenermittlungsboard (Keithley Instruments, Cleveland, USA) angeschlossen
war. Nach der Aquilibrationsperiode wurden die Gefale mit 80 mM KCI-Lésung kontrahiert,
um die Funktion der GefaRe zu testen. Jeder Kontraktion folgte eine Serie von 16
Waschzyklen und eine Erholungsperiode von 28 min. Nach dem Auswaschen der KCI-
Lésung wurden die GefaRe mehrmals mit Phenylephrinlésung (3x10® g/ml, Neosynephrin-
POS® Ursapharm, Saarbriicken) kontrahiert, bis ein stabiles Kontraktionsplateau erreicht
war. AnschlieBend wurde die gefalirelaxierende Eigenschaft der zu untersuchenden

Substanzen durch kumulative Zugabe ermittelt.

2.10.2 Arterien von Watanabe Kaninchen

Die Vasorelaxation von Saphena-Arterien von 1,5-jahrigen mannlichen weil3en
Neuseelander Kaninchen (2-3 kg) (NZW; E.S.D. Romans Elevage Scientifique des Dombes,
Chatillon sur Chlaronne, France) und mannlichen atherosklerotischen Watanabe Kaninchen
(WHHL; CRP:WHHL Covance Research Products, Denver, USA) wurde wie folgt
untersucht: Die Kaninchen wurden mit einer Uberdosis Thiopental (Trapanal”, Altana,
Konstanz) getdtet. Die Saphena-Arterien wurden herausprapariert, von umliegendem
Gewebe getrennt und in 3 mm breite Ringe geteilt. Diese Ringe wurden sofort unter einer
Vorspannung von 4 g in die mit Krebs-Henseleit-Puffer (37C, 5% CO,) beflllten 5 ml
Organbader eingehangt. Die Ermittlung der Daten erfolgte wie unter 2.10.1 fir Ratten

Aortenringe beschrieben.

2.10.3 Aorten von ApolipoproteinE Knockout Mausen

Méannliche ApoE"'-Mause wurden ab einem Alter von sechs bis acht Wochen mit normalem
Futter oder mit einer Hochfettdiat 16 Wochen lang ernahrt. Die Hochfettdiat besteht,
angelehnt an die in westlichen Industrienationen Ubliche Nahrungszusammensetzung, aus
21% Fett, 0,15% Cholesterol und 19,5% Casein (Ssniff, Soest). Die Mause wurden unter
Volinarkose mit Thiopental (Trapanal”, Altana, Konstanz) dekaptiert, die Bauchaorten isoliert
und in 1,5 mm breite Sticke prapariert. Die Aortenringe wurden sofort unter einer
Anfangsspannung von 0,5 g in 5 ml Organbader, die mit 37C warmer Krebs-Henseleit-
Losung (5% CO,) beflllt waren, eingehangt. Die Aortenringe wurden mit 100 nM

Kaliumchlorid-Losung dreimal vorkontrahiert. Jeder Kontraktion folgte eine Serie von 16
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Waschzyklen und eine Erholungsperiode von 28 min. Hiernach wurden die Aortenringe
durch das Thromboxananalogon 9,11-dideoxy-9a,11a-methanoepoxy-Prostaglandin-F2a
(U46619) (3x10° g/ml, Cayman, Ann Arbor, USA) maximal kontrahiert. Nachdem die
Maximalkontraktur ein Plateau erreicht hatte, wurden die Testverbindungen kumulativ zur
Organbadlosung hinzugefiigt und deren vasorelaxierende Wirkung ermittelt. Die Daten

wurden, wie unter 2.10.1, beschrieben protokolliert.

2.10.4 Humane Arterien
Die relaxierende Wirkung von BAY 58-2667 wurde auch an humanen Gefalien untersucht.
In die Studie wurden Patienten, die sich einer Huftoperation unterzogen, eingeschlossen,
wenn folgende Kriterien erfillt waren:

» Alter zwischen 50 und 75 Jahren

« keine Risikofaktoren fur Atherosklerose und kein Diabetes-Typ-II

oder
» mehr als zwei Risikofaktoren fir Atherosklerose und Diabetes-Typ-1l seit
mindestens zwei Jahren

Folgende Ausschlusskriterien wurden verwendet:

 Alter unter 50 und Uber 75

« Diabetes-Typ-I

« Vasodilatations-Therapie wahrend der Operation
Die Krankheitsgeschichte der eingeschlossenen Patienten wurde mit einem Standardbogen
dokumentiert, welcher folgende Punkte ermittelte:

* Art der Operation und Art der Anasthesie

« Zusatzliche Erkrankungen/Vorkommnisse

- Standard Laborwerte

» RegelméaRige Medikation
Wahrend einer Huftoperation wurden Arterien mit einem Durchmesser zwischen 1,5 mm und
2,5 mm vom Mesocolon gelést und 2 cm lange Stiicke wurden vorsichtig von Fett und
anhaftendem Gewebe getrennt. Die praparierten Arterien wurden unmittelbar danach in
einen Behalter mit eisgeklUhlter FCS- und Antibiotika-haltiger Krebs-Henseleit-Losung
Uberfuhrt und sofort ins Untersuchungslabor transportiert. Dort wurde die Relaxation der
Gefalle, wie unter 2.10.1 fur Ratten Aorta beschrieben, ermittelt.
Die durchgefuhrte Studie war im Einklang mit der Erklarung von Helsinki und durch die
Ethik-Kommission der Universitat Witten/Herdecke genehmigt (Nr. 82/2004).
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2.11 Konstruktion eines Homologiemodells der Hambin dungsdomane

Mit Hilfe des Struktur-Vorhersage-Programms Prime® (Prime Schrédinger LLC, Portland,
USA) wurde ein Homologiemodell der Hambindungsdomane (3; 1-195) der sGC angefertigt.
Als Basis fur das Modell wurde die Kristallstruktur der Hamdoméne von
Thermoanaerobacter tencongensis (1 U55.pdb) verwendet, welche 19% Sequenzidentitat

zur Hambindungsdomane der sGC besitzt (Pellicena et al., 2004; Nioche et al., 2004).
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Hambindung und der Hambin  dungstasche der sGC

Der genaue Aufbau der hambindenden Domane der sGC ist aufgrund einer fehlenden
Kristallstruktur ~der nativen sGC bislang unbekannt. Durch spektroskopische
Untersuchungen wurde der N-terminale Bereich der Bi-Untereinheit als Hambindungsregion
identifiziert. Innerhalb dieser Region konnten durch Mutagenesestudien Hisygs als zentraler
Ligand des Eisens der Hamgruppe sowie Tyrizs und Argise als Ankeraminosauren der

Hampropionate identifiziert werden.

3.1.1 Charakterisierung von  B;Ser3;
Ein Multisequenzalignment der Hambindungsdoméne der sGC verschiedener Spezies

zeigte, dass zwischen den identifizierten Ankeraminoséuren der prosthetischen Hamgruppe,
Tyriss und Argisg, €in hoch konserviertes Serin lokalisiert ist. Der hohe Konservierungsgrad
und die Lage zwischen Tyrizs und Argisg lieBen eine Beteiligung von [3;Seriz; an der
Hambindung vermuten. Um die Bedeutung von [3;Ser;3; auf die Hambindung zu
untersuchen, wurde [(;Ser;3; gegen Alanin ausgetauscht und das Aktivitatsprofil der
B:Seri37Ala-sGC mittels transienter Transfektion in die cGMP-Reporterzelllinie und in sGC-
Aktivititsmessungen charakterisiert (siehe 2.6.7 und 2.7.7).

Mit Wildtyp-sGC (WT-sGC) transient transfizierte cGMP-Reporterzellen wiesen ein fur
hamhaltige sGC typisches Aktivierungsprofil auf (Abb. 3.1). Inkubation mit dem NO-
unabhangigen, aber Ham-abhéngigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 fihrte zu einer
konzentrationsabh&ngigen Stimulation des Enzyms. In Gegenwart von 10 nM DEA/NO, einer
Konzentration, die selbst nur einen minimal aktivierenden Effekt austibt, zeigte sich eine
uberadditive Stimulierung der WT-sGC (Abb. 3.1 A). Der NO- und Ham-unabhangige sGC-
Aktivator BAY 58-2667 aktivierte die WT-sGC konzentrationsabhéngig mit einem ECso-Wert
von 97 nM. Durch Zugabe von ODQ (10 puM) wurde die durch BAY 58-2667 induzierte
Aktivierung der WT-sGC verstarkt (Abb. 3.1 B).
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Abbildung 3.1: Konzentrationsabhangige Aktivierung von WT-sGC durch den Ham-
abhéangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 (A) und den Ham-unabhangigen sGC-Aktivator
BAY 58-2667 (B) alleine oder in Gegenwart von DEA/NO (10 nM) bzw. ODQ (10 uM) in
transient transfizierten cGMP-Reporterzellen.

Die in cGMP-Reporterzellen transient exprimierte [3;Seri37Ala-sGC wurde durch den sGC-
Stimulator BAY 41-2272 maximal 7-fach stimuliert. In Gegenwart von DEA/NO (10 nM)
wurde eine Verstarkung der durch BAY 41-2272 induzierten Stimulierung auf maximal 13-
fach beobachtet (Abb. 3.2 A). Inkubation mit dem sGC-Aktivator BAY 58-2667 aktivierte die
BiSeri37Ala-sGC maximal 19-fach. Zugabe von ODQ (10 uM) fuhrte zu keiner deutlichen
Verstarkung der durch BAY 58-2667 induzierten Enzymaktivierung (Abb. 3.2 B).
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Abbildung 3.2: Konzentrationsabhangige Aktivierung von B;Ser;3;Ala-sGC durch den Ham-
abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 (A) und den Ham-unabhéngigen sGC-Aktivator
BAY 58-2667 (B) alleine oder in Gegenwart von DEA/NO (10 nM) bzw. ODQ (10 pM) in
transient transfizierten cGMP-Reporterzellen.

Der NO-Donor DEA/NO stimulierte in cGMP-Reporterzellen transient exprimierte WT-sGC
mit einem ECg, von 60 nM maximal 9-fach. Demgegeniber konnte die in cGMP-
Reporterzellen transient exprimierte 1Ser;3;Ala-sGC durch DEA/NO nur maximal 5-fach mit

einem ECso-Wert von 70 nM stimuliert werden (Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: Konzentrationsabhangige Stimulierung von WT-sGC (A) und B;Sers/Ala-
sGC (B) durch den NO-Donor DEA/NO in transient transfizierten cGMP-Reporterzellen.

Fur sGC-Aktivitatsmessungen wurden cGMP-Zellen transient mit WT-sGC oder [3;Ser;3/Ala-
sGC transfiziert, lysiert und der die sGC enthaltene 100.000 x g Uberstand ohne weitere
Aufreinigung im sGC-Aktivitatstest eingesetzt.

Das WT-sGC Lysat wies ein fir hAmhaltige sGC typisches Aktivierungsprofil auf. Inkubation
mit dem NO-Donor DEA/NO (10 uM) resultierte in einer 119-fachen Stimulation (Abb. 3.4).

150
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3 1 durch den NO-Donor DEA/NO
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Der NO-unabhangige, aber Ham-abhangige sGC-Stimulator BAY 41-2272 stimulierte das
WT-sGC-Lysat maximal 30-fach. Zugabe von 100 nM DEA/NO, einer Konzentration, die die
sGC 43-fach stimuliert, potenzierte die durch BAY 41-2272 induzierte Enzymaktivierung auf
223-fach (Abb. 3.5 A). BAY 58-2667, der NO- und Ham-unabhangige sGC-Aktivator,
aktivierte die WT-sGC 33-fach, Zugabe von ODQ (10 uM) verstarkte die durch BAY 58-2667
induzierte Aktivierung auf 107-fach (Abb. 3.5 B). Demgegentber konnte das [;Seris/Ala-
sGC haltige Lysat weder mit DEA/NO (10 puM) noch mit dem NO-unabhangigen, aber Ham-
abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 alleine oder in Gegenwart von DEA/NO (100 nM)
stimuliert werden (Abb. 3.4, Abb. 3.5). Der NO- und Ham-unabhéngige sGC-Aktivator BAY
58-2667 aktivierte das 3;Ser;37Ala-sGC-Lysat konzentrationsabhéngig bis maximal 91-fach.
Die durch BAY 58-2667 induzierte Aktivierung wurde jedoch durch Zugabe von 10 pM ODQ
nicht verstarkt (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Konzentrationsabhéangige Aktivierung des WT-sGC (A,C) und B;Seriz/Ala-
sGC (B,D) haltigen 100,000 x g Uberstands durch den Ham-abhangigen sGC-Stimulator
BAY 41-2272 (A,B) und den Ham-unabhéngigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 (C,D) alleine
oder in Gegenwart von DEA/NO (10 nM) bzw. ODQ (10 uMm).

Um den Einfluss von B;Seri3;Ala auf die Hambindung genauer zu untersuchen, wurde
versucht, die B;Ser;s3;Ala-sGC-Mutante mit PPIX zu rekonstituieren. PPIX, die eisenfreie
Vorstufe des Hams, aktiviert die sGC durch Imitation des Nitrosyl-H&am-Komplexes. WT-sGC
und B;Seri37Ala-sGC wurden transient in cGMP-Reporterzellen exprimiert und das Zelllysat
zur PPIX-Rekonstitution verwendet. Die Rekonstitution wurde in Gegenwart von Tween-20
durchgefiihrt, um einerseits die native Hamgruppe zu entfernen und andererseits die
Rekonstitution mit PPIX zu erleichtern. PPIX aktivierte das WT-sGC-Lysat
konzentrationsabh&ngig maximal 34-fach, wahrend eine Aktivierung des [3;Ser;3;Ala-sGC
haltigen Lysats nicht erfolgte (Abb. 3.6). Zugabe des sGC-Stimulators BAY 41-2272 (1 uM),
der aufgrund der Ham-abhangigen Wirkung als intrinsische Kontrolle der Rekonstitution
verwendet wurde, potenzierte die durch PPIX induzierte Stimulation des WT-sGC-Lysats auf
maximal 148-fach (Abb. 3.6 A). In Gegenwart von BAY 41-2272 (1 uM) induzierte PPIX auch
eine konzentrationsabhangige Stimulation des [;Serjz;Ala-sGC-Lysats allerdings nur bis
maximal 25-fach (Abb. 3.6 B).
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Abbildung 3.6: Konzentrationsabhangige Aktivierung des WT-sGC (A) und B;iSeri3;Ala-sGC
(B) haltigen 100,000 x g Uberstands durch PPIX alleine oder in Gegenwart von BAY 41-
2272 (1 uM).

3.1.2 Konstruktion und Screening von sGC-Mutantend  er Hambindungstasche
Im Jahre 2004 wurde die Kristallstruktur der O,-bindenden Hamdomane des Prokaryonten

Thermoanaerobacter tencongensis, welche 19% Sequenzidentitdt zur NO-bindenden
Hamdomane der sGC aufweist, veroffentlicht. Basierend auf dieser Kristallstruktur, konnte
ein Homologiemodell der Ratten-sGC angefertigt werden (Abb. 3.7).

Abbildung 3.7: Homologiemodell der Hambindungstasche der sGC, basierend auf der
Kristallstruktur der Hamdoméane des sGC-homologen prokaryotischen Bakteriums
Thermoanaerobacter tencongensis (1 U55.pdb). Dargestellt ist die Orientierung von Hisgs,
der Ankeraminosauren der Hampropionate, Tyriss und Argise, und im Rahmen dieser Arbeit
charakterisierter Aminosauren zur Hamgruppe (aus Rothkegel et al., 2006).
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Zusatzlich wurde ein BLAST-Search der putativen Hambindungsdomane mit
anschlieendem Multisequenzalignment durchgefihrt, um konservierte Aminosauren
innerhalb  der Hambindungsdomane zu identifizieren. Der BLAST-Search der
Hambindungsdomane der Ratten-sGC ((3; 1-200) identifizierte verschiedene 3;-, 3,- sowie
0;- und ap-Untereinheiten diverser Spezies. Im anschlieBenden Multisequenzalignment
wurden ausschlie3lich Sequenzen verwendet, deren Fahigkeit zur Hambindung bekannt war
(Abb. 3.8).
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Betal Human (Q02153) (51) LVAAASKVLNLNAGEILQMEGKMEEVECQESGYDTILRVLGSNVREFLON
Betal Mouse (O54865) (51) LVAAASKVLNLNAGEILQOMEGKMEEVECQESGYDTILRVLGSNVREFLON
Betal Bovine (P16068) (51) LVAAASKVLNLNAGEILQMEGKMEEVECQESGYDTILRVLGSNVREFLON
Betal Drosophila_ (Q9VAO9) (51) LIGAAVEILNIPADDILELEGKTEFEFCQDSGYDKILQVLGATPRDFLON
Beta2 Mouse (Q8BXH3) (130) LIQEACKALDVSMEAILKLEGEYFFKECKMSGYDRMLRTLGGNLTEFIEN
Beta3 Manduca Sexta (076340) (50) LAKKAQEVLGITEREFMDOMGVYEVGEVSQYGYDRVLSVLGRHMRDFLNG
Betal Medekafish (P79998) (51) LVAAASKVLKINAGDILQOMEGKMEFEECQESGYDTILRVLGSNVREFLON
Beta2 Rat (P22717) (1) ———————————= MEAILKLEGEYFFKECKMSGYDRMLRTLGGNLTEFIEN
Beta2 Human (075343) (1) —————— e MSGYDRMLRTLGGNLMEFIEN

B1 B2

00000 TT TT

101
Ther_tencongensis_ (20807169) (98) MDE LOLTKMIKGATPPRLIAKPVAKD-AIEME)
Vibr_cholerae_(15601476) (110) DKVI 'VORLYPDAYLPQFENRVEEK--TLTMS
Betal Rat_ (Q8CHS88) (101) LDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKGLILH]|
Betal Human_(Q02153) (101) LDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKGLILH]
Betal Mouse_ (054865) (101) LDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKGLILH]
Betal Bovine_(P16068) (101) LDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDADKGKGLILH]
Betal Drosophila_(Q9VAO9) (101) LDALHDHLGTLYPGMRAPSFRCTEKDG--ELLLH]
Beta2 Mouse_ (Q8BXH3) (180) LDALHSYLALSYQEMNAPSFRVEGGADG-AMRLH]
Beta3 Manduca Sexta_(076340) (100) LDNLHEYLKFSYPRMRAPSFICENETR-QGLTLH|
Betal Medekafish (P79998) (101) LDALHDHLGTIYPGMRAPSFRCTDAEKGNNLI LH]|
Beta2 Rat_ (P22717) (39) LDALHSYLALSYQEMNAPSFRVEEGADG-AMLLH
Beta2 Human_(075343) (22) LDALHSYLALSYQEMNAPSFRVERGADG-KMFLHEY

000000 B3

151 165
Ther_ tencongensis_(20807169) (146) EGSSKFFK.EEISVE
Vibr_ cholerae (15601476) (157) LGAAKQFNQPVKITQ
Betal Rat (Q8CH88) (151) KTVAQQIHGTEIDMK
Betal_ Human_(Q02153) (151) KTVAQQIHGTEIDMK
Betal_ Mouse_(054865) (151) KTVAQQIHGTEIDMK
Betal Bovine (P16068) (151) KTVAQQIHGTEIDMK
Betal Drosophila (Q9VAO9) (149) KAVASKLHGVEVEID
Beta2_ Mouse_ (Q8BXH3) (229) EAVAKDFFDTDVAMS
Beta3_Manduca Sexta_(076340) (149) REVARHFYHKEMRIE
Betal Medekafish (P79998) (151) KTVAQQIHGTEIEMK
Beta2 Rat_ (P22717) (88) EAVAKDFFDTDVAMS
Beta2_ Human_(075343) (71) EAVAKDFFDIDVIMD

Abbildung 3.8: Multisequenzalignment eukaryotischer und prokaryotischer

Hambindungsproteine, welche eine Homologie zur hdmbindenden Doméane der Ratten-sGC
aufweisen. Die postulierte Sekundarstruktur ist oberhalb des Alignments angegeben, Pfeile
symbolisieren B-Faltblatter, Spiralen stehen fir a-Helices und TT fur Windungen. Die
Nummerierung entspricht der B;-Untereinheit der Ratten-sGC. Hydrophobe Aminosauren,
die die Hambindungstasche auskleiden, sind griin unterlegt, Aspss und Aspss sind in Gelb
markiert und konservierte Isoleucine blau. Das Hambindungsmotiv Tyr;zs-X-Seris7-X-Argisg ist
durch Sterne markiert (aus Rothkegel et al., 2006).
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Auf Grundlage des Homologiemodells der sGC in Kombination mit dem durchgefiihrten

Multisequenzalignment wurden Aminoséauren identifiziert, welche wegen ihrer Position in

Relation zur

Hamgruppe und

ihres Konservierungsgrades fir

die

intramolekulare

Signaltransduktion der sGC eine Rolle spielen kdnnten. Die in Tabelle 3.1 aufgefiihrten

Aminosauren wurden ausgetauscht und die Mutanten mittels transienter Transfektion in die

cGMP-Reporterzelllinie charakterisiert (siehe 2.6.7).

