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Einleitung

I Einleitung

Im kardiovaskuldren System ist die 16sliche Guanylatzyklase (soluble guanylyl cyclase,
sGC) ein Schliisselenzym der 'NO/cGMP-Signaltransduktion. In den letzten Jahrzehnten war
dieser Signaltransduktionsweg Ziel intensiver Forschung, vor allem in Hinblick auf Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, die nach wie vor in den westlichen Industriestaaten die haufigste
Todesursache darstellen. Eines der dltesten Herz-Kreislauf-Medikamente, das seit fast 130
Jahren angewandte Nitroglycerin, setzt nach enzymatischer Metabolisierung Stickstoff-
monoxid ('NO) frei, aktiviert die losliche Guanylatzyklase zur Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine monophosphate, cGMP) aus Guanosintriphosphat
(guanosine triphosphate, GTP) und fiihrt iiber die cGMP vermittelte Abnahme der intrazellu-
laren Calciumionen-Konzentration zur Gefdfrelaxation und zur Reduzierung der Thrombo-
zytenadhésion und -aggregation. Die Bedeutung der endogenen Produktion von NO wurde
erst in den letzten Jahrzehnten entdeckt — fiir ihre Arbeiten zur Aufkldarung der NO/cGMP-
Signaltransduktion bekamen Robert Furchgott, Ferid Murad und Louis Ignarro 1998 den
Nobelpreis fiir Medizin.

Ein weiteres Radikal, das Superoxidanionradikal ('O;’), steht zunehmend im Fokus aktu-
eller Forschung bei der Aufkldrung der Pathogenese verschiedener Erkrankungen. So sind
‘0O, und auch andere reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) beteiligt an
der Entstehung und Progression von Herz-Kreislauf- und neurodegenerativen Erkrankungen.
Nachfolgend werden die Komponenten der 'NO/cGMP-Signaltransduktion und die Eigen-

schaften und Funktionen von "O,” im vaskuldren Gewebe vorgestellt.

1 Stickstoffmonoxid ('NO)

Stickstoffmonoxid (‘'NO) ist ein wichtiges inter- und intrazelluldres Signalmolekiil in bio-
logischen Systemen. Das physiologische Wirkprinzip von 'NO wurde erst in den letzten 20
Jahren entdeckt.

1977 wurde gezeigt, dass 'NO als Gas, oder freigesetzt von Vasodilatatoren wie Nitro-
glycerin und Natrium-Nitroprussid (sodium nitroprusside, SNP), die sGC aktiviert (Schultz et
al., 1977; Miki et al., 1977; Arnold et al., 1977). Zu diesem Zeitpunkt gab es jedoch keine

Hinweise auf eine endogene Produktion von 'NO in tierischen und menschlichen Geweben.
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1980 beobachtete Furchgott, dass das Endothel einen so genannten endothelium-derived
relaxing factor (EDRF) freisetzt, der zur Relaxation von Blutgefdflen fiihrt (Furchgott und
Zawadzki, 1980). Sechs Jahre spiter prisentierten Furchgott und Ignarro gleichzeitig und
unabhingig voneinander experimentelle Befunde, dass es sich bei EDRF um ‘NO handele.
Diese Hypothese konnte ein Jahr spiter durch direkten Nachweis der 'NO-Bildung aus
Endothelzellen bestdtigt werden (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987a). Vorher schon
waren die Stoffwechselprodukte von NO in Form von Nitrit (NO;") und Nitrat (NO;™ ) im
menschlichen und tierischen Organismus nachgewiesen worden (Green et al., 1981; Wagner

etal., 1983).

1.1 Chemische Eigenschaften und Reaktionen von ‘NO

NO ist ein relativ stabiles freies Radikal mit einem ungepaarten Elektron in einem anti-
bindenden Molekiilorbital (Abbildung 1). Dies hat zwei wichtige Konsequenzen. Einerseits
kann 'NO nicht dimerisieren (antibindendes Orbital), andererseits haben "NO und seine Pro-
dukte, die aus Reaktionen mit Partnern mit geséttigter Elektronenzahl hervorgehen, paramag-

netische Eigenschaften.