BY-A 5-GCGGTACACCATGGCCGGTTTTGTGAACC-3

BiF.A 5-CACCATGTACGGTGCTGTGAACCATGCCC-3’

BiVA 5-CATGTACGGTTTTGCGAACCATGCCCTG -3

BVsG 5-CATGTACGGTTTTGGGAACCATGCCCTG-3'

BiL::G 5-CCAAAACCTATGACGGAGTGGCTGCTGCGAGC-3

BiYisA 5-CAGTTTCTTGTGAGAATAATCGCGGATCATTCCAAAACCTATGAC-3

* BDyA 5-CTTGTGAGAATAATCTACGCCCATTCCAAAACCTATGAC-3'

* BDysA 5-GTGAGAATAATCTACGATGCCTCCAAAACCTATGACTTG-3

BiFA 5-CCTGCAGATGGCTGGGAAGAT-3

LBiMA 5-GCAGATGTTTGGGAAGGCGTTTTTCGTCTTCTGTC-3

* BF,A 5-CAGATGTTTGGGAAGATGGCATTCGTCTTCTGTCAAGAG-3’

*BiF7,Y 5-GATGTTTGGGAAGATGTATTTCGTCTTCTGTCAAG-3

BiF,L 5-GATGTTTGGGAAGATGCTTTTCGTCTTCTGTC-3’

BiFA 5-GATGTTTGGGAAGATGTTTGCCGTCTTCTGTCAAGAGTC-3’

BiFA 5-GGGAAGATGTTCTTCGTCGCATGTCAAGAGTCTGGCTATG-3'

BiCsA 5-GATGTTTTTCGTCTTCGCTCAAGAGTCTGGCTATG-3'

BiYgA 5CTTCTGTCAAGAGTCTGGCGCAGATACCATCTTGCGTGTC-3

BilgsA 5-CTGGCTATGATACCGCCTTGCGTGTCCTG-3

BiFg,A 5-GATCTAATGTCAGGGAGGCTTTGCAGAACCTCGAC-3’

Bl A 5-GAGTTTTTGCAGAACGCAGACGCCCTGCACGAC-3

BiLigA 5-GAACCTCGACGCCGCACACGACCACCTC-3

BiLigsA 5-CTGCACGACCACGCAGCCACCATCTAC -3

BiY1A 5-CTCGCCACCATCGCACCAGGGATGCG-3

BiP11sG 5-CCAGGGATGCGCGCAGGTTCCTTCCGGTGCACC-3’

BiF10A 5-GGATGCGCGCACCTTCCGCACGGTGCACCGATGCAG -3

Bili3sA 5-GCAAAGGGCTCATTGCGCACTACTACTCGG-3’

* BilisA 5-GAGGGGCTTCAGGACGCTGTGATCGGGATTATC-3’

* BilisY 5-GAGGGGCTTCAGGACTATGTGATCGGGATTATC-3

BiliisA 5-CAGGACATTGTGATCGCGATTATCAAGACTGTAG-3

Bil1iA 5-GACATTGTGATCGGGAATATCAAGACTGTAGC-3

Bil1aoAll 150A 5-CAGGACATTGTGATCGGAGCTGCTAAGACTGTAGCTCAAC-3'

BiVi6A 5-GGCTTCAGGACATTGCGATCGGGATTATCAAG-3

BiY1F 5-CAAAAGAAGAGGATTTTGTCGAAGATCTGGACAGGTTTG-3
Tabelle 3.1: Primer, die verwendet wurden, um die Mutationen innerhalb der

Hambindungstasche zu generieren. Sterne markieren Aminosauren, die fur die Aktivierung
der sGC von Bedeutung sein kdnnten.
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Ein Austausch von [;Aspss und B:Aspss gegen Alanin flhrte zu Enzymen, die durch den
Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 nicht mehr stimuliert werden konnten.
Wahrend BAY 41-2272 auch in Gegenwart von DEA/NO (10 nM) keine Stimulation der
B1AspssAla-sGC erzeugte, konnte die 1AspssAla-sGC durch eine Kombination von BAY 41-
2272 und DEA/NO konzentrationsabhangig bis maximal 32-fach stimuliert werden (Abb. 3.9
A, C). Der Ham-unabhangige sGC-Aktivator BAY 58-2667 aktivierte beide Mutanten
konzentrationsabhangig, wobei die jeweiligen ECso-Werte um den Faktor 30 (B;AspisAla-
sGC) bzw. 6 (BiAspssAla-sGC) Uber dem ECs-Wert des WT-Enzyms lagen (Tab. 3.2).
Zugabe von ODQ (10 uM) fuhrte fur beide untersuchten Enzyme zu keiner Steigerung der
durch BAY 58-2667 induzierten Aktivierung (Abb. 3.9).

A B1DasA B B1DasA
101« BAY 41-2272+ ODQ 207 BAY58-2667 + ODQ
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Abbildung 3.9: Konzentrationsabhangige Aktivierung von B;AspsAla-sGC (A,B) und
BiAspssAla-sGC (C,D) durch den Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 und den
Ham-unabhéngigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine oder in Gegenwart von DEA/NO (10
nM) bzw. ODQ (10 pM) in transient transfizierten cGMP-Reporterzellen.

Der NO-Donor DEA/NO stimulierte in cGMP-Reporterzellen transient exprimierte WT-sGC
konzentrationsabhdngig maximal 10-fach. Zugabe des sGC-Stimulators BAY 41-2272
(1 pM) potenzierte die durch DEA/NO induzierte Stimulation auf maximal 25-fach (Abb. 3.10
A). Im Gegensatz dazu filhrte DEA/NO zu keiner Stimulierung der B;AspssAla-sGC. In
Gegenwart des Ham-abhangigen sGC-Stimulators BAY 41-2272 (1 uM) konnte jedoch eine
konzentrationsabhdngige Stimulation der [B;AspssAla-sGC bis maximal 20-fach erzielt

werden (Abb. 3.10 B).
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Abbildung 3.10: Konzentrationsabhangige Aktivierung von WT-sGC (A) und B;AspssAla-
sGC (B) durch DEA/NO alleine und in Gegenwart des Ham-abhangigen sGC-Stimulators
BAY 41-2272 (1 pM) in transient transfizierten cGMP-Reporterzellen.

Ein Austausch von 3;Phes4 gegen Alanin resultierte in einem Enzym, welches das typische
Aktivierungsprofil hamfreier sGC aufwies. BiPhe;;Ala-sGC konnte durch BAY 41-2272
alleine oder in Kombination mit DEA/NO (10 nM) nicht stimuliert werden. Die durch BAY 58-
2667 induzierte konzentrationsabhangige Aktivierung auf maximal 30-fach konnte durch
Zugabe von ODQ (10 uM) nicht verstarkt werden (Abb. 3.11). Demgegeniber fihrte eine
Substitution von (;Phe;; mit Tyrosin zu einem dem WT-Enzym vergleichbaren
Aktivitatsprofil, jedoch mit um Faktor 1,3 bis 3,0 schwacheren Stimulationen im Vergleich
zum WT-Enzym (Abb. 3.11 C, D; Tab. 3.2).
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Abbildung 3.11: Konzentrationsabhangige Aktivierung von B;Phe;,Ala-sGC (A, B) und
B1Phe;,Tyr-sGC (C, D) durch den Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 und den
Ham-unabhangigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine oder in Gegenwart von DEA/NO (10
nM) bzw. ODQ (10 pM) in transient transfizierten cGMP-Reporterzellen.
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BAY 41-2272 (1 nM — 30 pM)

Mutante Kontrolle * (IJD_E '2/'\;])0 (Zé) 5,\%

ECsg x-fach EC 5 x-fach EC 5 x-fach
WT 258 4+ 24 | 148 4+ 009 | 10 4+ 35| 15 4+ 067 | nd | 21 4+ 0,05
BiDuA n.d. 1 4+ 001 n.d. 1 4+ 001 | nd 1 4+ 003
B.DusA n.d. 1,25 4+ 001 | 640 4+ 40 | 31,7 4+ 0,15 | nd. 1 4+ 008
BiF1A n.d. 1 4+ 004 n.d. 1,6 + 01 | nd | 16 + 009
By |87 + 92 [475 4 002 |41 4 07| 93 4+ 013 | nd | 12 4+ 006
BlusA [1000 +165[ 77 4+ 004 [ 96 + 5 | 103 + 006 [ nd. 2 + 001
BilusY | 430 +223]|56 4+ 005]|46 + 11| 105 4+ 004 | nd [ 13 4+ 001

BAY 58-2667 (1 nM — 30 pM)

Mutante Kontrolle " (?(I)E ﬁ/’\I;I)O (-;é) EMQ)

ECso x-fach EC 5 x-fach EC 5 x-fach
WT 98 4+ 97| 92 +012] 134 4+ 281|161 + 02| 98 4+ 23][354 + 0,08
BDuA [2910 & 25 | 141 4+ 022790 4+ 63 [147 +015] 1820 + 365[135 4+ 02
BDsA | 634 +105] 322 +013f 350 4+ 19 [246 +006| 560 4 104|288 + 0,06
,31F74A 414 + 64 | 303 4+ 0,3 690 4+ 83 |316 4+ 0,2 317 4+ 56 |300 + 01
BF.y | 57 + 5| 83 £003] 55 4+ 2 [123 +003| 50 4+ 3 [218 &+ O1
BlusA | 28 +24] 48 02| 15 4+ 13[78 4006] 76 + 18[99 4+ 003
Bilusy | 8 +29| 65 +003 47 4+ 4386 $002] 72 4+ 17|76 &+ 007

Tabelle 3.2: ECso-Werte (nm) und maximale Aktivierungsfaktoren durch BAY 41-2272 und
BAY 58-2667 in An- und Abwesenheit von DEA/NO (10 nM) sowie ODQ (10 puM) far WT-
sGC und die charakterisierten sGC-Mutanten (n.d. = nicht detektierbar).

Eine Substitution von f;lle;ss sowohl gegen Alanin als auch gegen Tyrosin fihrte zu

Aktivierungsprofilen, die dem WT-Enzym vergleichbar waren. Der NO-unabhéngige, aber

Ham-abhéngige sGC-Stimulator BAY 41-2272 flhrte zu einer konzentrationsabhangigen
Stimulation sowohl der [3;lle;4sAla-sGC als auch der Blle4sTyr-sGC. Die durch BAY 41-2272

induzierte Stimulation wurde jeweils durch Zugabe von DEA/NO (10 nM) verstarkt. Die

konzentrationsabhangige Aktivierung der (illeissAla-sGC und der BilleissTyr-sGC durch den
NO-und Ham-unabhéngigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 konnte durch Zugabe von ODQ
(10 puM) verstarkt werden (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Konzentrationsabhéangige Aktivierung von psllejssAla-sGC (A,B) und
BillessTyr-sGC (C,D) durch den Ham-abhéngigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 und den
Ham-unabhangigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine oder in Gegenwart von DEA/NO (10
nM) bzw. ODQ (10 pM) in transient transfizierten cGMP-Reporterzellen.

Alle anderen in Tabelle 3.1 aufgefihrten und untersuchten Mutanten zeigten ein

Aktivierungsprofil, das dem nativen Enzym vergleichbar war.

3.1.3 Untersuchung der Expression der sGC-Mutanten
Die transiente Expression des WT-Enzyms und der untersuchten Mutanten in den cGMP-

Reporterzellen wurde mittels Western Blot Gberprift. Polyklonale Antikdrper, die gegen die
C-Termini der a;- bzw. der B;-Untereinheit gerichtet waren, detektierten in allen Zelllysaten
der transfizierten cGMP-Zellen spezifisch die jeweilige Untereinheit. In Zelllysaten nicht
transfizierter cGMP-Reporterzellen wurde keine sGC erkannt. Aktin, welches in Zelllysaten
mittels eines monoklonalen B-Aktin Antikdrpers erkannt wurde, diente als Kontrolle der
aufgetragenen Gesamtproteinmenge. Im Vergleich zu Aktin war der Expressionsstatus von

allen untersuchten sGC-Mutanten auf vergleichbarem Niveau (Abb. 3.13).
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A B

1 2 3 4 5 6 7 8 123 45 6 7 8
a, (73kDa) == | T e/ PL e [—— e
Aktin (40 kDa) == [em e Em e @] AN (40 kDa) T [ e - — gy o w—]

Abbildung 3.13: Reprasentative Western Blots der cytosolischen Fraktionen von transient
transfizierten cGMP-Reporterzellen. Die Detektion der sGC-Untereinheiten erfolgte mit
polyklonalen Antikdrpern gegen die sGC-Untereinheiten. B-Aktin wurde mit monoklonalen
Antikérpern gegen B-Aktin detektiert. Bande 1: 10 pg cytosolische Fraktion untransfizierter
cGMP-Reporterzellen, Bande 2: 10 ng Ratten-sGC aufgereinigt aus Sf9-Zellen, Bande 3: 10
ug cytosolische Fraktion von WT-sGC, Bande 4: B;Asp4sAla-sGC, Bande 5: B;AspssAla-sGC,
Bande 6: B:Phe;Ala-sGC, Bande 7: BilleissAla-sGC, Bande 8: BilleissTyr-sGC transient
transfiziert in cGMP-Reporterzellen. (A) Priméare Antikorper gegen die a;-Untereinheit der
sGC. (B) Primare Antikérper gegen die B;-Untereinheit der sGC.

3.2 Untersuchungen zur Dimerisierung der  a1/B:-sGC mittels BiFC

Die sGC ist ein obligates Heterodimer aus a- und B-Untereinheit. Bislang sind funktionell
aktive Heterodimere der ubiquitéar exprimierten a1/B:-sGC und der vorwiegend in Gehirn,
Uterus und Plazenta exprimierten o./:;-sGC bekannt. Spezifische Sequenzen, die die
Heterodimerisation und damit die Expression funktionell aktiver sGC vermitteln, sind jedoch
bisher noch weitgehend unbekannt. Zur Identifizierung solcher Sequenzabschnitte wurde die
Heterodimerisation der a,/B1-sGC in lebenden Zellen mittels BiFC in Kombination mit der

cGMP-Reporterzelle untersucht.

3.2.1 Generierung und Charakterisierung von BiFC-Fu  sionsproteinen

BiFC beruht auf der Emission eines Fluoreszenzsignals zweier nichtfluoreszierender
Fragmente von YFP, wenn diese durch Interaktion ihrer Fusionspartner in rdumliche Nahe
gelangen (siehe Abb. 2.1). Um ein fluoreszierendes a,/B,;-sGC Heterodimer zu generieren,
wurde das N-terminale YFP-Fragment (YN) und das C-terminale YFP-Fragment (YC) an den
N-Terminus (YNV, YCV) und den C-Terminus (YNH, YCH) sowohl der a;- als auch der (3;-
Untereinheit der sGC fusioniert (siehe 2.6.5). Die Fusionsproteine wurden in die cGMP-
Reporterzelllinie transient cotransfiziert, das Aktivitatsprofil mittels Lumineszenzmessung

und das Dimerisationsprofil mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie ermittelt.

3.2.1.1 Charakterisierung von  a;/p;-sGC-Fusionsproteinen

Die Coexpression von a,/P;-sGC-Fusionsproteinen in der cGMP-Reporterzelle resultierte in
einer messbaren Fluoreszenz im zellularen Cytosol fur die Kombinationen a;-YCH/3;-YNH-
sGC und a;-YNV/(B;-YCV-sGC (Abb. 3.14 A, C, D). Demgegentiber zeigte die Expression
unfusionierter a4/B;-sGC, der Fusionsproteine alleine und anderer a,/pB;-sGC-

Fusionsproteinkombinationen keine detektierbare Fluoreszenz (Abb. 3.14 A, B).

62



Ergebnisse

A
Fluoreszenz

Untransfizierte Kontrolle n.d.
a1/B1-sGC n.d.
a;-YCV/B;-YNV-sGC n.d.

a;-YCH/B:-YNH-sGC +

a;-YNV/B;-YCV-sGC +
a;-YNH/B:-YCH-sGC n.d.
a;-YCV/B;-YNH-sGC n.d.
a;-YCH/B1-YNV-sGC n.d.
a;-YNV/B;-YCH-sGC n.d.
a;-YNH/B;-YCV-sGC n.d.
a;-YCH/a;-YNV-sGC n.d.
a;-YCH/a;-YNH-sGC n.d.
a;-YNV/a;-YCV-sGC n.d.
a;-YNV/a;-YCH-sGC n.d.
B1-YCV/B-YNV-sGC n.d.
B1-YCV/B1-YNH-sGC n.d.
B1-YNH/B;-YCV-sGC n.d.
B1-YNH/B,-YCH-sGC n.d.

Abbildung 3.14: Uberblick (iber die Fluoreszenzsignale verschiedener Kombinationen der
N-terminal fusionierten sGC-Chimaren a-YNV, a-YCV, Bi-YNV, S-YCV und der
C-terminal fusionierten sGC-Chimaren a;-YNH, a;-YCH, S-YNH, £-YCH, gemessen durch
konfokale Fluoreszenzmikroskopie in transient transfizierten cGMP-Reporterzellen (A).
Fluoreszenzsignale von a;/B:-sGC (B), a;-YCH/B:-YNH-sGC (C) und a;-YNV/B;—YCV-sGC
(D) in reprasentativen, transient transfizierten cGMP-Reporterzellen, gemessen am
konfokalen Fluoreszenzmikroskop.

Die Expression der sGC-Fusionsproteine in der cGMP-Reporterzelle wurde durch Western
Blots Uberpriuft. Die verwendeten Antikorper, die gegen den C-Terminus der jeweiligen
Untereinheit gerichtet sind, detektierten die fusionierten sGC-Untereinheiten in einem
100.000 x g Uberstand transfizierter Zellen, wahrend keine sGC in untransfizierten Zellen
detektierbar war. Aktin diente als Kontrolle der aufgetragenen Gesamtproteinmenge und
wurde in den Zelllysaten mittels eines monoklonalen B-Aktin Antikorpers detektiert (Abb.
3.15).
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Abbildung 3.15: Reprasentative Western Blots der cytosolischen Fraktion von transient
transfizierten und untransfizierten cGMP-Reporterzellen. Untereinheiten der sGC wurden mit
polyklonalen Antikdrpern gegen die a;-sGC und die £;-sGC detektiert. Aktin wurde mit
monoklonalen Antikbrpern gegen S-Aktin detektiert. Oberhalb der Blots sind die
aufgetragenen Proteine angegeben.
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Hinsichtlich der Enzymaktivitat stimulierte der NO-unabhange, aber Ham-abhangige sGC-
Stimulator BAY 41-2272 in cGMP-Reporterzellen transient cotransfizierte, unfusionierte
01/B1-sGC konzentrationsabh&ngig mit einem ECso-Wert von 464 nM (Abb. 3.16 A). Zugabe
von DEA/NO (1 nM) verursachte eine Verstarkung der durch BAY 41-2272 induzierten sGC-
Stimulierung und eine Verringerung des ECso-Wertes auf 188 nM (Abb. 3.16 A). Der NO-
und Ham-unabhéangige sGC-Aktivator BAY 58-2667 aktivierte a,/3;-sGC maximal 15-fach.
Zugabe von ODQ (10 pM) erhéhte die durch BAY 58-2667 induzierte Aktivierung auf
maximal 30-fach (Abb. 3.16 B).

A B
a,/B1-sGC a4/B1-sGC

401a BAY 41-2272 + DEAINO 4076 BAY 58-2667 + ODQ
® BAY 41-2272 ® BAY 58-2667

30

20

104

Stimulationsfaktor
Stimulationsfaktor

Konzentration [Ig M] Konzentration [Ig M]

Abbildung 3.16: Konzentrationsabhangige Aktivierung von ai/f$-sGC durch den Ham-
abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 (A) und den Ham-unabhéngigen sGC-Aktivator
BAY 58-2667 (B) alleine oder in Gegenwart von DEA/NO (1 nM) bzw. ODQ (10 puM) in
transient transfizierten cGMP-Reporterzellen.

Im Gegensatz zur unfusionierten a,/B;-sGC konnte o;-YCH/B:-YNH-sGC weder durch den
sGC-Stimulator BAY 41-2272 noch durch den sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine oder in
Kombination mit DEA/NO bzw. ODQ aktiviert werden (Abb. 3.17 A, B). Demgegenuber
resultierte die Coexpression von YN, fusioniert an den N-Terminus von a;-sGC, und YC,
fusioniert an den N-Terminus von [(;-sGC (a:;-YNV/B:-YCV-sGC), in einem der
unfusionierten a,/B1-sGC vergleichbaren Aktivitatsprofil. Der sGC-Stimulator BAY 41-2272
verursachte eine konzentrationsabhangige Stimulierung der a;-YNV/B1-YCV-sGC mit einem
ECso-Wert von 511 nM, welche durch Zugabe von DEA/NO (1 nM) potenziert wurde (Abb.
3.17 C). Der sGC-Aktivator BAY 58-2667  aktivierte  a;-YNV/B;-YCV-sGC
konzentrationsabhangig mit einem ECg-Wert von 15 nM. Zugabe von ODQ verstarkte die
durch BAY 58-2667 induzierte Aktivierung und verringerte den ECso-Wert auf 3,9 nM (Abb.
3.17 D). Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden die folgenden Untersuchungen zur
Dimerisierung mit der a;-YNV/B:-YCV-sGC durchgefihrt.
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Gl-YCH/B]_-YNH-SGC Gl-YCH/B]_-YNH-SGC
4074 BAY 41-2272 + DEAINO 4074 BAY 58-2667 + ODQ
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Abbildung 3.17: Konzentrationsabhéngige Aktivierung von a;-YCH/,-YNH-sGC (A,B) und
a1-YNV/B,-YCV-sGC (C,D) durch den Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 und
den Ham-unabhangigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine oder in Gegenwart von
DEA/NO (1 nM) bzw. ODQ (10 pM) in transient transfizierten cGMP-Reporterzellen.

3.2.2 Charakterisierung der Deletionsmutanten von a;-YNV/B;-YCV-sGC

Zur ldentifizierung von spezifischen, an der Heterodimerisation von a,/3;-sGC beteiligten
Aminosauren wurde ein Multisequenzalignment angefertigt, um konservierte Bereiche
innerhalb der postulierten Dimerisierungsdoménen zu identifizieren (Abb. 3.18 A). Innerhalb
der identifizierten konservierten Bereiche wurden Aminosauren in Blocken deletiert (Abb.
3.18 B). Die generierten Deletionsmutanten wurden transient in cGMP-Reporterzellen
transfiziert und die Fahigkeit zur Heterodimerisierung mittels BIFC sowie das

Aktivierungsprofil der Deletionsmutanten mittels Lumineszenz charakterisiert.
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A
258
Alphal_Rat_(P_19686) (258) VKSTKPSLSPGKPQSSLVIPTSLFCKTFPFHFMLDRDLAILQLGNGIRRL
Alphal_Bovine_(P19687) (260) IRSARPHPPPGKPVSSLVIPASLFCKTFPFHFMLDRDMSILQLGHGIRRL
Betal_Bovine_(P16068) (191) -FYEDLDRFEENGTQESRISPYTFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRV
Betal_brosphila_(Q9vA09) (310) AKKDEVPDDMEFLCEAPLISPATFCKVFPFHLMFDRQMKIVQAGKAVSRYV
Betal_Human_(Q02153) 191) -FYEDLDRFEENGTQESRISPYTFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRV
Betal_Medekafish_(P79998) (191) -FNEDLDGFEENGTQETRISPYTFCKAFPFHLMFDKDLMLTQCGNAIYRV
Betal_Mouse_(054865) (191) -FYEDLDRFEENGTQESRISPYTFCKAFPFHIIFDRNLVVTQCGNAIYRV
Betal_Rat_(P_20595) (191) -FYEDLDRFEENGTQDSRISPYTFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRV
308
Alphal_Rat_(P_19686) (308) VNKRDFQGKPNFEEFFEILTPKINQTFSGIMTMLNMQFVIRVRRWDNLVK
Alphal_Bovine_(P19687) (310) MSRRDVQGKPHFDEYFEILTPKISQTFSGIMTMLNMQFLVRVRRWDNSMK
Betal_Bovine_(P16068) (240) LPQLQP-GNCSLLSVFSLVRPHIDISFHGILSHINTVFVLRSKEGLLDVE
Betal_brosphila_(Q9VvA09) (360) IPRVAE-ENCSLIEVVEAIRPHLQLNFENILSHINTIYVLQTRQGAMSS-
Betal_Human_(Q02153) (240) LPQLQP-GNCSLLSVFSLVRPHIDISFHGILSHINTVFVLRSKEGLLDVE
Betal_Medekafish_(P79998) (240) LPQLQP-GSCILPSVFSLVRPHIDFSFHGILSHINTVFVLRSKEGLLNVE
Betal_Mouse_(054865) (240) LPQLQP-GNCSLLSVFSLVRPHIDISFHGILSHINTVFVLRSKEGLLDVE
Betal_Rat_(P_20595) (240) LPQLQP-GKCSLLSVFSLVRPHIDISFHGILSHINTVFVLRSKEGLLDVE
358
Alphal_Rat_(P_19686) (358) K-------—--- SSRVMDLKGQMIYIVESSAILFLGSPCVDRLEDFTGRGL
Alphal_Bovine_(P19687) (360) K-----—----- SSRVMDLKGQMIYMVESSSILFLGSPCVDRLEDFTGRGL
Betal_Bovine_(P16068) (289) KSECEDELTGTEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTRRGL
Betal_brosphila_(Q9VvA09) (408) R-------—- HEQRFLRLKGQMMYIPETDRILFQCYPSVMNLDDLTKKGL
Betal_Human_(Q02153) (289) KLECEDELTGTEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTRRGL
Betal_Medekafish_(P79998) (289) TVENEDELTGVEISCLRLKGQMIYLPEAENILFLCSPSVMNLDDLTRRGL
Betal_Mouse_(054865) (289) KLECEDELTGAEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTRRGL
Betal_Rat_(P_20595) (289) KLECEDELTGAEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTRRGL
398
Alphal_Rat_(P_19686) (398) YLSDIPIHNALRDVVLIGEQARAQDGLKKRLGKLKATLEHAHQALEEEKK
Alphal_Bovine_(P19687) (400) YLSDIPIHNALRDVVLIGEQARAQDGLKKRLGKLKATLEQAHQALEEEKR
Betal_Bovine_(P16068) (339) YLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALEDEKK
Betal_brosphila_(Q9vA09) (449) YISDVPLHDAARDLVLLSEKFEAEYKLTKNLEMLTDKLQQTFRDLESEKQ
Betal_Human_(Q02153) (339) YLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALEDEKK
Betal_Medekafish_(P79998) (339) YLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQHTLRALEDEKK
Betal_Mouse_(054865) (339) YLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALEDEKK
Betal_Rat_(P_20595) (339) YLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALEDEKK
448 Katalytische Domane
Alphal_Rat_(P_19686) (448) KTVDLLCSIFPSEVAQQLWQGQIVQAKKFNEVTMLFSDIVGFTAICSQCS
Alphal_Bovine_(P19687) (450) KTVDLLCSIFPSEVARQLWQGHAVQAKRFGNVTMLFSDIVGFTAICSQCS
Betal_Bovine_(P16068) (389) KTDTLLYSVLPPSVANELRHKRPVPAKRYDNVTILFSGIVGFNAFCSKHA
Betal_brosphila_(Q9VvA09) (499) KTDRLLYSVLPKSVANELRHQRPVPPKRYDSVTLMFSGIVGFGQYCAANT
Betal_Human_(Q02153) (389) KTDTLLYSVLPPSVANELRHKRPVPAKRYDNVTILFSGIVGFNAFCSKHA
Betal Medekafish_(P79998) 389) KTDRLLYSVLPPSVANELRHKRPVPAKRYDNVTILFSGIVGFNTFCSKHA
Betal_Mouse_(054865) (389) KTDTLLYSVLPPSVANELRHKRPVPAKRYDNVTILFSGIVGFNAFCSKHA
Betal_Rat_(P_20595) (389) KTDTLLYSVLPPSVANELRHKRPVPAKRYDNVTILFSGIVGFNAFCSKHA
B
Regulation Zentral Katalyse Regulation Zentral Katalyse
a,-WT B{WT
,-A283-292 B-8212-222
0,-A363-372 B,-4304-313
a,-A373-382 B,-0314-323
a,-A383-392 B,-0324-333
a,-A393-402 B,-4334-343
,-A403-412 B,-A344-353
a,-M413-422 B,-4354-363
a,-A440-449 B,-4381-390
a,-A450-459 B,-4391-400
0;-A460-469 B,-8401-410
0,-A470-479 B,-8411-420
169 257 409 471 690 194 355 412 620

Abbildung 3.18:

(A) Multisequenzalignment der zentralen Doméane eukaryotischer und

prokaryotischer Hambindungsproteine. Die Nummerierung entspricht der a;-Untereinheit der
Ratten-sGC. Konservierte Bereiche sind gelb hinterlegt und deletierte Bereiche rot markiert.
(B) Schematischer Uberblick uber die generierten und getesteten Deletionsmutanten. Der
graue Hintergrund hebt die Einteilung in eine N-terminale regulatorische, eine zentrale und
eine C-terminale katalytische Domane hervor. Die Nummern geben die Positionen in der
Aminosauresequenz der Ratten-sGC an. Deletierte Aminosauresequenzen sind mit A4
gekennzeichnet und weil3 markiert.
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Coexpression von 031(A283-292)-YNV-sGC, «03(A373-382)-YNV-sGC, «01(A383-392)-YNV-
sGC, 01(A393-402)-YNV-sGC, a;(A460-469)-YNV-sGC und a1(A470-479)-YNV-sGC mit [3;-
YCV-sGC sowie [31(A334-343)-YCV-sGC, [1(A401-410)-YCV-sGC und (:(A411-420)-YCV-
sGC mit a3-YNV-sGC resultierte in einer messbaren, der a;-YNV/B:-YCV-sGC
vergleichbaren Fluoreszenz (Abb. 3.19 A). Durch Western Blot Analyse wurde gezeigt, dass

die Expression aller getesteten Mutanten auf vergleichbarem Niveau war (Abb. 3.19 B).

a,(A393-402) - a,(A470-479)

B,-YCV-sGC ' PEEDGED GEp cme e

Aktin G oo GH S G G G — G T —

Abbildung 3.19: (A) Fluoreszenzsignale von reprasentativen transient transfizierten cGMP-
Reporterzellen. (B) Western Blots der cytosolischen Fraktion von transient transfizierten
cGMP-Reporterzellen. Die Untereinheiten der sGC wurden mit polyklonalen Antikérpern
gegen die a;-sGC und die £;-sGC detektiert. Aktin wurde mit monoklonalen Antikérpern
gegen S-Aktin detektiert. Oberhalb der Blots sind die aufgetragenen Proteine angegeben.
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Deletion der Aminosauresegmente 0,283-292, a;373-402 und (3,334-343 fluhrte zu keiner
deutlichen Verdnderung des Aktivitatsprofils im Vergleich zum nativen Enzym. Der NO-
unabhéngige und Ham-abhéngige sGC-Stimulator BAY 41-2272 stimulierte a,(A283-292)-
YNV/B;-YCV-sGC konzentrationsabhé&ngig bis maximal 25-fach (Abb. 3.20 A). Die BAY 41-
2272-vermittelte Aktivierung wurde durch Zugabe von DEA/NO auf das maximal 150-fache
des Basalwerts potenziert (Abb 3.20 A). Im Fall von a;(A373-382)-YNV/(B:-YCV-sGC
induzierte BAY 41-2272 eine konzentrationsabhangige, maximal 90-fache Stimulation,
welche in Gegenwart von DEA/NO auf das 200-fache potenziert wurde (Abb. 3.20 C).
01(A383-392)-YNV/B,-YCV-sGC wurde durch BAY 41-2272 maximal 3-fach stimuliert und
Zugabe von DEA/NO potenzierte die BAY 41-2272-induzierte Aktivierung auf maximal 10-
fach (Abb. 3.20 E). Demgegenuber konnten a;(A393-402)-YNV/B;-YCV-sGC und a;-
YNV/(3,(A334-343)-YCV-sGC nur in Gegenwart von DEA/NO durch BAY 41-2272
konzentrationsabhangig bis maximal 25-fach bzw. 12-fach stimuliert werden (Abb. 3.20 G, I).
Der NO- und Ham-unabhangige sGC-Aktivator BAY 58-2667 induzierte eine
konzentrationsabh&ngige Aktivierung von o;(A283-292)-YNV/B;-YCV-sGC bis maximal 60-
fach (Abb. 3.20 B). a3(A373-382)-YNV/B;-YCV-sGC wurde durch BAY 58-2667 maximal 20-
fach aktiviert und a;(A383-392)-YNV/B;-YCV-sGC maximal 130-fach (Abb. 3.20 D, F). Im
Falle von 0;(A393-402)-YNV/B:-YCV-sGC und o;-YNV/B1(A334-343)-YCV-sGC bewirkte
BAY 58-2667 eine Aktivierung auf maximal 5-fach bzw. 2-fach (Abb. 3.20 H, J). Zugabe von
ODQ potenzierte die BAY 58-2667-induzierte Enzymaktivierung nur fir a,(A373-382)-
YNV/B1-YCV-sGC (Abb. 3.20 D). Alle anderen in Tabelle 3.3 aufgefihrten
Deletionsmutanten lie3en weder eine messbare Fluoreszenz erkennen noch konnten diese
durch den sGC-Stimulator BAY 41-2272 oder den sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine oder
in Gegenwart von DEA/NO und ODQ aktiviert werden.
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A 01(4283-292) B 01(4283-292)
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Abbildung 3.20: Konzentrationsabhangige Aktivierung von a;(4283-292)-YNV/B;-YCV-sGC
(A,B), a1(4373-382)-YNV/B;-YCV-sGC (C,D), a1(4383-392)-YNV/B;-YCV-sGC (E,F),
a1(4392-402)-YNV/B;-YCV-sGC (G,H) und a;-YNV/B1(4334-343)-YCV-sGC durch den Ham-
abhéangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 und den Ham-unabhéngigen sGC-Aktivator BAY
58-2667 alleine oder in Gegenwart von DEA/NO (1 nM) bzw. ODQ (10 pM) in transient
transfizierten cGMP-Reporterzellen.
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a A1-259 sGC:
funktionelle Aktivitat = Heterodimer o, NBS-&hnliche Sequenz

(Koglin and Behrends, 2003) (Shiga and Suzuki, 2005)

HNOX (A283-292)
400 420 440 ° 460
| 254 |: YSVHVKSTKP-, SLSPGKPQSSLVIPTSLFLAILQLGNGIRRLVNKRD FQGKPNFEEFFEILTPK : 329
o | 256 YSVHIRSARP-HPPPGKPVSSLVJLPASLFCKTEPFHFMLDRDMSILOLGHGIRRLMSRRD-VQGKPHFDEYFEILTPK : 331
YSVHMK:

Ratte

Rind

Mensch

Maus
Medaka-Fisch

‘ 255 [: STKP-SLSPSKPQSSLVJI PTSLFCKTF PFHFMFDKDMTILOQFGNGIRRLMNRRD-FQGKPNFEEYFEILTPK : 330
| 255 : YSVHVKSTKP-SLSPGKPQSSLWIPASLFCKTFPFHFMLDRDLAILQLGNGIRRLVNKRD-FQGKPNFEEFFEILTPK : 330
262 |: YTVVVKDAKTLSPSPLI SAGTLPTSLFSTIFPFHLILDQDLVLVQIGHGLRKRLTRKDPLRRSPTFQEHFS IVSPQ : 339

B(A212-222)
185 |: ESKEEDFYEDLDRFEENGTQDSRISPYTECKAFPEHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLQ--PGKCSLLSVFSLVRPH : 260
[ 185 |: ESKSEDFYEDLDR DESRISPYTFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLO--PGNCSLLSVFSLVRPH : 260
|185 |: ESKEEDFYEDLDRFEENGTQESRISPYTECKAEFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLON ~PGNCSLLSVFSLVRPH : 260
( /185 |: ESKEEDFYEDLDRFEENGTQESHESPYTFCKAFPFHIIFDRNLVVTQCGNAIYRVLPQLQ--PGNCSLLSVFSLVRPH : 260

Ratte

Rind

Mensch

Maus
Medaka-Fisch
Drosophila

\ 185 |: DSEEEAFNEDLDGFEENGTQETRJI SPYTFCKAFPFHLMFDKDLMLTQCGNAIYRVLPQLQO-~-PGSCILPSVFSLVRPH : 260
\ 305 |: KSQVDAKKDEVPDDMEFLCEAPL{I SPATFCKVFPFHLMFDROMKIVQAGKAVSRVIPRVA--EENCSLIEVVEAIRPH : 380

funktionelle Aktivitit = Heterodimer (Zhou etal., 2004) (Wagner et al., 2005)

(Shiga and Suzuki, 2005)
(A363-372) (A373-382) «(A383-392) «(A393-

. 480 500 . 520 . 540
| 330 : INQTFSGIMMWQWIRWRWMW-- KSSRYMDLKGOMIYT] SSAILFLGSPCVDRLEDFIIGRGL b/ 397
a \ 332 : ISQTFSGIMTMLNMQFLVRVRRWDNSMK KSSRVMDILKGOMIYMVESSSILFLGSPCVDRLEDFTGRGL| : 399

\ 331 : INQTFSGIMTMLNMQFVVRVRRWDNSVK: KSSRVMDLKGOMIYIVESSAILFLGSPCVDRLEDFTGRGL : 398
/ 331 : INQTFSGIMTMLNMQFVIRVRRWDNSVK: KSSRVMDLKGOMIYIVESSAILFLGSPCVDRLEDFTGRGL : 398
340 : IKCTFQGILTMLNTQFIIRIKHGVFVTD- ~NTGKPMDLKGOMIYVPESNAILFLGSPCVDKLEELTGRGL : 407

Ratte

Rind

Mensch

Maus
Medaka-Fisch

B(A304-313) «(A314-323) [(A324-333) B(A334-
/ 261 : IDISFHGILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGAEIS KGOMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDL GL|: 338

Ratte

261 : IDISFHGILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKSECEDELTGTEISCLRLKGOMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTRRGL : 338 | Rind

@ AM1-279 sGC: $,NBS-Sequenz «,367-462 beteiligt an der Dimerisierung
1 A1- :

1261 : IDISFHGILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGTEISCLRLKGOMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTRRGL : 338 Mensch
|261 : IDISFHGILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGAEISCLRLKGOMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTRRGL : 338 Maus
261 : IDFSFHGILSHINTVFVLRSKEGLLNVETVENEDELTGVEISCLRLKGOMIYLPEAENILFLCSPSVMNLDDLTRRGL : 338 Medaka-Fisch
381 : LQLNFENILSHINTIYVLQTRQ QRFLRLKGOMMY IPETDRILFQCYPSVMNLDDLTKKGL : 448 Drosophila
@,367-462 beteiligt an der Dimerisierung a, CBS-ahnliche Sequenz
(Wagner et al., 2005) (Shiga and Suzuki, 2005)
-402) «(A403-412) ((A413-422) a-Helix (A440-449) 1(A450-459) (A460-469) «(A470-

Ratte

Rind

Mensch

Maus
Medaka-Fisch

3 473
: 477
: 476
SIFPSEVAQQOLWQGQIVQAKK : 476
: 485

: YLSDIPIHNALRDVVLIGEQARAQDG
/ 399 : YLSDIPIHNALRDVVLIGEQARAQDG

408 : YLSDIPIHNALRDVVLVGEQAKAQDG
-343) ((A344-353) [(A354-363 B(A381-390) [(A391-400) [(A401-410) pB(A411-

25 )
/ 339 : (YLSDIPLHDATRDLV[LLGEQFREEYKUTQELEILTD! LTL EATEDEIQ(KETLL!SVLP*VANELRHIGS\_/PAKR : 416) Ratte

(T} (T
L I
339 : YLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTOELEILTDRLOLTLRALEDEKKKTDTLLYSVLPPSVANELRI PVPAKR : 416 Mensch
/339 : YLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRL
L T3
L L

&

Maus
Medaka-Fisch
Drosophila

( 339 : YLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTD! LTLR DEKKKTDT: SVLPPSVANELRHKRPVPAKR : 416 Rind

wnhunwkkWTDTlilﬁvaPPsVANELRHmWPAKR 1 416
TLRALEDEKKKTDRI|LY SVLPPSVANELRHKRPVPAKR : 416

\ 339 : YLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTD!
DOTIFRDL L}SEKQKTDRIlﬂYSVLPKSVANELRHQRFVPPKR : 526

449 : YISDVPLHDAARDLVLLSEKFEAEYKLTKNLEMLTD!