NO . 2pc antibindend

/‘f — ZpTr antibindend
//

\\
ﬁ ﬁ/épj bindend

2pc bindend

%_ 2so antibindend
2s /

2so bindend

2p

Abbildung 1: Molekiilorbitalschema des ‘NO

In Anwesenheit von molekularem Sauerstoff reagiert 'NO zu braunem, gasformigem "NO,

(Abbildung 2 A). Das Hauptabbauprodukt von NO in biologisch-wéssrigen Systemen ist
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Nitrit (NO,") (Lewis und Deen, 1994), das hiufig als in-vivo Nachweis fiir 'NO (Griess-Reak-
tion) detektiert wird (Abbildung 2 B). Die biologische Halbwertszeit von "NO betrdgt nur we-
nige Sekunden (Gibson und Roughton, 1957; Wennmalm et al., 1993). 'NO kann aber wegen
seiner unpolaren und lipophilen Eigenschaft gro3e Diffusionsstrecken von ca. 100 pm im
Gewebe zuriicklegen (Beckman und Koppenol, 1996).

Mit organischen Molekiilen reagiert 'NO aufgrund seiner Radikalstabilisierung nur lang-
sam, sehr schnell dagegen mit anderen freien Radikalen, z.B. mit Superoxidanionradikalen
("Oy) (Abbildung 2 C). Mit Ubergangsmetallen bildet "NO stabile Nitrosylkomplexe; ein Bei-
spiel dafiir ist die Bildung des Nitrosyl-Himeisen-Komplex (Abbildung 2 D) bei der Aktivie-
rung der sGC. Daneben wird 'NO auch die S-Nitrosylierung zugeschrieben, obwohl neuere
Arbeiten gezeigt haben, dass die S-Nitrosylierung iliber hoher oxidierte NOx-Spezies (N2O3,
NO" etc.) erfolgt (Hanafy et al., 2001; Beckman und Koppenol, 1996) (Abbildung 2 E, F, G).
Uber die S-Nitrosylierung von Proteinthiolen kann unabhéngig von einer Aktivierung der
sGC eine biologische Signaltransduktion ausgelost werden. So wird zum Beispiel angenom-
men, dass durch S-Nitrosylierungen das Proto-Onkogen p21ras aktiviert wird (Lander et al.,
1997; Lander et al., 1995) und Caspasen inhibiert werden (Li et al., 1997).

(A) 2°NO + 0, —— 2°'NO, 2N,0,

(B) 4°NO + 0, +2H,0 ——— 4 H*+4NO,

(C) ‘NO +°0, ——— ONOO-

(D)  °NO + Fe-Ham NO—Fe-Ham
(E) 2’NO+ RSH ———— RSNO + HNO
(F) ‘NO +'NO, —— N,O,

(G) N,0,+ RSH ——— RSNO + HNO,

Abbildung 2: Metabolismus von 'NO
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1.2 NO-Synthasen

Im menschlichen Organismus dient 'NO zum einen als Signalmolekiil und zum anderen
auch als Zellgift bei der Phagozytose fremder Organismen durch aktivierte Makrophagen. Die
enzymatische Produktion von '‘NO erfolgt hierbei tiber NO-Synthasen. Diese katalysieren die
Redoxreaktion aus reduziertem Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH), L-
Arginin und molekularem Sauerstoff zu "NO und L-Zitrullin (Hevel et al., 1991; Knowles und
Moncada, 1994). Hierbei handelt es sich um Homodimere mit einem charakteristischen
Héameisen-Komplex, deren katalytische Aktivitit von den Elektronen-iibertragenden Kofakto-
ren Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavin-Mono-Nukleotid (FMN) und dem fiir die Di-
merisierung wichtigen Tetrahydrobiopterin (BH,) abhéingig ist (Marletta, 1994). In Siugetier-
zellen wurden bisher drei Isoformen der NOS nachgewiesen, die sich nicht nur aufgrund ihrer
Verteilung, sondern auch durch ihre unterschiedliche Abhingigkeit von intrazelluldrem Kal-
zium (Ca®") und in ihrem Expressionsprofil unterscheiden (Férstermann et al., 1991). Es han-
delt sich um die neuronale NOS (nNOS, Typ I), die induzierbare NOS (iNOS, Typ II) und die
endotheliale NOS (eNOS, Typ III) (Nathan und Xie, 1994). Sowohl die nNOS als auch die
eNOS werden konstitutiv exprimiert, wéhrend die Expression der iNOS iiber transkriptionelle
Induktion durch Zytokine und bakterielle Lipopolysaccharide (Endotoxin) erfolgt.