T

a-Helix

B, CBS-Sequenz
(Zhou et al., 2004)

-479) Katalytische Doméne
640 . 660 680 700
| 476 : @I’MLFSDIVGFTAICSQCSP——--LQVITMLNALYTRFDQQCG-——ELDVYKVETIGDAYCVAGGLHRESDTHAV : 546
| 478 : FGNVTMLFSDIVGFTAICSQCSP----LQVITMLNALYTRFDRQCG---ELDVYKVETIGDAYCVAGGLHKESDTHAV : 548
a ‘477 : FSNVTMLFSDIVGFTAICSQCSP- LOQVITMLNALY TRFDQQCG---ELDVYKVETIGDAYCVAGGLHKESDTHAV : 547
‘477 : FSEVIMLFSDIVGFTAICSQCSP- LQVITMLNALY TRFDQQCG---ELDVYKVETIGDAYCVAGGLHRESDTHAV : 547
486 : FNQVITMLFSDIVGFTAVCSLCTP----MQVITMLNELYTKFDYQCG---ELDVYKVETIGDAYCVAGGLHRESETHAV : 556

Ratte

Rind

Mensch

Maus
Medaka-Fisch

-420)
/ "\ 417 : [YDNVJFILFSGIVGFNAFCSKHASGEGAMKIVNLLNDLYTRFDTLTDSRKNPFVYKVETVGDKYMIVSGLPEPCIHHAR : 494 \ Ratte
[ 417 : YDNVTILFSGIVGFNAFCSKHASGEGAMKIVNLLNDLYTREDTLTDSRKNPFVYKVETVGDKYMTVSGLPEPCIHHAR : 494 | Rind
|417 : YDNVTILFSGIVGFNAFCSKHASGEGAMKIVNLLNDLYTRFDTLTDSRKNPEFVYKVETVGDKYMTVSGLPEPCIHHAR : 494 | Mensch
/417 : YDNVTILFSGIVGFNAFCSKHASGEGAMKIVNLLNDLYTREDTLTDSRKNPFVYKVETVGDKYMTVSGLPEPCIHHAR : 494 | Maus
417 : YDNVTILFSGIVGFNTFCSKHASAEGAIKIVNLLNDVYTRFDILTDSRKNPYVYKVETVGDKYMTVSGLPEPCTHHAK : 494 | Medaka-Fisch
\ 527 : YDSVTLMFSGIVGFGQYCAANTDPDGAMKIVKMLNELYTVFDALTDSKRNLNVYKVETVGDKYMAVSGLPDHCEDHAK : 604 / Drosophila

Legende [ J: Heterodimer, katalytische Aktivitat
[—": Heterodimer, katalytisch Inaktiv

[C]: Kein Heterodimer

Abbildung 3.21:

Vergleich der in der Literatur beschriebenen ai/£,-sGC Dimerisierungsregionen mit den im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Sequenzen anhand eines Multisequenzalignment.
Sequenzen, die die Dimerisation a/f-sGC vermitteln, sind in Orange markiert.
Aminosauresegmente die nicht die Dimerisierung, jedoch die Enzymaktivitat beeinflussen,
sind gelb markiert. Untersuchte Aminosaurebereiche, die weder die ai/£-sGC Dimerisation
noch die Aktivitdt beeinflussen, sind griin markiert. Die Sequenzen folgender Spezies
wurden im Alignment verwendet: a;-sGC von Ratte (P19686), Rind (P19687), Mensch
(Q02108), Maus (Q9ERL9) und Medaka-Fisch (P79997) sowie £;-sGC von Ratte (P20595),
Rind (P16068), Mensch (Q02153), Maus (054865), Drosophila (Q24086) und Medaka-Fisch
(P79998).
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ECso-Werte (nM) Fluoreszenz
BAY 41-2272 BAY 41-2272 BAY 58-2667 BAY 58-2667
+ +
DEA/NO (1 nM) ODQ (10 pM)
Untransfzierte Kontrolle n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
a1/B1-sGC 464 + 0,09 | 188 + 0,11 99 + 012 100 + 0,70 n.d.
a1-YNV/B1-YCV-sGC 511 = 0,11 587 + 0,25 15 + 0,18 | 3.9 + 014 +
Deletionsmutanten von  a1-YNV cotransfiziert mit  B1-YCV
o1-YNV(A283-292) 2300 + 0,10 9 + 0,25 | 166 + 017 |136 + 0,16 +
a1-YNV(A363-372) n.d n.d. n.d. n.d. n.d.
o1-YNV(A373-382) 1301 + 0,22 50 + 0,15 | 100 + 016 102 + 0,19 +
o1-YNV(A383-392) 289 + 0,15 32 + 010 | 318 + 012 |170 + 0,07 +
a1-YNV(A393-402) n.d. 3410 = 0,08 | 488 + 012 |253 + 0,13 +
a1-YNV(A403-412) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
a1-YNV(A413-422) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
a1-YNV(A440-449) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
a1-YNV(A450-459) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
a1-YNV(A460-469) n.d. n.d. n.d. n.d. +
a1-YNV(A470-479) n.d. n.d. n.d. n.d. +
Deletionsmutanten von  B1-YCV cotransfiziert mit  a1-YNV
B1-YCV(A212-222) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B1-YCV(A304-313) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B1-YCV(A314-323) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B1-YCV(A324-333) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B1-YCV(A334-343) n.d. 3500 + 0,11 | 337 + 022 |158 + 0,29 +
B1-YCV(A344-353) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B1-YCV(A354-363) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B1-YCV(A381-390) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B1-YCV(A391-400) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B1-YCV(A401-410) n.d. n.d. n.d. n.d. +
B1-YCV(A411-420) n.d. n.d. n.d. n.d. +

Tabelle 3.3: ECs-Werte der Aktivierung von a;-YNV/B;-YCV-sGC-Deletionsmutanten durch
BAY 41-2272 oder BAY 58-2667. Die Substanzen wurden in Konzentrationen von 1 nM bis
30 /M alleine oder in Gegenwart einer fixen Konzentration von DEA/NO (1 nM) oder ODQ
(10 M) appliziert. Die Dimerisationsfahigkeit der Deletionsmutanten wurde mittels BiFC

geprift.
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3.3 Untersuchung der subzellularen Lokalisation der sGC

3.3.1 Charakterisierung von a;-GFP-sGC und (3;-DsRed-sGC Fusionsproteinen
Um die subzelluldre Lokalisation der sGC in der Zelle zu untersuchen, wurde GFP an den N-

Terminus von a;-sGC und DsRed an den C-Terminus von (3;-sGC fusioniert (siehe 2.6.5).
Die generierten Fusionsproteine GFP-0;-sGC und [3;-sGC-DsRed wurden transient in
cGMP-Reporterzellen transfiziert. Das Aktivitatsprofil der sGC-Fusionsproteine wurde mit
dem NO-unabhangigen, aber Ham-abhéngigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 und dem NO-
und Ham-unabhangigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine oder in Gegenwart von
DEA/NO bzw. ODQ charakterisiert.

Die generierten sGC-Fusionsproteine zeigten ein dem unfusionierten Enzym vergleichbares
Aktivierungsprofil. GFP-a;-sGC wurde durch BAY 41-2272 konzentrationsabhangig mit
einem ECsp-Wert von 317 nM maximal 8-fach stimuliert. Die BAY 41-2272-induzierte
Stimulierung konnte durch Zugabe von 10 nM DEA/NO auf maximal 30-fach potenziert
werden. Der NO- und Ham-unabhéngige sGC-Aktivator BAY 58-2667 aktivierte GFP-a,-sGC
maximal 10-fach. Durch Zugabe von 10 uM ODQ wurde die durch BAY 58-2667 induzierte
Aktivierung auf maximal 17,5-fach gesteigert (Abb. 3.22 A, B). 3;-sGC-DsRed wurde durch
den NO-unabhangigen, aber Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 maximal 10-
fach stimuliert. Zugabe von DEA/NO verstarkte die BAY 41-2272-induzierte Stimulierung auf
maximal 35-fach. Der NO- und Ham-unabhangige sGC-Aktivator BAY 58-2667 aktivierte [3;-
sGC-DsRed maximal 7-fach, in Gegenwart von ODQ war die BAY 58-2667-induzierte
Aktivierung auf maximal 16-fach verstarkt (Abb. 3.22 C, D).
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A GFP-a,/B,-sGC B GFP-a,/B,-sGC
407 A BAY 41-2272 + DEANO 25i. BAY 58-2667
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Abbildung 3.22: Konzentrationsabhangige Aktivierung von GFP-a;/3;-sGC (A,B) und ai/;-
DsRed-sGC (C,D) durch den Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 und den Ham-
unabhéngigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 alleine oder in Gegenwart von DEA/NO (10 nM)
bzw. ODQ (10 uM) in transient transfizierten cGMP-Reporterzellen.

3.3.2 Subzellulére Lokalisation von GFP- a;-sGC und [3;-sGC-DsRed
Mit GFP-a,/B:;-sGC und a4/B;-DsRed-sGC transient transfizierte cGMP-Reporterzellen

wiesen eine rein cytosolische Verteilung sowohl von GFP-a;-sGC als auch von [3;-sGC-
DsRed auf (Abb. 3.23). Inkubation der Zellen mit dem sGC-Stimulator BAY 41-2272 (1 uM),
dem sGC-Aktivator BAY 58-2667 (1 uM), dem NO-Donor DEA/NO (1 uM) oder dem sGC-
Inhibitor ODQ (10 pM) fuhrte zu keiner deutlichen Veranderung der subzellularen Verteilung
der sGC (Abb. 3.23).
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DEA/NO

BAY 41-2272

DEA/NO BAY 41-2272

BAY 58-2667

Abbildung 3.23: Reprasentative mit GFP-a,/6;-sGC (A) und mit a,/8;-DsRed-sGC (B)
transient transfizierte cGMP-Reporterzellen, gemessen am konfokalen
Fluoreszenzmikroskop in 63-facher VergroRerung. Vor der Messung wurden die Zellen 10
min bei 37C mit PBS, DEA/NO (1 uM), BAY 41-2227 (1 pM), ODQ (10 puM) oder BAY 58-
2667 (1 uM) inkubiert.

Um zu untersuchen, ob die zellulare Verteilung der sGC abhangig vom exprimierenden
Zelltyp ist, wurden neben den cGMP-Reporterzellen auch HUVEC und HASMC transient mit
GFP-a,/B;-sGC cotransfiziert. Sowohl in den HUVEC als auch in den HASMC war die
Verteilung der sGC vor und nach Inkubation mit BAY 41-2272 (1 uM), BAY 58-2667 (1 pM)
oder DEA/NO (1 pM) rein cytosolisch (Abb. 3.24). Auffallig war jedoch, dass in den HUVEC
die sGC nicht im ganzen Cytosol verteilt, sondern vorwiegend in bestimmten Arealen
lokalisiert war (Abb. 3.24 A).
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DEA/NO PBS DEA/NO

BAY 41-2272 BAY 58-2667 BAY 41-2272 BAY 58-2667

Abbildung 3.24: Repréasentative mit GFP-a,/8:-sGC transient transfizierte HUVEC (A) und
HASMC (B), gemessen am konfokalen Fluoreszenzmikroskop in 63-facher (A) bzw. 24-
facher (B) VergrofRerung. Vor der Messung wurden die Zellen 10 min bei 37C mit PBS,
DEA/NO (1 uM), BAY 41-2227 (1 uM) oder BAY 58-2667 (1 uM) inkubiert.

3.3.3 Immunhistochemie
Um auszuschlieRen, dass eine Fusion der sGC an die Fluoreszenzproteine eine Anderung

der subzellularen Lokalisation zur Folge hat, wurden zusatzlich cGMP-Reporterzellen, die
stabil mit a,/B;-sGC transfiziert sind, immunhistochemisch untersucht. Die a,/B;-sGC wurde
durch polyklonale Priméarantikorper, die gegen die C-Termini der a;- und der (3;-Untereinheit
gerichtet sind, detektiert und mit dem griin fluoreszierenden Sekundarantikérper Alexa 488
sichtbar gemacht. Die Zellmembran wurde mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff Alexa 594-
WGA angefarbt. Fur die unstimulierte a,/3;-sGC war eine rein cytosolische Verteilung zu
beobachten. Inkubation der mit sGC stabil transfizierten Zellen mit dem sGC-Stimulator BAY
41-2272 (1 uM), dem NO-Donor DEA/NO (10 uM) oder dem sGC-Inhibitor ODQ (10 uM)

fuhrte zu keiner deutlichen Verédnderung der subzellularen Lokalisation (Abb. 3.25).
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PBS BAY 41-2272

Abbildung 3.25:

Subzellulare Lokalisation von a,/3;-sGC in
reprasentativen, stabil transfizierten cGMP-
Reporterzellen. Die sGC-Untereinheiten wurden
mit Primarantikérpern gegen die a;- und die £i-
Untereinheit detektiert und mit Alexa 488-
markierten Sekundarantikorpern visualisiert. Die
Membran wurde mit dem rot fluoreszierenden
Farbstoff Alexa 594-WGA angeféarbt. Die Zellen
wurden am konfokalen Fluoreszenzmikroskop in
63-facher VergroRerung aufgenommen. Vor der
Messung wurden die Zellen 10 min bei 37T mit
PBS, BAY 41-2272 (1 uM), DEA/NO (1 uM) oder
ODQ (10 uM) inkubiert.

DEA/NO oDQ

3.4 Vasorelaxierende Wirkung des sGC-Aktivators BAY 58-2667 in vitro

Die vasorelaxierende Wirkung des NO- und Ham-unabhangigen sGC-Aktivators, BAY 58-
2667 wurde an Aortenringen von vier verschiedenen Krankheitsmodellen, die mit oxidativen
Stress einhergehen, im Vergleich zu den entsprechenden KontrollgefaRen, in vitro

untersucht:

* alten spontan hypertensiven Ratten

* Watanabe Kaninchen mit vererbter Hyperlipidamie

* ApolipoproteinE Knockout Mausen, die mit Hochfettfutter gefuttert wurden

* Arterien von Patienten mit Diabetes-Typ-II

3.4.1 Aorten von spontan hypertensiven Ratten

Die Phenylephrin-induzierte Kontraktion von SHR-Aorten und als Kontrolle verwendeter
Aorten von entsprechend alten Wistar Kyoto Ratten (WKY) wurde konzentrationsabhéngig
durch den sGC-Aktivator BAY 58-2667 inhibiert. Die relaxierende Wirkung von BAY 58-2667
war an Aortenringen von SHR mit einem ICs-Wert von 0,35 nM im Vergleich zu den
Gefal3en von WKY-Ratten mit einem I1Cso-Wert von 1,23 nM verstarkt. Zugabe von ODQ (10
UM) verringerte die 1Cso-Werte fur die BAY 58-2667-induzierte Relaxation auf 0,09 nM an
Aorten von SHR und 0,15 nM an Aorten von normotensiven WKY-Ratten (Abb. 3.26).
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SHR-Aorten Abbildung 3.26:
BAY 58-2667 Konzentrationsabhéngige Relaxation
138: ® WKY-Ratte Phenylephrin kontrahierter
T 801 o \E;»VAK\;_SSA%&G? +0DQ Aortenringe von WKY-Ratten
= 703 (Kreise) und SHR (Dreiecke) durch
g A BAY 56-2667 den sGC Aktivator BAY 58-2667
£ 0] BAY 58-2667 + ODO (schwarze Symbole) alleine und in
g SHR Gegenwart von ODQ (10 pM) (weiBe
104 Symbole).
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3.4.2 Arterien von Watanabe Kaninchen

Arterien von Watanabe Kaninchen mit vererbter Hyperlipidamie (WHHL) zeigen eine
Verdnderung der Endothel-induzierten Vasodilatation. Diese sogenannte endotheliale
Dysfunktion ist fir eine Atherosklerose im Anfangsstadium charakteristisch. Mit
Phenylephrin vorkontrahierte Arteria-Saphena Ringe von atherosklerotischen WHHL wurden
durch den Ham-abhangigen sGC-Aktivator BAY 58-2667 konzentrationsabhéanigig mit einem
ICso von 0,1 nM relaxiert. Als Kontrolle verwendete Arteria-Saphena Ringe von weif3en
Neuseeldnder Kaninchen (NZW) relaxierte BAY 58-2667 konzentrationsabhangig mit einem
ICso-Wert von 1,2 nM. Demgegentiiber relaxierte der NO-Donor Natriumnitroprussid (SNP)
vorkontrahierte Arteria-Saphena Ringe von WHHL (IC5,=153 nM) und NZW (IC5,=105 nM)

mit vergleichbaren 1Cs-Werten (Abb. 3.27).
WHHL- und NZW-Arterien

Abbildung 3.27:

100 A B 08-2667 Konzentrationsabhéngige Relaxation
gg o BAY 58.2667 Phenylephrin kontrahierter Saphena-
2 NZwW Arterien von WHHL (weil3e Symbole) und
60 o S NZW (schwarze Symbole) durch den sGC

Aktivator BAY 58-2667 (Dreiecke) im

Now Vergleich zum NO-Donor SNP (Quadrate).

B NzZw

Kontraktion [%6]
<)

o -117 .10 9 -8 -7 -6 -5 -4
log Konzentration [g/ml]

3.4.3 Aorten von ApolipoproteinE Knockout Mausen

Aortenringe von ApolipoproteinE Knockout Mausen (ApoE'/'-Maus), einem Tiermodell fur
atherosklerotische GefalRerkrankungen, wurden mit dem Thromboxananalogon U46619

kontrahiert. BAY 58-2667 relaxierte die vorkontrahierten Aorten mit einem ICsp-Wert von 4,0
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nM far ApoE'/'-Méuse, die eine Standarddiat bekamen, und mit einem ICso-Wert von 0,7 nM
far ApoE"'-Méuse, denen eine Hochfettdiat verabreicht wurde. Demgegeniiber relaxierte
Nitroglycerin (GTN) Aortenringe von ApoE"'-Mausen, die mit einem Hochfettfutter gefttert
wurden, mit einem ICs-Wert von 119 nM und Aortenringe mit Standardfutter gefitterter
ApoE"'-Mause mit einem ICso-Wert von 68,5 nM (Abb. 3.28).

ApOE Méuse Aorten Abbildung 3.28:  Konzentrationsabhangige

1004 Relaxation mit U46619 kontrahierter

9] X Q Thoraxaorten von ApoE’-Méausen’, die mit
T 80 Standardfutter (SF; schwarze Symbole)
T 00 em und ApoE™, die mit Fettfutter (FF) gefittert
2 gg:. wo wurden (weiBe Symbole), durch den Ham-
S 401 ApoE”sF und NO-unabhangigen sGC Stimulator
é 303V iﬁg;f-;fm BAY 58-2667 (Dreiecke) im Vergleich zu

ig:A BAY 58-2667 GTN (Quadrate).
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3.4.4 Humane Arterien

Mit Phenylephrin vorkontrahierte humane Mesenterialarterien von Typ-lI-Diabetikern, die
wahrend Hulftgelenksoperationen entnommen wurden, relaxierte BAY 58-2667 mit einem
ICso-Wert von 0,03 nM. Arterien von Patienten, bei denen keine Vorerkrankung bekannt war,
relaxierte BAY 58-2667 mit einem ICso-Wert von 0,39 nM (Abb. 3.29).

Humane Arterien Abbildung 3.29: Konzentrationsabhangige

100 Y BAY 58-2667 Relaxation Phenylephrin kontrahierter
904 Diabetes-Typ-Il Patienten Mesenterialarterien, die wahrend
o A BAY 582667 Hiiftgelenksoperationen entnommen

»Normale” Patienten wurden. Schwarze Dreiecke kennzeichnen
GefalRe von Patienten ohne Vorerkrankung,
weil3e Dreiecke Gefal3e von Patienten mit
Diabetes-Typ-Il als Vorerkrankung.
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4. Diskussion

4.1 An der sGC-Aktivierung beteiligte Aminoséuren

In den letzten Jahren konnten die strukturellen Grundlagen der Hambindung der sGC durch
die Identifizierung von (;His;os als axialem Liganden des zentralen Ham-Eisenatoms sowie
B1Tyrizs und B1Argise als Ankeraminosauren der Hampropionate weitgehend aufgeklart
werden (Wedel et al., 1994; Schmidt et al., 2004). Im Gegensatz dazu sind die strukturellen
Grundlagen der intramolekularen Signaltransduktion von der NO-Bindungsstelle an der N-
terminalen Hamgruppe zur C-terminalen katalytischen Domane der sGC noch weitgehend
unbekannt. Eine Kristallisation der nativen sGC ist bislang noch nicht geglickt. Es sind
lediglich die Kiristallstrukturen von Hamdomanen der Bakterien Thermoanaerobacter
tencongensis und Nostoc bekannt, die eine 19%ige bzw. 33%ige Sequenzhomologie zur
Hambindungsdoméane der sGC aufweisen (Nioche et al., 2004; Pellicena et al., 2004; Ma et
al., 2007). Ausgehend von diesen Kristallstrukturen besteht die Mdglichkeit, Aminosauren
innerhalb der Hambindungstasche der sGC zu identifizieren, die an der Signaltransduktion
der sGC beteiligt sein konnten oder méglicherweise die Hdmbindung beeinflussen. Durch
anschlielende Charakterisierung dieser Aminosauren in Mutagenesestudien kénnen weitere
Erkenntnisse Uber die strukturellen Grundlagen der sGC-Aktivierung gewonnen werden.

Eine kirzlich generierte cGMP-Reporterzelle machte zum ersten Mal mdglich, direkt in einer
intrazellularen Umgebung das Aktivierungsprofil der sGC und das von sGC-Mutanten zu
untersuchen (Schmidt et al., 2004; Wunder et al. 2005). Mit Hilfe der cGMP-Reporterzelle
wird in lebenden Zellen die cGMP-Produktion als Lumineszenz, angegeben in relativen
Lichteinheiten (RLUs), gemessen. Diese RLUs korrelieren direkt mit dem intrazellularen
cGMP-Spiegel (Wunder et al., 2005). Mit Hilfe des identifizierten NO-unabh&ngigen, aber
Ham-abhéngigen sGC-Stimulators BAY 41-2272 sowie des NO- und Ham-unabhangigen
sGC-Aktivators BAY 58-2667 kann direkt in der cGMP-Reporterzelle zwischen hamfreier und
hamhaltiger sGC unterschieden werden (Stasch et al., 2002a; Stasch et al., 2002c¢; Schmidt
et al., 2004; Stasch et al., 2006). Ein Vorteil der intrazellularen Untersuchung der sGC liegt
darin, dass eine Abspaltung der nicht kovalent gebundenen Hamgruppe durch eine Zelllyse
und die Aufreinigung umgangen werden (Honicka et al., 1999). Durch die nicht kovalente
Bindung der Hamgruppe der sGC ist es nahezu unmdglich, auch unter optimierten
Bedingungen, in aufgereinigten Enzympraparationen 100%ig hamhaltiges Enzym zu
erhalten. Dies erschwerte in der Vergangenheit den exakten Hamgehalt der sGC zu
bestimmen und fihrte zeitweise zu einer Kontroverse, ob die sGC eine oder zwei
Hamgruppen enthalt (Humbert et al., 1990; Stone und Marletta, 1995; Honicka et al., 1999).
Mit Hilfe der cGMP-Reporterzelllline und der sGC-Modulatoren BAY 41-2272 und BAY 58-
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2667 konnten bereits die Ankeraminosauren der Hampropionate der sGC, [B;Tyriss und
B1Argi3e, identifiziert werden (Schmidt et al., 2004). Spektroskopische Untersuchungen und
Kristallisationsstudien der zur sGC-Sequenz homologen Hamdoméane des Bakteriums
Thermoanaerobacter tencongensis sowie Kristallisationstudien der homologen sGC des
Bakteriums Nostoc bestatigten dieses Ergebnis und damit auch die Validitat dieser Methode
(Karow et al., 2004; Nioche et al., 2004; Pellicena et al., 2004; Ma et al., 2007). Bis eine
Kristallisation der nativen sGC erfolgt, ist die Charakterisierung von sGC-Mutanten mit Hilfe
der cGMP-Reporterzelle in Kombination mit dem sGC-Stimulator BAY 41-2272 und dem
sGC-Aktivator BAY 58-2667 eine wertvolle Methode, um die strukturellen Grundlagen der

sGC-Aktivierung weitergehend zu charakterisieren.

In einem Multisequenzalignment der Hambindungsdoméne der sGC verschiedener Spezies
wurde sichtbar, dass zwischen den identifizierten Ankeraminosduren der Hampropionate,
B1Argiss und B1Tyrizg, €in hoch konserviertes Serin lokalisiert ist. Aufgrund der Position und
des hohen Konservierungsgrades wurde ein Einfluss von B;Ser;s3; auf die Hambindung
vermutet. Um die Bedeutung von (3;Ser;3; auf die HAmbindung naher zu untersuchen, wurde
B:Seri37 gegen Alanin ausgetauscht und das Aktivierungsprofil der 3;Ser;3,Ala-sGC sowohl
durch transiente Transfektion in die cGMP-Reporterzelllinie als auch in sGC-
Aktivitatsmessungen untersucht. Nach transienter Transfektion in die cGMP-Reporterzelllinie
zeigte die [(;Ser;3;Ala-sGC  ein dem nativen, hamhaltigen Enzym &hnliches
Aktivierungsprofil. Die maximale Aktivierbarkeit der B;Ser;s;Ala-Mutante durch den Ham-
abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 und NO war jedoch sowohl alleine als auch in
Kombination im Vergleich zum nativen Enzym vermindert. Die konzentrationsabhangige
Aktivierung durch BAY 58-2667 war bei [3;Serjz7Ala-sGC und WT-sGC gleichermalRen.
Durch Zugabe von ODQ wurde allerdings lediglich die durch BAY-58-2667 induzierte
Aktivierung des WT-Enzyms verstarkt. Die Aktivierbarkeit der B1Ser;3;Ala-Mutante durch den
NO-unabhangigen, aber Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 belegt, dass die
B1Seri37Ala-sGC als hdmhaltiges Enzym exprimiert wurde. Die im Vergleich zum nativen
Enzym verminderte Aktivierbarkeit der [3;Seri37Ala-sGC durch BAY 41-2272 und DEA/NO ist
ein Hinweis auf eine verminderte Hambindung. Demgegeniber wies ein 100.000 x ¢
Uberstand mit B,Ser;s;Ala-sGC transient transfizierter und lysierter Zellen das typische
Aktivierungsprofil hamfreier sGC auf. Weder NO noch der NO-unabhangige, aber Ham-
abhangige sGC-Stimulator BAY 41-2272 waren alleine oder in Kombination in der Lage, die
B:Seri37Ala-sGC zu stimulieren. ODQ, dessen Wirkung ebenfalls Gber die Hamgruppe
vermittelt wird, konnte die BAY 58-2667-induzierte Enzymaktivierung nicht verstarken. Die

Ergebnisse dokumentieren, dass die B;Seri3;Ala-sGC im 100.000 x g Uberstand transient
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transfizierter und lysierter Zellen in hamfreier Form vorliegt, im Gegensatz zur in den cGMP-
Reporterzellen transient exprimierten [(3;Ser;s;Ala-sGC. Dies legt nahe, dass durch den
Austausch von Serin gegen Alanin die Bindung der prosthetischen Hamgruppe an die sGC
geschwacht ist. Demnach erfolgt bei der Lyse der transient transfizierten Zellen ein Verlust
der nur schwach gebundenen Hamgruppe. Unterstitzt wird diese Hypothese durch die
Tatsache, dass die durch BAY-58-2667 induzierte Aktivierung innerhalb der cGMP-
Reporterzelle ebenfalls durch ODQ nahezu nicht verstarkt wurde. Das sGC-Oxidans ODQ
verstarkt die BAY 58-2677-induzierte Enzymaktivierung der WT-sGC, indem ODQ durch
Oxidation des zentralen Eisenatoms der prosthetischen Hamgruppe die Verdrangung dieser
durch BAY 58-2667 erleichtert. Dadurch wird die Bindungsstelle fir BAY 58-2667 leichter
zuganglich und somit die Bindung von BAY 58-2667 an die sGC erhdht (Hobbs, 2000;
Schmidt et al., 2004; Stasch et al., 2006). BAY 58-2667 verdrangt die oxidierte Hamgruppe
der sGC bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich, wohingegen die reduzierte
Hamgruppe erst durch millimolare BAY 58-2667 Konzentrationen verdrangt werden kann
(Schmidt et al., 2004; Stasch et al., 2006). Da die (;Ser;3;Ala-Mutation die Bindung der
Hamgruppe destabilisiert, l&sst sich also auch die reduzierte Hamgruppe bereits durch
nanomolare Konzentrationen von BAY 58-2667 verdrangen. In der vorliegenden Arbeit
wurden aullerdem die Auswirkungen der [B:Seriz7Ala-Mutation auf die
Bindungseigenschaften von Protoporphyrin in Rekonstitutionsversuchen mit PPIX, der
eisenfreien Vorstufe des Hams, untersucht. Die Untersuchungen lassen erkennen, dass zur
Rekonstitution der hamfreien [3;Ser37Ala-sGC mit PPIX héhere Konzentrationen an PPIX als
fur die Rekonstitution der hamfreien WT-sGC erforderlich sind. Dies ist somit ein weiterer
Hinweis auf eine verminderte Hambindung der sGC.

Insgesamt legen die Daten nahe, dass ein Austausch von (3;Ser;3; gegen Alanin die Bindung
der Hamgruppe destabilisiert. Demnach formt [(;Ser;3; gemeinsam mit den
Ankeraminosauren der Hampropionate das charakteristische sGC-Hambindungsmotiv Tyr-x-
Ser-x-Arg (Schmidt et al., 2004; Schmidt et al., 2005). Genau dieses, in der vorliegenden
Arbeit identifizierte Hambindungsmotiv wurde durch die Kristallstrukturen der Himdomanen
der Bakterien Thermoanaerobacter tencongensis und Nostoc bestatigt, die zur
Hambindungsdoméne der sGC homolog sind (Pellicena et al., 2004; Nioche et al., 2004; Ma
et al., 2007)

Um weitere Aminosauren innerhalb der Hambindungstasche zu identifizieren, die fur die
intramolekulare Signaltransduktion oder die Hambindung der sGC bedeutend sein kdnnten,
wurde, basierend auf der publizierten Kristallstruktur von Thermoanaerobachter
tencongensis (1 US55.pdb), ein Homologiemodell der Hambindungsdoméne der sGC

angefertigt (Pellicena et al., 2004; Nioche et a., 2004). Anhand des Modells und einem
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anschlieRenden Multisequenzalignment wurden Aminosauren identifiziert, die aufgrund der
Orientierung zur Hamgruppe und ihres hohen Konservierungsgrades fir die Koordination
der prosthetischen Hamgruppe oder die intramolekulare Signaltransduktion der sGC
bedeutend sein kdnnten. Die ausgewéhlten Aminoséduren wurden ausgetauscht und das
Aktivierungsprofil der Mutanten nach transienter Transfektion in die cGMP-Reporterzelllinie

bestimmt.

Anhand der Kristallstruktur von Thermoanaerobacter tencongensis wurde ersichtlich, dass
ein Aspartat an Position 45 der Bi-Untereinheit mit 3;Argisg, €iner Ankeraminosaure der
Hampropionate, eine Wasserstoffbriickenbindung ausbilden kann und hierdurch die
Positionierung der Hampropionate beeinflusst (Pellicena et al., 2004; Schmidt et al., 2004).
Demnach wird durch Ausbildung dieser Wasserstoffbriickenbindung zwischen [;Aspss und
B1Argise Wird eine starke Deformierung der Hamgruppe erzeugt (Pellicena et al., 2004). Es
wurde postuliert, dass der Deformierungsgrad der Hamgruppe abhangig vom
Aktivierungszustand der sGC ist (Pellicena et al., 2004). Daher ware es mdglich, dass die
Wasserstoffbrickenbindung zwischen [(;Aspss und  [B;Argise als Schalter zwischen
verschiedenen Hamkonformationen und somit Aktivierungszustanden der sGC fungieren
kann. Auch das angefertigte Homologiemodell der Hambindungsdoméne der sGC zeigte,
dass [1Argizg mit B1Aspss eine Wasserstoffbrickenbindung eingehen kann. Zusatzlich wurde
im anschlieBenden Multisequenzalignment sichtbar, dass B1Aspss hoch konserviert ist. Um
die Bedeutung von (BiAspss auf die sGC-Aktivierung zu untersuchen, wurde ;Aspss gegen
Alanin ausgetauscht. Die B1AspssAla-sGC konnte durch BAY 58-2667
konzentrationsabhangig aktiviert werden, allerdings ohne weitere Verstarkung durch Zugabe
von ODQ. Sowohl DEA/NO als auch der Ham-abhangige sGC-Stimulator BAY 41-2272
waren nicht in der Lage, die B;AspssAla-sGC zu stimulieren. Interessanterweise konnte
jedoch eine Kombination von DEA/NO und BAY 41-2272 die [B1AspssAla-sGC stimulieren.
Dies spricht daflir, dass B;AspssAla-sGC als hamhaltiges Enzym exprimiert wurde. Es ist
bekannt, dass sGC-Stimulatoren, wie BAY 41-2272, einerseits die sGC direkt stimulieren
und andererseits die Bindung von NO an die sGC verstarken (Stasch et al., 2002a; Schmidt
et al., 2003). Die Wiederherstellung der sGC-Aktivierung durch die Kombination des sGC-
Stimulators BAY 41-2272 und NO konnte ein Hinweis darauf sein, dass sGC-Stimulatoren
Uber einen @hnlichen Mechanismus wie B1Aspss wirken und hierdurch die NO-induzierte
Aktivierung modulieren. Insgesamt belegen die Ergebnisse, dass [iAspss die Ham-
vermittelte sGC-Aktivierung beeinflusst. Die Hypothese wird auch durch die erst kirzlich
publizierten Kristallstrukturen der freien und NO-gebundenen Hadmdoméne des Bakteriums

Nostoc, welches zur sGC-Sequenz homolog ist, unterstiitzt. Anhand dieser Strukturen wird
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ebenfalls postuliert, dass [3;Aspss fur die Ham-vermittelte sGC-Aktivierung bedeutend sein
kénnte (Ma et al., 2007). Es sind allerdings weitergehende Untersuchungen notwendig, um

die Bedeutung von (;Aspys auf die SGC-Aktivierung vollstandig zu charakterisieren.

Das angefertigte Multisequenzalignment lie3 zusatzlich erkennen, dass direkt neben 3;Aspas
an Position 44 der [;-Untereinheit ebenfalls ein weiteres hoch konserviertes Aspartat
lokalisiert ist. Um die Bedeutung des direkt neben B;Aspss positionierten, konservierten
B1Aspss auf die sGC-Aktivierung zu untersuchen, wurde [B;Aspss gegen Alanin ausgetauscht
und das Aktivierungsprofil der B1AspsAla-sGC nach transienter Transfektion in die cGMP-
Reporterzelle charakterisiert. Der Austausch von [3;Aspss gegen Alanin erzeugte ein Enzym,
welches das typische Aktivierungsprofil hamfreier sGC aufwies. Das Enzym war sowohl
durch BAY 41-2272 als auch durch NO, alleine oder in Kombination, nicht stimulierbar. Die
BAY 58-2667-induzierte Enzymaktivierung konnte durch Zugabe von ODQ nicht verstarkt
werden. Um auszuschlielen, dass die eingefihrte Mutation die Proteinexpression
beeinflusst, wurden Expressionsstudien durchgefiihrt. Diese belegten, dass die Expression
der BiAspgAla-sGC im Vergleich zum nativen Enzym unverandert ist. Demnach ist das
beobachtete Aktivierungsprofil ein Hinweis dafir, dass B;Asp.s-Ala-sGC in hamfreier Form
exprimiert wurde. Allerdings ist zu bedenken, dass B;Aspss in direkter Nachbarschaft zu
B1Aspss, welches bedeutend fur den sGC-Aktivierungsmechanismus ist, lokalisiert ist. Es
konnte daher auch vermutet werden, dass [1Asp4, den Ham-mediierten Aktivierungsprozess

der sGC beeinflusst.

In der Literatur wird postuliert, dass die bevorzugte Bindung von NO und ein Ausschluss
einer O,-Bindung der prosthetischen Hamgruppe der sGC durch die hydrophobe
Aminoséaurestruktur der Hambindungstasche bedingt ist (Boon et al., 2005a; Boon und
Marletta, 2005b, 2005c). Fir verschiedene Hamproteine, unter anderem das O,-bindende
Myoglobin, wurde bereits eine Regulation und eine Selektion der Ligandenbindung durch die
Struktur der Hambindungstasche beschrieben (Olson und Phillips, 1996; Phillips et al., 1999;
Spiro und Jarzecki, 2001; Gong et al., 2000; Jain und Chan, 2003). Ebenfalls wurde fir das
0O,-bindende Hamoglobin eine Stabilisierung der O,-Bindung durch ein polares Tyrosin in der
Hambindungstasche gezeigt (Weber und Vinogradov, 2001). Anhand der Kristallstruktur der
0O,-gebundenen  Hamdoméne des zur sGC-Sequenz homologen Bakteriums
Thermoanaerobacter tencongensis wurde deutlich, dass dessen O,-Bindung durch ein
Wasserstoffbricken-Netzwerk, bestehend aus Asn;, und Glng sowie einem polaren Tyryyg,
stabilisiert wird (Pellicena et al., 2004). Spektroskopische Studien der isolierten

Hambindungsdoméane (:1-385) der sGC zeigten, dass die Einflhrung eines polaren
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Tyrosins in die hydrophobe, distale Hambindungstasche eine Bindung von O, an die
Hamgruppe der sGC ermdglicht (Boon et al., 2005a; Boon und Marletta, 2005b, 2005c).
Daher wurde vermutet, dass die Aminosauren Asn;, Glng und insbesondere das polare
Tyr4o fur die Diskriminierung zwischen einer O,- und NO-Bindung verantwortlich sind (Boon
et al., 2005a; Boon und Marletta, 2005b, 2005c). In der NO-bindenden sGC sind diese
Aminosauren durch lle,ss, Phe;, und Leug ersetzt. Um den Einfluss dieser Aminosauren auf
die NO-Bindung des vollstandigen, intrazellularen Enzyms zu untersuchen, wurden Blleqss
und [B;Phe;; ausgetauscht und das Aktivierungsprofil der Mutanten nach transienter
Transfektion in die cGMP-Reporterzelllinie charakterisiert. Austausch von Leug flihrte zu
einem Verlust der Proteinexpression. Daher wurde diese Mutante nicht weitergehend
untersucht.