Die eNOS ist hauptséchlich in den Endothelzellen lokalisiert und wird aktiviert durch re-
zeptorabhingige Agonisten wie Bradykinin und Acetylcholin, oder durch physiologisch-
physikalische Stimulation (Schubspannung des stromenden Blutes, pulsatile Dehnung).

Wichtige akute Funktionen des endothelialen ‘NO sind unter anderem die lokale Blutge-
faBtonus-Regulation, die Organdurchblutung, die Endothelpermeabilitit und Endothel-
wachstum sowie die Blutgerinnung (Moncada und Higgs, 1993). Langfristig schiitzt es die
Gefdlwand als antiatherogenes Molekiil vor atherosklerotischen Verdnderungen und der so

genannten endothelialen Dysfunktion (Cai und Harrison, 2000).
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2 Guanylatzyklase

Die Guanylatzyklasen (guanylyl cyclase, GC) stellen zusammen mit den
Adenylatzyklasen (adenylyl cyclase, AC) die Gruppe der Nukleotidzyklasen dar, welche die
Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) bzw. Adenosintriphosphat (ATP) zu zykli-
schem 3’, 5’-Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine monophosphate, cGMP) bzw. zu
zyklischem 3’, 5’-Adenosinmonophosphat (cyclic adenosine monophosphate, cAMP) kataly-
sieren.

Nach der Entdeckung des cAMP als Botenmolekiil bei der Regulation vieler wichtiger
Zellfunktionen (Rall und Sutherland, 1958) folgte die Entdeckung von cGMP (Ashman et al.,
1963). Das cGMP und die GC-Aktivitdt wurden in der Folge in verschiedenen Zellextrakten
sowohl in den 16slichen als auch in den partikuldren Fraktionen entdeckt (Hevel et al., 1991;
Ishikawa et al., 1969; Hardman und Sutherland, 1969; Goldberg et al., 1969). Der Nachweis
der unterschiedlichen GC-Aktivitdt in der 16slichen und in der partikuldren Fraktion deutete
auf das Vorhandensein unterschiedlich lokalisierter Enzyme hin (Kimura und Murad, 1974;
Garbers und Gray, 1974), was daraufthin zur Einteilung der Guanylatzyklase - abhidngig von
der subzelluldren Verteilung - in zwei Gruppen fiihrte:

- partikuldre GC (2.1)

- losliche GC (2.2)

2.1 Die partikulare Guanylatzyklase

Die partikuldare GC (pGC) ist ein membranstdndiges Enzym und besteht aus einer peptid-
bindenden extrazelluliren Doméne am N-Terminus, einer transmembranidren Doméine und
einer intrazelluldren katalytischen Doméne. Von den bisher sieben identifizierten Subtypen
der pGC (GC-A bis GC-G) sind nicht alle Peptid-Liganden bekannt (Denninger und Marletta,
1999). Gut charakterisiert sind die an GC-A und GC-B bindenden natriuretrischen Peptid-
Liganden: das Atriale-Natriuretische-Peptid (ANP), das B-Typ-Natriuretische-Peptid (BNP)
und das C-Typ-Natriuretische-Peptid (CNP). Sie sind beteiligt an der Natriurese und an der
Steuerung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Die Liganden Guanylin und
Uroguanylin binden an GC-C und sind an der Fliissigkeitsregulation im Darm beteiligt. Wei-

tere Subtypen der pGC sind die GC-D im olfaktorischen Neuroepithelium und die GC-E bzw.

10
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GC-F in der Retina. Die GC-G ist dem natriuretischen Peptid-Rezeptor strukturell dhnlich und
wird in Darm, Lunge und Skelettmuskulatur exprimiert. Die Subtypen GC-D bis GC-G wer-
den als ,,orphan receptors* bezeichnet, weil bisher noch keine aktivierenden Liganden gefun-

den wurden (Lucas et al., 2000).