Austausch von (;Phe;; gegen Alanin resultierte in einem Enzym, das das typische
Aktivierungsprofil hdmfreier sGC aufwies. Weder der Ham-abhéngige sGC-Stimulator BAY
41-2272 noch DEA/NO waren alleine oder in Kombination in der Lage, die B;Phe;4Ala-sGC
zu stimulieren. Im Gegensatz dazu zeigte eine [;Phe;;Tyr-sGC-Mutante, die generiert
wurde, um den Einfluss des Aromaten auf die sGC-Aktivierung zu untersuchen, ein
Aktivierungsprofil, welches dem nativen Enzym vergleichbar war. Allerdings war ebenfalls
die BAY 41-2272 und NO-induzierte Stimulation der B;Phe,4Tyr-sGC im Vergleich zum
nativen Enzym vermindert. Die Ergebnisse zeigen, dass (3;Phe;, bedeutend fur die Ham-
vermittelte  sGC-Aktivierung ist. Anhand der dreidimensionalen Struktur des
Homologiemodells der sGC-Hambindungsdomane ist ersichtlich, dass (;Phe;, auf der
distalen Seite der Hambindungstasche, direkt gegeniiber von (;His;es, lokalisiert ist. Durch
NO-Bindungsmodelle wird nahe gelegt, dass die NO-Bindung an der distalen Seite der
Hamgruppe erfolgt (Zhao et al., 1999; Ballou et al., 2002; Cary et al., 2005). Vor diesem
Hintergrund kann eine Bedeutung von [(;Phe,, fur die NO-vermittelte sGC-Aktivierung
postuliert werden. Die erst kirzlich veroffentlichte Kristallisationsstudie der Hamdomane des
NO-bindenden Cyanobakteriums Nostoc, welches 33% Sequenzhomologie zur sGC
aufweist, unterstitzt diese Hypothese. So wurde anhand der NO-gebundenen Kiristallstruktur
von Nostoc gezeigt, dass ein Aromat in Position 74 als molekularer Schalter fir die
Ausbildung eines fiinffach koordinierten NO-Ham-Komplexes fungieren kénnte (Ma et al.,
2007). Zusammenfassend deuten die Daten darauf hin, dass B;Phe,;; bedeutend fir die
Ham-vermittelte sGC-Aktivierung ist, indem es die Umwandlung des sechsfach koordinierten
inaktiven Histidin-H&m-NO-Intermediats in den funffach koordinierten aktivierten Nitrosyl-
Ham-Komplex unterstiutzt (Ma et al., 2007).

Der Austausch des hydrophoben [(ille;ss, welches zum polaren Tyrye in

Thermoanaerobacter tencongensis homolog ist, gegen ein Tyrosin resultierte in keiner
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deutlichen Veranderung des Aktivierungsprofils der BilleyssTyr-sGC im Vergleich zum
nativen, hamhaltigen Enzym. Die Aktivierung der BilleissTyr-sGC war sowohl durch die sGC-
Modulatoren BAY 41-2272 und BAY 58-2667 als auch durch NO im Vergleich zur WT-sGC
unverandert. In den durchgefihrten Untersuchungen wurden im Verhaltnis zum
Sauerstoffgehalt der Raumluft nur sehr geringe NO-Konzentrationen (10 nM) verwendet.
Daher wurde erwartet, dass die Einfihrung des in der Literatur postulierten ,NO/O,-
Schalters” ein verandertes Aktivierungsprofil der Bille14sTyr-sGC durch NO zur Folge hat.
Die Ergebnisse zeigten jedoch, dass die Einfihrung eines polaren Tyrosins in die
Hambindungstasche der sGC keine deutliche Auswirkung auf deren Aktivierungsprofil hat.
Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu veroffentlichten Untersuchungen an der isolierten
Hambindungsdomane (3,1-385) der sGC. In diesen wird anhand spektroskopischer Daten
dokumentiert, dass ein Austausch von lle;4s gegen Tyrosin in einer O,-Bindung an der
Hamgruppe resultiert (Boon et al., 2005a; Boon und Marletta, 2005b, c¢). Es muss jedoch
beachtet werden, dass in diesen Publikationen lediglich die Bindungseigenschaften der
isolierten Hambindungsdomane (B,1-385) der sGC untersucht wurden und nicht, wie in der
vorliegenden Arbeit, das Aktivierungsprofil des vollstandigen Enzyms. Auch zeigt der
publizierte Kp-Wert von 70 mM fir die O,-Bindung der isolierten [;llejsTyr-sGC
Hamdomane, dass die O,-Bindung an diese sGC-Mutante relativ schwach ist (Boon et al.,
2005a). Es ist daher unklar, ob eine 0O,-Bindung an das native, vollstandige Enzym
Uberhaupt erfolgt. Im physiologischen Milieu ist im Durchschnitt viermal mehr O, als NO
vorhanden. Um in einer solchen Umgebung bevorzugt NO zu binden, wurde die
Hambindungstasche der sGC durch die Evolution so optimiert, dass keine O,-Bindung
erfolgen kann und die NO-Bindung erleichtert wird. Daher reicht wahrscheinlich allein die
Einfihrung eines polaren Tyrosins in die distale Hambindungstasche der sGC allein nicht
aus, die sGC in ein Os-bindendes Enzym umzuwandeln. Die Hypothese wird dadurch
unterstitzt, dass die zur sGC-Sequenz homolge, NO-bindende Hamdomane von Clostridium
botulinum nicht in der Lage ist, O, zu binden, obwohl ein polares Tyrosin in der distalen
Hambindungstasche vorhanden ist (Nioche et al., 2004). Eine parallel zu dieser Arbeit von
Martin und Mitarbeitern durchgefihrte Untersuchung der vollstadndigen ai/B:llessTyr-sGC
bestétigte die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse (Martin et al., 2006;
Rothkegel et al., 2006). Auch in dieser Studie konnte sowohl spektroskopisch als auch in
sGC-Aktivitatsmessungen keine  0O,-Bindung der vollstandigen  a/BillesTyr-sGC

nachgewiesen werden (Matrtin et al., 2006).

Rekonstitutionsuntersuchungen der hamfreien sGC mit Hamderivaten, deren Vinylgruppen
gegen weniger hydrophobe oder geladene Gruppen ausgetauscht wurden, zeigen, dass

diese Hamderivate nicht in der Lage sind, an die sGC zu binden (Ignarro et al., 1984). Um
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zu untersuchen, ob die Vinylgruppen des Hams die Aktivierung der sGC durch hydrophobe
Interaktionen mit Aminosduren der Hadmbindungstasche beeinflussen, wurden anhand des
angefertigten Homologiemodells Aminosauren ausgewahlt, die durch ihre Lage mit den
Vinylgruppen interagieren konnten. Die Aminosduren wurden gegen Alanin ausgetauscht
und das Aktivierungsprofil der sGC-Mutanten nach transienter Transfektion in die cGMP-
Reporterzelllinie bestimmt. Ein Austausch der konservierten Phenylalanine in Position 70, 75
und 77 sowie der konservierten Isoleucine in Position 149 und 150 hatte keine Veranderung
des Aktivierungsprofils der untersuchten Mutanten im Vergleich zum WT-Enzym zur Folge.
Das Ergebnis lasst vermuten, dass die Vinylgruppen nicht am intramolekularen
Aktivierungsprozess der sGC beteiligt sind, obwohl diese die Bindung der prosthetischen
Hamgruppe an die sGC beeinflussen. Ahnliche Eigenschaften der Hamvinyle wurden bereits
fur andere hamhaltige Proteine beschrieben. So belegten strukturelle Untersuchungen der
Proteinkinase FixL, dass die Vinylgruppen des Hams zwar die Bindung der Hamgruppe an
die Proteinkinase FixL unterstiitzen, aber deren Regulation nicht beeinflussen (Gong et al.,
2000).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Bi1Aspas, BiAspss und (iPhe;, an der
Regulation der Ham-vermittelten Aktivierung der sGC beteiligt sind. Das beobachtete
Aktivierungsprofil der B;AspssAla-sGC untermauert die Hypothese, dass BiAspss als
Schalteraminosédure der Ham-vermittelten sGC-Aktivierung fungieren kann. Ebenfalls
konnten wir am vollstandigen Enzym demonstrieren, dass die Einfihrung einer polaren
Aminosaure in die Hambindungstasche der sGC nicht ausreicht, die sGC in ein O,-
bindendes Enzym umzuwandeln. Die Untersuchungen lassen auch erkennen, dass die
Vinylgruppen der prosthetischen Hamgruppe fir die Aktivierung der sGC wahrscheinlich
keine Rolle spielen. Es ware wiinschenswert, wenn diese Ergebnisse in naher Zukunft durch
Kristallisationsstudien mit der nativen sGC bestatigt wirden. Bis eine Kristallisation der sGC
erfolgt, ist die Charakterisierung von sGC-Mutanten mit Hilfe der cGMP-Reporterzelle in
Kombination mit dem sGC-Stimulator BAY 41-2272 und dem sGC-Aktivator BAY 58-2667
eine wertvolle Methode, um die strukturellen Grundlagen der sGC-Regulation naher zu

charakterisieren.

4.2 BiFC-Untersuchungen zur Dimerisierung der sGC

Die Dimerisation von Proteinen fihrt meistens zu einer Veranderung der Affinitat zum
Liganden, einer Anderung der Lokalisation und/oder einer Anderung der enzymatischen
Aktivitat (Luttrell, 2006). Es ist bekannt, dass die Dimerisation coexprimierter a;-sGC und 1-
sGC zur Bildung katalytisch aktiver sGC zwingend erforderlich ist (Harteneck et al., 1990;

Zabel et al., 1998). Alle Versuche durch Kombination individuell exprimierter a;-sGC und [3;-

86



Diskussion

sGC ein funktionell aktives a/B;-sGC Heterodimer herzustellen, blieben bislang erfolglos
(Harteneck et al., 1990; Zabel et al., 1998). In vielen Publikationen wurden die molekularen
Mechanismen der sGC-Aktivierung untersucht (Wedel et al., 1994; Schmidt et al., 2004;
Boon et al., 2005a; Schmidt et al., 2005; Rothkegel et al., 2006). Demgegeniber hat man
sich mit den strukturellen Grundlagen der Heterodimerisation von a;-sGC und (3;-sGC sowie
den Konsequenzen fir die Bildung eines funktionell aktiven Enzyms wenig beschéftigt. Vor
mehr als einem Jahrzehnt wurde postuliert, dass die vor der katalytischen Domane
lokalisierte Aminosauresequenz [(3,340-385 fir die Heterodimerisation der sGC-
Untereinheiten verantwortlich sein konnte. Diese Hypothese basierte auf der Ahnlichkeit
dieser Sequenz zur Dimerisierungsdomane der GC-A. Ferner wurde diese Annahme durch
Untersuchungen unterstitzt, die zeigten, dass eine sGC-Mutante, welche die Aminosauren
1-385 der B;-Untereinheit codierte, in der Lage ist, Homodimere zu bilden (Wilson und
Chinkers, 1995; Zhao und Marletta, 1997). Nachfolgende Koprazipitationsuntersuchungen
der sGC-Untereinheiten identifizierten eine Beteiligung der Aminosauresequenzen 0,61-128,
0,367-462, 0,421-454, 3,204-244 und B,379-408 an der Heterodimerisation der a,/B;-sGC
(Zhou et al., 2004; Shiga und Suzuki, 2005; Wagner et al., 2005).

Um die in der Literatur beschriebenen Interaktionspunkte der a;- und ;-sGC weitergehend
zu charakterisieren, und neue Dimerisierungsregionen zu identifizieren, wurde die a,/B1-sGC
Heterodimerisation erstmalig direkt in lebenden Zellen mit Hilfe der kurzlich entwickelten
Methode der BiFC untersucht. Die Methode basiert darauf, dass zwei nichtfluoreszierende
Fragmente des YFP eine Fluoreszenz aussenden, wenn diese durch ihre Fusionspartner, in
der vorliegenden Arbeit a;-sGC und (;-sGC, in raumliche Nahe kommen (Hu et al., 2002;
Kerppola 2006 a, 2006b). Hierdurch ist es moglich, die Heterodimerisation der sGC direkt in
einer intrazellularen Umgebung zu untersuchen. Die YFP-Fragmente gehen selbst keine
Komplexbildung ein, jedoch stabilisieren sie den gebildeten Komplex (Hu et al., 2002). Die
Stabilisierung ermdglicht auf der einen Seite, durch BiFC auch transiente Komplexe oder
schwache Interaktionen zu detektieren, auf der anderen Seite birgt dies allerdings die
Gefahr unspezifischer Proteininteraktionen (Hu et al., 2002; Ozalp et al., 2005). Um eine
unspezifische Komplexbildung der sGC-Untereinheiten und damit falsche positive
Ergebnisse mdglichst auszuschlieRen, wurden die Expressionslevel dahingehend optimiert,
dass keine unspezifische Fluoreszenz der unfusionierten YN- und YC-Fragmente auftrat.
Die Kombination der BiFC-Methode mit der cGMP-Reporterzellline ermdglicht, neben der
Untersuchung des Dimerisationstatuses, zusétzlich das Aktivierungsprofil von sGC-Mutanten
direkt in einer cytosolischen Umgebung ohne weitergehende Aufreinigungsprozesse zu
untersuchen (Hu et al., 2002; Schmidt et al., 2004; Wunder et al., 2005).

Es wird vermutet, dass a;-sGC und B;-sGC einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung

besitzen (lyer et al.,, 2003). AuRerdem wurde publiziert, dass beide sGC-Untereinheiten
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sowohl Homo- als auch Heterdimere ausbilden kénnen (Zabel et al., 1999). Dies deutet an,
dass in beiden sGC-Untereinheiten Segmente vorhanden sind, die fir die Dimerisierung
verantwortlich sind. Sequenzen, die regulatorische Bereiche eines Proteins codieren, sind
meist hoch konserviert. Aus diesem Grund wurde ein Multisequenzalignment der
vermeintlichen Dimerisierungsdomanen der a;- und der B;-sGC erstellt, um konservierten
Aminosaureregionen zu identifizieren. Diese wurden systematisch deletiert und die
generierten Deletionsmutanten mittels transienter Transfektion in die cGMP-Reporterzelllinie
charakterisiert. Die Untersuchung des Dimerisationszustandes und des Aktivierungsprofils
verschiedener Deletionsmutanten innerhalb der konservierten Bereiche ergab, dass
Coexpression der Deletionsmutanten o;(A283-293), a,(A373-382), a,(A383-392), a1(A393-
402), 01(A460-469), a1(A470-479) mit B;-sGC und [B,(A334-343), (:(A401-410) sowie
B1(A411-420) mit a;-sGC in einer Fluoreszenz resultierte, die der undeletierten nativen a4/p3:-
sGC vergleichbar war. Die beobachtete Fluoreszenz belegt, dass die Deletionsmutanten in
der Lage sind zu dimerisieren und daher die deletierten Aminosduren nicht an der
Interaktion von a1/B:-sGC beteiligt sind. Im Gegensatz zur undeletierten sGC und zu den
meisten Deletionsmutanten, die im gesamten Cytosol der Zelle lokalisiert waren, zeigten die
Deletionsmutanten «;(A393-402), [3,(A334-343) und [3;(A411-420) eine inhomogene
Verteilung. Der Unterschied in der subzellularen Lokalisation kdnnte ein Hinweis dafir sein,
dass die Deletion dieser Aminosauren eine Fehlfaltung der Proteine verursacht. Die
wiederum zu einer Aggregation der Proteine und damit zu unspezifischen BiFC-Signalen
fuhren konnte (Ozalp et al., 2005). In den angefertigten Western Blots war jedoch keine
Verédnderung der Expression sichtbar. Aul3erdem hatte die Deletion von a,;(A393-402) und
B1(A334-343) keinen deutlichen Einfluss auf die funktionelle Aktivitat des Enzyms. Dies
deutet an, dass die Untersuchungen zur Heterodimerisation mittels BiFC nicht negativ
beeinflusst wurden.

Demgegeniiber fuhrte die Deletion der Aminosduresegmente 0,363-372, 0,403-412, a,413-
422, 0,440-449, a,450-459, (,212-221, [(3,304-313, (:314-323, [3:324-333, [3,344-353,
1354-363, [3;381-390 und [(;391-400 zu einem Verlust der Fluoreszenz. Um
auszuschlieRen, dass der beobachtete Verlust des Fluoreszenzsignals durch eine
verminderte Expression der Deletionsmutanten bedingt ist, wurde der Expressionsstatus
mittels Western Blots dberprift. Die Untersuchung zeigte, dass die Expression aller
Deletionsmutanten auf vergleichbarem Niveau war. Demzufolge wird der beobachtete
Verlust der Fluoreszenz der Deletionsmutanten vermutlich durch eine beeintrachtigte
Dimerisierung hervorgerufen wird.

Von den Deletionsmutanten, die eine Fluoreszenz zeigten, wiesen 0,283-292, a,373-382,

0,383-392, 0,393-402 und [3;334-343 ein Aktivierungsprofil auf, das der undeletierten sGC
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vergleichbar war. Die funktionelle Aktivitdt der Deletionsmutanten bestétigt das BiFC-
Ergebnis, wonach diese Aminosaurebereiche nicht an der Heterodimerisierung von o./[3;-
sGC beteiligt sind. Im Gegensatz hierzu zeigten die Deletionsmutanten a;(A460-469),
01(A470-479), B1(A401-410) sowie B,1(A411-420) zwar eine Fluoreszenz, konnten aber nicht
durch BAY 41-2272, BAY 58-2667 alleine oder in Kombination mit DEA/NO oder ODQ
aktiviert werden. Da die deletierten Aminosauren nicht die Dimerisierung der sGC
modulieren, kdnnte dies ein Hinweis dafir sein, dass sie die sGC-Aktivierung beeinflussen.
Die Deletion der Aminosauren 0,393-403 und [3;334-343 fuhrte zu Enzymen, die durch den
Ham-abhangigen sGC-Aktivator BAY 41-2272 nur in Gegenwart von DEA/NO stimuliert
werden konnten. Die BAY-58-2667-induzierte Aktivierung der Deletionsmutanten war
ebenfalls im Vergleich zum nativen Enzym vermindert und wurde durch Zugabe von ODQ
nicht verstarkt. Demgegentber war die maximale Stimulierung von a;(A283-293) und
01(A373-382) durch BAY 41-2272 alleine oder in Kombination mit DEA/NO im Vergleich zum
nativen Enzym verstérkt. In Western Blots wurde keine beeintrachtigte Expression der
untersuchten Deletionsmutanten festgestellt. Die veranderte Aktivitat der Deletionsmutanten
im Vergleich zum nativen Enzym kénnte andeuten, dass die Aminoséureregionen die sGC-
Aktivierung beeinflussen. Andererseits kénnten die Deletionen auch zu einer gesttrten
Proteinfaltung gefiihrt haben, zu einer beeintrachtigten Formierung des katalytischen
Zentrums der sGC und damit zu Verédnderungen in der sGC-Aktivierung. Deletion der
Aminosaurensegmente 0,363-372, 0,403-422, 440-459 sowie (3;212-222, (3,;304-333, 1344-
363 und [3;381-400 fuhrte neben einem Verlust der Fluoreszenz auch zu einer
beeintrachtigten sGC-Aktivierung. Dies legt nahe, dass diese Aminosduresegmente die
Heterodimerisierung von a,/B;-sGC beeinflussen. Eine Ubersicht ist dazu in Abbildung 3.21
unter Ergebnisse gegeben.

In Publikationen ist eine Beteiligung der Aminoséduresequenzen 0;61-128, «a;367-462,
0,421-454, (,204-244 [(3,340-385 und [3;379-408 an der Heterodimerisation der sGC-
Untereinheiten beschrieben worden (Wilson und Chinkers, 1995; Zhao und Marletta, 1997;
Zhou et al., 2004; Shiga und Suzuki, 2005; Wagner et al., 2005).

Hinsichtlich der a;-Untereinheit der sGC lieRen verschiedene Mutagenese- und
Koprazipitationsstudien von Deletionsmutanten erkennen, dass hauptsachlich die mittlere
Region (0,367-469) die Dimerisierung von o4/p:-sGC vermittelt (Shiga und Suzuki, 2005;
Wagner et al., 2005). In guter Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte auch die
BiFC-Untersuchung von Deletionsmutanten in lebenden Zellen, bei denen kleine Bereiche
der zentralen Region deletiert wurden, dass diese Region fir die Heterodimerisation der
sGC verantwortlich ist. Die Analyse zeigte, dass hauptsachlich die Aminoséuresequenzen
0:363-372 und 0:403-422 und a,440-459 die a./B:-sGC Interaktion vermitteln. Dies legt
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einen diskontinuierlichen Aufbau der a;-Dimerisierungsregion nahe. Solch eine Struktur der
ai-Dimerisierungsdoméane  wurde  bereits in  Analogie zu dem identifizierten
Dimerisierungsmodul der (;-sGC, bestehend aus einer N-terminalen (a;271-312) und C-
terminalen Bindungsstelle (0;438-467), postuliert (Zhou et al., 2004). Eine Analyse der
Dimerisierungsregion der a;-sGC des Medaka-Fisches belegte, dass die postulierte C-
terminale Bindungsstelle die Heterodimerisierung a4/B:-sGC vermittelt (Shiga und Suzuki,
2005). Demgegeniber zeigte dieselbe Studie, dass die vermeintliche N-terminale
Bindungsstelle nicht an der Dimerisierung der a;-sGC involviert ist, jedoch die Aktivierung
der sGC beeinflusst. (Shiga und Suzuki, 2005). Hinsichtlich der N-terminalen Bindungsstelle
zeigte die BiFC-Untersuchung Kkleinerer Deletionsmutanten ebenfalls, dass Deletion des
konservierten Aminosauresegments 0;283-292 innerhalb der postulierten N-terminalen
Dimerisierungsregion keinen Einfluss auf die Interaktion von a,/B;-sGC besitzt. Allerdings
wurde im Gegensatz zu der Analyse von Shiga und Suzuki festgestellt, dass eine Deletion
von a;283-292 die funktionelle Aktivitdt der a4/B;-sGC nicht beeintrachtigt. Das
widersprichliche Ergebnis kénnte dadurch begriindet sein, dass Shiga und Suzuki die N-
terminale Bindungsstelle der sGC mit Hilfe einer N-terminalen Deletetionsmutante
untersucht haben, bei der die ersten 322 Aminosauren (entspricht Aminosauren 1-312 in der
Sequenz der Ratten-sGC) deletiert waren, wahrend in der BiFC-Studie lediglich die
Aminosauren a,283-292 deletiert waren. Trunkierung grof3er Aminosaurebereiche wie in der
von Shiga und Suzuki untersuchten Deletionsmutante kénnen zu Fehlfaltungen fuhren und
somit zu einer veranderten Anordnung des katalytischen Zentrums. Andererseits konnten im
Rahmen der Deletion von a;1-322 auch Aminosauren deletiert worden sein, die fir eine
funktionelle Enzymaktivitat wichtig sind. Die letzte Hypothese wird dadurch untermauert,
dass Untersuchungen an der humanen sGC einen Einfluss der Aminosduren a;259-364,
entsprechend «;260-365 in der Ratten-sGC, auf die funktionelle Aktivitat der sGC zeigten
(Koglin und Behrends, 2003). Aus diesem Grund ist es wahrscheinlich, dass in der a;1-322
Deletionsmutante der Medaka-Fisch-sGC Aminosauren, die fir die funktionelle
Enzymaktivitat bedeutend sind, fehlten.

Hinsichtlich der C-terminalen Bindungsstelle wurde anhand von Protein-Struktur-
Vorhersage-Programmen gezeigt, dass diese vermutlich eine amphipathische a-Helix
Struktur ausbildet, deren Amphipathie vorwiegend durch konservierte Leucine vermittelt
wird. In der Literatur wird haufig eine Beteiligung von amphipathischen a-Helix Strukturen an
Protein Interaktionen beschrieben. Daher wurde postuliert, dass die amphipathische a-Helix
Struktur bedeutend fur die a,/p;-Dimerization ist (Shiga und Suzuki, 2005). Weitergehende
Untersuchungen der vermeintlichen a-Helix Struktur durch Punktmutationen legten nahe,

dass die hauptsachlich durch Leucine modulierte Amphipathie der a-Helix bedeutend fir die
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sGC Dimerisierung ist (Shiga und Suzuki, 2005). Au3erdem zeigten diese Untersuchungen,
dass ein konserviertes Leucin in Position 463 der Medaka-Fisch-sGC essentiell fur eine
korrekte Dimerbildung ist (Shiga und Suzuki, 2005). In der Ratten-sGC, die in den BiFC-
Untersuchungen verwendet wurde, wird vermutlich eine amphipathische a-Helix durch das
Aminosauresegement a,420-454 geformt, in welchem auch das zu Leu,s; homologe Leucin
Leuyss lokalisiert ist. In guter Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen von Shiga und
Suzuki zeigten die Resultate der BiFC-Untersuchung in lebenden Zellen ebenfalls, dass eine
Verédnderung der Amphipathie der vermeintlichen a-Helix durch Deletion der Aminoséauren
01440-449 und a,450-459 zu einem Verlust der a,/B;-Dimerisierung fuhrt.

Auf Grund einer Koprazipitationsanalyse der a;-sGC-Untereinheit der Rinder-sGC wurde
eine Beteiligung der Aminsosduren 61-128 des N-Terminus der a;-sGC an der
Dimerisierung und damit Bildung funktionell aktiver sGC postuliert (Wagner et al., 2005).
Jedoch belegte dieselbe Studie in guter Ubereinstimmung mit einer weiteren Studie, dass in
weitergehenden Deletionsmutanten des N-Terminus der a;-sGC die Basalaktivitat der sGC
erhalten bleibt (Wedel et al., 1995; Wagner et al., 2005). Auch ist der Sequenzabschnitt
nicht konserviert. Interessanterweise wurde an der humanen sGC gezeigt, dass die Deletion
der Aminosauren 1-289 des N-Terminus der o;-Untereinheit keine Auswirkung auf das
Aktivierungsprofil der sGC hat (Koglin und Behrends, 2003). Ebenfalls dokumentierte die
Untersuchung der Dimerisierungsdomane der a;-sGC des Medaka-Fisches, dass dieser
Aminosaurebereich nicht an der Dimerisation der sGC beteiligt ist (Shiga und Suzuki, 2005).
Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse der vorliegenden Analyse, dass das
Dimerisierungsmodul der a;-sGC eine diskontinuierliche Anordnung aufweist und die a4/B:-
sGC Dimerisierung zum Teil durch eine amphipathische a-Helix Struktur vermittelt wird
(Zhou et al., 2004; Shiga und Suzuki, 2005).

Hinsichtlich der 3;-sGC zeigte eine Koprazipitationsstudie, dass die Sequenzen [3,204-408
die sGC Heterodimerisation beeinflussen (Zhou et al., 2004). Weitergehende
Untersuchungen dieser Region identifizierten zwei separate Bindungsmodule der 3;-sGC mit
der a;-sGC: eine N-terminale Bindungsstelle (3:204-244) und eine C-terminale
Bindungsstelle (3;379-408) (Zhou et al., 2004). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
BiFC-Untersuchungen in lebenden Zellen lieRen erkennen, dass die Aminosauren (3,212-
222, [31304-333, [:344-363 und (:381-400 die Dimerisation von a/B;-sGC beeinflussen.
Demnach unterstitzen diese BIiFC-Ergebnisse die auf der Basis der publizierten
Untersuchung generierte Vermutung, dass die sGC-Interaktion tber ein diskontinuierliches
Bindungsmodul innerhalb der Aminoséaureregion (3;204-408 erfolgt (Zhou et al. 2004). Des
Weiteren bestatigen die BiFC-Untersuchungen, dass die identifizierte N-terminale und C-

terminale Bindungsstelle die Heterodimerisation der sGC unterstiitzen. Allerdings legt auch
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die BiFC-Analyse nahe, dass zuséatzlich zu diesen Bindungsstellen die Aminosauren 3,304-
333 und B1344-363 eine Rolle in der sGC-Heterodimerisierung spielen.

Basierend auf der Dimerisationstudie der a;-sGC des Medaka-Fisches, wurde auch fir die
B:-Untereinheit vermutet, dass die Dimerisation hauptsachlich durch eine amphipathische a-
Helix Struktur vermittelt wird (Shiga und Suzuki, 2005). In der Ratten-sGC wird diese
Tertiarstruktur wahrscheinlich durch die Aminoséuren (3,367-395 gebildet (Shiga und Suzuki,
2005). Eine Beeintrachtigung der a-Helix Struktur durch Deletion von 3;381-400 fihrte in
den BiFC-Untersuchungen - in guter Ubereinstimmung zu diesem Postulat - zu einem
Verlust der Dimerisation. Zusammenfassend bestatigen die Ergebnisse der BiFC-
Untersuchung der [;-Dimerisationsregion die Beobachtung, dass diese eine
diskontinuierliche Struktur besitzt. AuRerdem bestatigen die BiFC-Resultate die Hypothese,
dass diese eine amphipathische a-Helix Struktur enthalt.

BiFC ermoglicht es, neben der Charakterisierung des Dimerisationszustandes, auch die
subzellulare Verteilung dimerisierter, funktionell aktiver sGC aufzuzeigen. Publizierte
Untersuchungen dokumentieren, dass die sGC in Abhangigkeit des Aktivierungszustandes
teilweise an der Membran lokalisiert ist (Zabel et al., 2002; Veltman et al., 2005; Yetik-
Anacak und Catravas, 2006). Demgegenuber erfolgte in den vorliegenden Untersuchungen
die Expression dimerisierter und somit funktionell aktiver sGC hauptsachlich im Cytosol. Da
mittels BiFC nicht der Aktivierungszustand, sondern der Dimerisationszustand untersucht
wird, ist im Rahmen dieser Arbeit eine eigenstéandige Untersuchungsreihe durchgefiihrt
worden, um die subzellulare Lokalisation der sGC in Abhangigkeit des
Aktivierungszustandes naher zu untersuchen (siehe 4.3).

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse der BiFC-Untersuchungen, dass die
Aminosauren 0,363-372, 0,403-422, 0,440-459, [3,212-222, (3,304-333, [:344-363 sowie
[3:381-400 die Heterodimerisation der a,/3;-sGC beeinflussen und somit die Dimerisation der
01/B1-sGC Uber ein diskontinuierliches Bindungsmodul vermittelt wird. Aufl3erdem
unterstutzen die Ergebnisse die Voraussage, dass eine amphipathische a-Helix Struktur die

sGC-Heterdimerisation und die Bildung eines funktionell aktiven Dimers beeinflusst.

4.3 Subzellulare Lokalisation der sGC

Eine Veranderung der subzellularen Lokalisation von Enzymen erfolgt meist in Abhangigkeit
vom Aktivierungszustand oder durch spezifische Cofaktoren. In publizierten Untersuchungen
wurde gezeigt, dass die ubiquitar exprimierte a,/f;-sGC nicht rein im Cytosol der Zelle
lokalisiert ist, sondern sich in Gegenwart von Ca”* sowie in Abhangigkeit ihres
Aktivierungszustandes an die Membran translokalisiert (Zabel et al., 2002; Veltman et al.,

2005; Yetik-Anacak und Catravas, 2006). Aul3erdem ist bekannt, dass die vorwiegend im
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Gehirn exprimierte a,/B;-sGC Uber PSD-95, welches auch die eNOS bindet, an der
Membran assoziiert ist (Russwurm et al., 2001). Eine Translokalisation der sGC an die
Membran konnte auch erklaren, weshalb das reaktive Molekil NO, das durch die eNOS in
der Membran gebildet wird, fast vollstandig an die sGC bindet und nicht mit anderen
Bestandteilen des Cytosols interagiert (Pollock et al., 1991, Lancaster, 1997). In den im
Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten BiFC-Untersuchungen zeigte sich jedoch, dass
funktionell aktive Dimere der o,/3;-sGC unter den angewendeten experimentellen
Bedingungen nur im Cytosol der Zellen nachzuweisen waren (siehe 4.2).

Um die subzellulare Lokalisation der sGC in Abhéngigkeit der Aktivierung durch DEA/NO,
BAY 41-2272 sowie BAY 58-2667 naher zu untersuchen, wurden Fusionsproteine der sGC
ai-Untereinheit mit GFP und der B;-Untereinheit mit DsRed generiert, wodurch eine
Visualisierung der sGC direkt in lebenden Zellen méglich wurde. Die Fusionsproteine wiesen
nach transienter Transfektion in cGMP-Reporterzellen und Inkubation mit dem sGC-
Stimulator BAY 41-2272, dem sGC-Aktivator BAY 58-2667, dem NO-Donor DEA/NO und
dem sGC-Inhibitor ODQ ein dem unfusionierten Enzym vergleichbares Aktivierungsprofil auf.
Nach transienter Transfektion in cGMP-Reporterzellen und anschlieBender konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie wurde nur eine hauptsachlich cytosolische Verteilung des Enzyms
beobachtet. Inkubation der transient transfizierten Zellen mit den oben genannten sGC-
Modulatoren fiihrte zu keiner Verédnderung der subzellularen Lokalisation der sGC.

Es wird vermutet, dass die subzellulare Lokalisation der sGC mdglicherweise abhangig vom
expremierenden Zelltypus ist (Yetik-Anacak und Catravas, 2006). Daher wurde das
generierte GFP-a;-sGC-Fusionsprotein  ebenfalls in HUVEC und HASMC transient
transfiziert. Auch in diesen Zellen wurde unter den verwendeten Bedingungen eine
vorwiegend cytosolische Verteilung der sGC beobachtet. Ferner wurde in der Literatur
beschrieben, dass die sGC im Endothel in multimerischen Komplexen vorliegt (Yetik-Anacak
und Catravas, 2006). In Ubereinstimmung mit dieser Arbeit war auch in den hier
vorliegenden Untersuchungen erkennbar, dass die in HUVEC exprimierte sGC - im
Gegensatz zu der in HASMC und in cGMP-Reporterzellen exprimierten sGC - nicht im
gesamten Cytosol, sondern vorwiegend in konzentrierten Arealen lokalisiert ist.

Um auszuschliel3en, dass die Fusion der sGC an die verwendeten Fluoreszenzproteine die
subzellulare Lokalisation der sGC beeinflusst, wurde zusatzlich die mit der sGC stabil
transfizierte cGMP-Reporterzellline, Gcolf8.9.7, immunhistochemisch untersucht. In
Ubereinstimmung mit bereits publizierten immunhistochemischen Untersuchungen der sGC
im Gewebe liel3 sich jedoch auch auf diesem Wege keine Translokalisation der sGC an die
Membran weder im unaktivierten noch im aktivierten Zustand nachweisen (Mundel et al.,
1995).
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Somit war eine Translokalisation der sGC an die Membran, vermittelt durch eine Aktivierung
der sGC mit DEA/NO, BAY 41-2272 und BAY 58-2667, in den durchgefihrten
Untersuchungen an nativen Zellen nicht nachweisbar. Allerdings kann nicht ausgeschlossen
werden, dass in vivo eine Translokalisation der sGC in Abhangigkeit vom
Aktivierungszustand an die Membran erfolgt. Mdglicherweise unterliegt die Translokalisation,
wie postuliert, einem transienten, labilen Mechanismus, so dass diese mit den verwendeten
Methoden nicht erfassbar war. Auch wére es denkbar, dass fur eine Translokalisation neben
Ca” noch weitere unbekannte Cofaktoren notwendig sind, die in den eingesetzten

Zellsystemen nicht vorhanden waren (Zabel et al., 2002; Yetik-Anacak und Catravas, 2006).

4.4 Vasorelaxierende Wirkung von BAY 58-2667 am iso lierten Gefal3

Erkrankungen des kardiovaskularen Systems gehen einher mit der Entwicklung einer
endothelialen Dysfunktion, deren molekulare Ursachen bislang noch nicht vollstandig
aufgeklart sind. Die endotheliale Dysfunktion steht im Zusammenhang mit einer vermehrten
Bildung von Superoxidradikalen, vorwiegend durch entkoppelte NADPH-Oxidasen,
Xanthinoxidasen und eNOS. Die Superoxidradikale beeinflussen den NO-Signalweg, indem
sie mit NO das starke Oxidans Peroxynitrit bilden (Pryor und Squadrito, 1995; Bian et al.,
2006). Peroxynitrit fihrt, wie die Superoxidradikale selbst, zu einem Anstieg oxidierter sGC
und, durch gesteigerten Hamverlust der oxidierten Form, letztendlich zu ha&mfreier sGC
(Stasch et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass Peroxynitrit und ROS durch Oxidation die
funktionelle Aktivitat NO-sensitiver sGC beeintrachtigen (Weber et al., 2001; Wedgwood et
al., 2005). Sowohl die oxidierte als auch die hamfreie Form der sGC kénnen durch NO nicht
aktiviert werden (Stasch et al., 2006). Bei zahlreichen Erkrankungen des kardiovaskularen
Systems, wie beispielsweise dem Bluthochdruck, wird eine vermehrte Bildung von ROS
beobachtet (Guzik und Harrison, 2006). Es ist daher mdglich, dass in Analogie zur
bekannten Insulin-Resistenz ein ,NO-Resistenz-Syndrom*“ der endothelialen Dysfunktion zu
Grunde liegt (Gladwin, 2006). Dies bedeutet, dass zwar ausreichend sGC exprimiert wird,
diese aber aufgrund ihres Redoxstatus durch endogenes NO nicht aktivierbar ist. Um das
auf zellularer Ebene nachzuweisen, wéare es wiunschenswert, das intrazellulare Verhaltnis
von oxidierter bzw. hAmfreier zu reduzierter sGC zu bestimmen. Bisher besteht noch keine
experimentelle Mdoglichkeit, direkt im Gewebe die oxidierte/hamfreie sGC nachzuweisen.
Allerdings konnte gezeigt werden, dass NO- und Ham-unabhangige sGC-Aktivatoren, wie
BAY 58-2667 und HMR-1766, vorwiegend die oxidierte/hamfreie Form der sGC aktivieren
(Stasch et al., 2002; Schindler et al., 2006; Evgenov et al., 2006). Dies ist ein wesentlicher
Unterschied zu den NO-unabhangigen, aber Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren, wie BAY
41-2272 und NO, welche selektiv die reduzierte, hamhaltige Form der sGC stimulieren

(Schrammel et al., 1996; Stasch et al., 2001). Die Aktivierung der artifiziellen sGC-Form war
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unerwartet und bis dahin als pharmakologisches Wirkprinzip unbekannt. Dartber hinaus
ermdglicht dieses einzigartige Wirkprofil der sGC-Aktivatoren, wie BAY 58-2667, erstmals
den Redoxstatus der sGC intrazellular zu untersuchen (Stasch et al., 2002a; Stasch et al.,
2006).

Um das Wirkprofil von BAY 58-2667 weitergehend zu charakterisieren, wurde die
relaxierende Wirkung von BAY 58-2667 auch an isolierten Gefalen untersucht. In
publizierten Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Relaxation isolierter Aorten von Ratten
durch BAY 58-2667 bei Vorbehandlung der Aorten mit Oxidantien - wie Peroxynitrit oder
ODQ - verstarkt ist (Stasch et al., 2006). Demgegeniuber wurde gezeigt, dass eine
Vorbehandlung der isolierten Aorten mit dem Reduktionsmittel N-Acetyl-Cystein die Wirkung
von BAY 58-2667 vermindert (Stasch et al., 2006). Untersuchungen des NO- und Ham-
unabhangigen sGC-Aktivators HMR-1766 an isolierten Aorten von Ratten belegten
ebenfalls, dass die konzentrationsabhangige Relaxation isolierter Gefalle durch HMR-1766
bei Vorbehandlung der GefalRe mit ODQ verstarkt ist (Schindler et al., 2006). In der
vorliegenden Arbeit relaxierte der NO- und Ham-unabhangige sGC-Aktivator BAY 58-2667
vorkontrahierte, isolierte Aorten von Ratten konzentrationsabhangig. In Ubereinstimmung mit
den publizierten Ergebnissen fuhrte eine Vorbehandlung der Aorten mit ODQ zu einer
Verstarkung der durch BAY 58-2667 induzierten Relaxation. Die Ergebnisse dokumentieren,
dass NO- und Ham-unabhangige sGC-Aktivatoren - wie BAY 58-2667 - auch am isolierten
Gefald ihre Wirkung vorwiegend uber eine Aktivierung der oxidierten/hdmfreien Form der
sGC entfalten.

Es wird vermutet, dass in erkrankten GefalRen die sGC vermehrt durch ROS oxidiert wird
und der Anteil der oxidierten/hamfreien Form der sGC an der sGC-Gesamtmenge ansteigt.
Demzufolge sollte die Wirkung von BAY 58-2667 an erkrankten Gefalien starker sein als an
gesunden GefaRen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von BAY 58-2667
an isolierten Gefallen aus verschiedenen Krankheitsmodellen und Zustidnden, die mit
erhéhtem oxidativem Stress assoziiert werden, jeweils im Vergleich zu gesunden
KontrollgefaRen untersucht: alten spontan hypertesiven Ratten (SHR), Watanabe Kaninchen
mit vererbter Hyperlipidamie (WHHL), mit Hochfettfutter gefutterten ApolipoproteinE
Knockout M&ausen (Apo"'-Mause) und Arterien von Typ-lI-Diabetikern (Miller et al., 1998;
Shea et al., 2002; Nabha et al., 2005; Sotnikova et al., 2006).

BAY 58-2667 relaxierte konzentrationsabhdngig vorkontrahierte Aortenringe alter SHR
starker als Aortenringe von normotensiven, gleichaltrigen Kontrolltieren. Der ICso-Wert der
Relaxation der GefalRe von SHR war um Faktor vier niedriger im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Vorbehandlung der GefaRe mit ODQ flhrte zu einer Linksverschiebung der
Konzentrations-Wirkungskurven sowohl an Aorten von SHR als auch an Aorten von

normotensiven Kontrolltieren und damit zu niedrigeren ECso-Werten. Der Verstarkungseffekt
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der BAY 58-2667-induzierten Relaxation durch Zugabe von ODQ zeigt, dass eine
VergroRerung des ,Pools” an oxidierter/hamfreier sGC zu einer starkeren Wirkung von BAY
58-2667 an diesen Gefallen fuhrt. Die Befunde, dass BAY 58-2667 die Gefalie
hypertensiver Ratten starker relaxiert als die Gefal3e normotensiver Ratten, legen nahe,
dass der Anteil oxidierter/hamfreier sGC unter pathophysiologischen Zustéanden erhdht ist.
Arterien von alten WHHL weisen eine verminderte Vasodilatation durch NO auf, wie es fiur
das Anfangsstadium einer Atherosklerose charakteristisch ist (Warnholtz et al., 2002b). BAY
58-2667 relaxierte vorkontrahierte Saphena-Arterien von alten atherosklerotischen WHHL
starker als Saphena-Arterien von gleichaltrigen Kontrolltieren. Demgegeniber war die
Relaxation vorkontrahierter Saphena-Arterien von WHHL durch den NO-Donor SNP im
Vergleich zu Saphena-Arterien von gleichaltrigen Kontrolltieren tendenziell erniedrigt.

Als weiteres Tiermodell fiir atherosklerotische Gefal3erkrankungen wurden Aortenringe von
ApoE"'-Mausen verwendet, denen eine Hochfettdiat Gber einen Zeitraum von vier Monaten
verabreicht wurde. BAY 58-2667 relaxierte vorkontrahierte Aortenringe von ApoE"'-Mausen,
denen ein Hochfettdiat verabreicht wurde, starker als Aortenringe von ApoE'/'-Méusen,
denen ein Standardfutter verabreicht wurde. Demgegeniber war die relaxierende Wirkung
von GTN an Aortenringen von Hochfett-ApoE'/'-Méusen im Vergleich zu Standardfutter-
ApoE"'-Méusen nicht deutlich reduziert.

Um zu Uberprifen, ob BAY 58-2667 auch relaxierende Wirkungen an Humangefalien
aufweist, haben wir das Relaxationsprofil von BAY 58-2667 an humanen Mesenterialarterien
untersucht. Es wurden isolierte GefalRe von Typ-ll-Diabetikern im Vergleich zu Arterien von
Patienten ohne Diabetes verwendet, um den Einfluss dieses pathophysiologischen
Zustandes auf die relaxierende Wirkung von BAY 58-2667 zu untersuchen. Untersuchungen
an verschiedenen Tiermodellen zeigten, dass bei Typ-lI-Diabetes erh6hte Spiegel an ROS
vorliegen (Sotnikova et al., 2006). Ebenfalls wurde in Tiermodellen fir Typ-II-Diabetes auch
ein Anstieg der NO-insensitiven Form der sGC beobachtet (Witte et al., 2002).
Erwartungsgemaf relaxierte BAY 58-2667 Arterien von Typ-lI-Diabetikern starker als
Arterien von Patienten ohne Diabetes. Dies belegt, dass BAY 58-2667 auch die humane
sGC aktiviert und dass hier ebenfalls die Wirkung von BAY 58-2667 an
pathophysiologischen Geféal3en verstarkt ist.

Zusammenfassend stehen die Ergebnisse im Einklang mit der Hypothese, dass unter
physiologischen Bedingungen die sGC in einem Redoxgleichgewicht zwischen NO-sensitiver
reduzierter Form und NO-insensitiver, oxidierter Form vorliegt. Pathophysiologische
Prozesse gehen mit einer erhéhten Produktion an ROS einher. Es wird vermutet, dass unter
pathopyhsiologischen Prozessen der Anteil der oxidierten/hamfreien Form der sGC, also der
BAY 58-2667 sensitiven Form, an der Gesamtmenge der sGC ansteigt. Der Zusammenhang

zwischen ROS-Bildung, oxidierter/hamfreier sGC und vaskularer Dysfunktion legt nahe, dass
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BAY 58-2667 selektiv die in erkrankten Gefal3en vermehrt vorkommende oxidierte/h&mfreie
Form der sGC aktiviert und daher die erkrankten Gefalie starker dilatiert als die gesunden
GefalRe. Somit wird durch BAY 58-2667 ermoglicht, dass cGMP in vivo vorwiegend dort
gebildet wird, wo es am meisten benotigt wird, das heildt im geschadigten Gefal3. Das bisher
einzigartige Wirkprofil eroffnet die Perspektive, dass BAY 58-2667 als innovatives

Therapeutikum zur Therapie von Herz-Kreislauf-Erkrankungen entwickelt wird.
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5. Zusammenfassung

Fehlfunktionen des NO-sGC-cGMP-Signalwegs gelten als eine mdgliche Ursache bei
Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems. So werden bei Patienten mit Bluthochdruck und
Herzinsuffizienz eine reduzierte Bioverfligbarkeit von NO und eine schwacher ausgepragte
NO-vermittelte Vasodilatation beobachtet. In den letzten Jahren wurden Substanzen
identifiziert, die die sGC unabhangig von NO aktivieren. Diese Substanzen lassen sich in
zwei Klassen einteilen: in die NO-unabhangigen, aber Ham-abhangigen sGC-Stimulatoren,
wie BAY 41-2272, und in die NO- und Ham-unabhangigen sGC-Aktivatoren, wie BAY 58-
2667. Die Etablierung einer cGMP-Reporterzelllinie ermdglichte es, die cGMP-Produktion in
lebenden Zellen auf Lumineszenzbasis zu messen. Mit Hilfe der cGMP-Reporterzellline in
Kombination mit sGC-Stimulatoren und sGC-Aktivatoren konnte zum ersten Mal intrazellular
zwischen hamfreier und hamhaltiger sGC unterschieden werden. Auch lassen sich durch
diese cGMP-Reporterzelllinie die Auswirkungen von sGC-Mutationen auf die katalytische
Aktivitat erstmals direkt in einer intrazellularen Umgebung untersuchen. Durch diese
Methode konnten bereits im Vorfeld dieser Arbeit zwei Ankeraminosauren der
prosthetischen Hamgruppe der sGC identifiziert werden. Dieses Ergebnis und somit auch
die Validitat der hier beschriebenen Methode wurden durch Kristallisationsstudien an
Hambindungsdomanen der Bakterien Thermoanaerobacter tencongensis und Nostoc, die

Homologien zur sGC-Sequenz aufweisen, kirzlich bestéatigt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die strukturellen Grundlagen der Aktivierung und

Regulation der sGC weitergehend untersucht.

Das hoch konservierte [3;Seri3; konnte als weiterer Interaktionspartner fir die Koordination
der prosthetischen Hamgruppe der sGC mit Hilfe eines Multisequenzalignment identifiziert
werden. Ein Austausch von B;Seris; gegen Alanin flhrte zu einer verminderten Stimulierung
der sGC durch BAY 41-2272 und NO sowie zu einer verminderten Rekonstitution mit PPIX.
Demnach formt (3;Ser3; gemeinsam mit den beiden Ankeraminosauren des Hams, B;Tyriss
und B;Arg;se, das charakteristische sGC-Hambindungsmotiv Tyr-x-Ser-x-Arg. Genau dieses
in der vorliegenden Arbeit identifizierte Hambindungsmotiv wurde durch die Kristallstrukturen
der Hambindungsdoménen der Bakterien Thermoanaerobacter tencongensis und Nostoc

bestétigt.

Erstmalig konnte durch Mutagenesestudien eine Beteiligung der konservierten Aminosauren
B1Aspas, BiAspss und B;Phe,, der Hambindungsdomane an der Ham-vermittelten sGC-

Aktivierung gezeigt werden. Ein Austausch der Aminosauren gegen Alanin fihrte zu einem
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Verlust der sGC-Stimulation durch den Ham-abhangigen sGC-Stimulator BAY 41-2272 und
NO. Eine erst kirzlich veréffentlichte Kristallisationsstudie der zur sGC-Sequenz homologen
Hambindungsdoméane des Cyanobakteriums Nostoc bestétigt die im Rahmen dieser Arbeit

ermittelten Ergebnisse.

Ausgehend von der Kristallstruktur des Bakteriums Thermoanerobacter tengcongensis,
welches O, im Gegensatz zu NO bindet, wurde ein polares Tyrosin in der distalen
Hambindungstasche fir die Diskriminierung zwischen O,- und NO-Bindung verantwortlich
gemacht. Es wurde vermutet, dass die bevorzugte NO-Bindung der sGC durch das Fehlen
eines polaren Tyrosins in der Hambindungstasche erklarbar sein kdnnte. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte erstmalig am vollstandigen intrazellularen Enzym demonstriert werden, dass
die Einfuhrung eines polaren Tyrosins in die hydrophobe distale Hambindungstasche der

sGC keine Auswirkung auf die Ligandenselektivitat der sGC hat.

Die Etablierung eines BiFC-Tests ermdglichte erstmals, die strukturellen Grundlagen der
Heterodimerisation von a,/3;-sGC direkt in einer zellularen Umgebung zu untersuchen.
Durch die BiFC-Untersuchungen konnte eine Beteiligung der konservierten
Aminosauresequenzen 363-373, 403-422, 440-459 der a;-Untereinheit und 212-222, 304-
333, 344-363 und 381-400 der (3;-Untereinheit an der Heterodimerisation der sGC und somit
Bildung einer funktionell aktiven sGC identifiziert werden. Die Anordnung der Aminosauren
deutet darauf hin, dass die Dimerisierungsregion der a;/3;-SGC eine diskontinuierliche

Struktur aufweist und zum Teil eine amphipathische a-Helix Struktur ausbildet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig die subzellulare Verteilung der sGC direkt in
lebenden Zellen durch die Generation von Fusionsproteinen der sGC-Untereinheiten a; und
B: mit den Fluoreszenzproteinen GFP und DsRed untersucht. Unter den verwendeten
Testbedingungen war die sGC unabhéngig vom Aktivierungszustand und exprimierenden
Zelltypus hauptsachlich im Cytosol lokalisiert. Auch in anschlieBend durchgefihrten
immunhistochemischen Untersuchungen an einer mit sGC stabil transfizierten Zelllinie
wurde ein hauptsachlich cytosolisches Verteilungsmuster der sGC - unabhangig vom
Aktivierungszustand - verzeichnet. Somit war eine Translokalisation der sGC an die
Membran, in Abhangigkeit ihres Aktivierungszustandes, unter den verwendeten

Bedingungen nicht nachweisbar.

Die endotheliale Dysfunktion geht einher mit einer vermehrten Bildung von ROS und
Peroxynitrit. Als Konsequenz dieser Prozesse entsteht oxidierte/hamfreie sGC. Der NO- und

Ham-abhéngige sGC-Aktivator BAY 58-2667 aktiviert vorwiegend die oxidierte bzw.
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hamfreie Form der sGC. Es wurde gezeigt, dass die BAY 58-2667-induzierte Relaxation
isolierter Aorten von Ratten in Gegenwart des sGC-Oxidans ODQ verstérkt ist, das heif3t,
dass BAY 58-2667 auch am isolierten GefaR seine Wirkung vorwiegend Uber eine
Aktivierung der oxidierten/hamfreien Variante der sGC entfaltet. In weitergehenden
Untersuchungen konnte im Rahmen dieser Arbeit an isolierten Gefalden von verschiedenen
Tiermodellen, die mit endothelialer Dysfunktion assoziiert sind, sowie an isolierten Geféal3en
von Typ-lI-Diabetikern eine verstarkte Wirkung von BAY 58-2667 an erkrankten Gefal3en
demonstriert werden. Die Untersuchungen sind ein weiterer Hinweis dafir, dass die sGC
unter physiologischen Bedingungen in einem Redoxgleichgewicht zwischen NO-sensitiver,
reduzierter Form und NO-insensitiver oxidierter Form vorliegt. Unter pathophysiologischen
Bedingungen, die mit erhdhtem oxidativen Stress einhergehen, wird demzufolge das

Gleichgewicht zur NO-insensitiven oxidierten/hamfreien sGC hin verschoben.

Die hier erhobenen Befunde sind ein Beitrag zur Aufklarung der strukturellen Grundlagen
von Regulation und Aktivierbarkeit der sGC. Die Ergebnisse sprechen dafir, die Substanz
BAY 58-2667 aufgrund ihres spezifischen Wirkprofils als innovatives Therapeutikum fur
Gefalerkrankungen weiterzuentwickeln, denn mit dieser Verbindung ist es erstmals méglich,

erkrankte Blutgefal3e selektiv unter Bedingungen von oxidativem Stress zu dilatieren.
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Anhang
A

Plasmid

Primer

YCV pHA/CMV (Clonetech)

BsiWI
Clal

5-GCCATGGAGGCCGTACGTCGGGTCGTG-3
5-GTCGGGGTCGTGATCGATCCATCGGTCGTC-3

YCH pHA/CMV (Clonetech)

BsiWI
Clal

5-GCTGTACAAGTACGTACGCGCGGGGATCC-3
5'-GACATGATAAGATCGATTGATGAGTTTGGAC-3'

YNV pFlag/CMV-2 (Sigma)

BsiWI
Clal

5-CTTGTCCCCCATCGTACGGGAGTCTCAGGAG-3’
5'-GCATGAGAAATCGATTCGCTGCCTC-3

YNH pFlag/CMV-2 (Sigma)

BsiWI
Clal

5'-CTATATCATGGCCGTACGATCCCGGGTGGC-3
5-GTGACCCCTCCCCAATCGATCTCCTGGC-3

a1-sGC  pcDNAI/Amp (Invitrogen)

BsiWI
Clal

5-CCACTGCAAAGCGTACGGAACACCATG-3
5'-CATCAGGGGTAGATCGATGAGCCGCATG-3

Bi-sGC pRNAI (Invitrogen)

BsiWI
Clal

5-CAGGCTCCGGGCGTACGGTACACCATG-3'
5'-CAGGATGAAAATCGATTGGCAGCC-3'

B

Mutation

Primer

o1 (A283 — 292) -YNV

5-CTAGTGATCCCTACTTCGCTCCTGGACCGTGACCTGGCCATTC-3’

oy (A363 — 372) -YNV

5'-GTGAAGAAATCTTCAAGGGTTGTTGAATCCAGTGCCATCTTGTTC-3

o1 (A372 — 383) -YNV

5-TCAAAGGTCAAATGATCTACATCTCGCCGTGTGTGGACAGATTGG-3'

oy (A383 — 392) -YNV

5-GTGCCATCTTGTTCTTAGGGACAGGACGGGGTCTCTATCTG -3

o1 (A393 — 402) -YNV

5-GTGGACAGATTGGAAGATTTCCCGATTCATAATGCCCTGAGG-3’

oy (A403 — 412) -YNV

5'-CGGGGTCTCTATCTGTCTGACATCTTGATAGGGGAACAGGCACGG-3'

a; (A413 — 422) -YNV

5-CATAATGCCCTGAGGGATGTTGTCGGCCTCAAGAAGAGGTTGGG-3

oy (A440 — 449) -YNV

5'-CCTTGGAGCATGCCCACCAAGTAGATCTCCTGTGTTCTATC-3

a; (A450 — 459) -YNV

5'-GAGGAGGAGAAGAAGAAGACGGAGGTTGCTCAGCAGCTCTGGC-3'

oy (A460 — 469) -YNV

5-CTGTGTTCTATCTTTCCCTCTATTGTGCAAGCCAAGAAGTTC-3'

a; (A470 — 479) -YNV

5'-CAGCAGCTCTGGCAAGGACAAACCATGCTCTTCTCAGATATC-3’

B1 (A212 — 222) -YCV

5'-GACTCCCGTATCAGCCCGTACATATTTGACCGGGACCTAGTAG -3

B1 (A212 — 222) -YCV

5-GACTCCCGTATCAGCCCGTACATATTTGACCGGGACCTAGTAG -3

B1 (A304 — 313) -YCV

5'-CTGGGGCAGAGATTAGCTGCCCGGAAGCAGATAGCATCCTC-3

B1 (A314 — 323) -YCV

5-CAAAGGCCAAATGATCTATTTATCACCAAGTGTGATGAACTTG-3'

B1 (A324 — 333) -YCV

5'-GATAGCATCCTCTTCCTCTGTACAAGAAGAGGCCTGTACCTG-3'

B1 (A334 — 343) -YCV

5-GTGATGAACTTGGATGACCTACCTCTCCATGATGCTACACGAG-3’

B1 (A344 — 353) -YCV

5'-GAGGCCTGTACCTGAGTGACATCCTTTTGGGAGAACAGTTCCGG -3

B1 (A354 — 363) -YCV

5-GATGCTACACGAGACCTGGTCAACTGACACAAGAGCTGGAAATC-3’

B1 (A381 — 390) -YCV

5'-CAGGCTGCAGCTCACACTGGACACATTGCTATATTCTGTTC-3

B1 (A391 — 400) -YCV

5'-GAGGATGAGAAGAAAAAGACATCTGTTGCCAATGAGCTGAGAC-3'

B1 (A401 — 410) -YCV

5'-CTATATTCTGTTCTCCCTCCACCAGTGCCGGCCAAAAGATAC-3

B1 (A411 — 420) -YCV

5'-CAATGAGCTGAGACACAAGCGTACCATCCTCTTCAGTGGCATTGTG-3

Tabelle A: Primersequenzen, die zur Einfihrung einer BsiWl und Clal Schnittstelle in die

jeweiligen Vektoren verwendet wurden (s. 2.6.5).

Tabelle B: Primersequenzen fur die unter 3.2.2 beschriebenen Deletionsmutanten.
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