2.2 Dieldsliche Guanylatzyklase

Die 16sliche Guanylatzyklase (soluble guanylyl cyclase, sGC) ist im Zytoplasma fast aller
Séugetierzellen lokalisiert und reguliert wichtige physiologische Prozesse, wie z.B. die Inhi-
bition der Pléttchenaggregation (Buechler et al., 1994), die Relaxation der glatten
GefaBmuskulatur (Warner et al., 1994), die neuronale Signaltransduktion und die
Immunmodulation (Collier und Vallance, 1989; Jaffrey und Snyder, 1995).

Die Reinigung der sGC aus der 16slichen Fraktion von Zellextrakten ermdglichte die Cha-
rakterisierung des Enzyms. So konnte in Rinder- und Rattenlungen gezeigt werden, dass die
sGC aus einem Heterodimer mit einer a-Untereinheit von ca. 73 bis 82 kDa und einer
B-Untereinheit von ca. 70 kDa besteht (Kamisaki et al., 1986; Gerzer et al., 1981). Die
Aufkliarung der Primérsequenz und die Isolierung als gereinigtes Enzym aus zahlreichen
tierischen Geweben (Kamisaki et al., 1986; Koesling et al., 1988; Koesling et al., 1988;
Nakane et al., 1990; Humbert et al., 1990) fiihrte zur Entdeckung verschiedener Unterein-
heiten mit zum Teil gewebespezifischer Verteilung und entwicklungsabhéngiger Exprimie-
rung. Die wichtigsten Untereinheiten sind a;, oz, B; und B2 (Denninger und Marletta, 1999;
Koesling und Friebe, 1999). Die Sequenzanalysen zeigten eine katalytische Doméne in jeder
Untereinheit, aber in Zellkulturexperimenten konnte nur bei einer Koexpression einer a- und
einer — Untereinheit ein funktionelles Enzym erhalten werden, was fiir eine essenzielle
Heterodimerbildung spricht (Harteneck et al., 1990; Buechler et al., 1991). Im menschlichen
Organismus besteht das hdufigste Heterodimer aus einer a;- und B;-Untereinheit (Budworth et

al., 1999).

11
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2.2.1 Aufbau

Ein schematischer Aufbau der Untereinheiten der sGC ist in Abbildung 3 dargestellt. Drei
Doménen werden innerhalb der Polypeptidkette unterschieden:

- C-terminale, katalytische Doméne

- Dimerisierungsdomine

- N-terminale Himbindungsdoméne

Am Hiam-Eisen der sGC bindet 'NO und beschleunigt durch nachfolgende Konformation-
sinderungen des Enzyms die Umsetzung von GTP zu cGMP durch Erhéhung von V. und
Verminderung von Ky Die Stéchiometrie dieser prosthetischen Him-Gruppe innerhalb des
Enzyms war lange umstritten (Gerzer et al., 1981; Stone und Marletta, 1995). Durch neuere
Untersuchungen gilt es aber als erwiesen, dass die sGC nur eine prosthetische Him-Gruppe
pro Gesamtenzym besitzt. Mittels spektroskopischer Untersuchungen (Gerzer et al., 1981,
Stone und Marletta, 1994; Deinum et al., 1996) und Aktivitdtsassays an mutierten sGC-
Varianten (Wedel et al., 1994) war es moglich, die Bindungstelle der prosthetischen Ham-
Gruppe an der sGC aufzukliren. So zeigt gereinigte sGC einen Soretpeak bei 431 nm und
eine breite o/f-Bande bei 562 nm und damit ein charakteristisches Spektrum analog zum
fiinffach koordinierten Histidyl-Komplex des Deoxyhdmoglobins und des Deoxymyoglobins.
Das Histidin in der Position 105 der B;-Untereinheit konnte als axialer Ligand der prostheti-
schen Him-Gruppe identifiziert werden, zum einen durch Austausch dieses Histidins gegen
Phenylalanin, was zum Verlust der Him-Gruppe fithrte (Wedel et al., 1994), und zum anderen
durch spektroskopische Untersuchungen (Zhao et al., 1998a). Die Bindung der prosthetischen
Hiam-Gruppe an der B;-Untereinheit scheint aber fiir die Ubertragung des "NO-Signals zur
katalytischen Doméne nicht allein verantwortlich zu sein. Auch die Him-Bindungsdoméne
der a;-Untereinheit ist bei der 'NO-Signaliibertragung zur katalytischen Doméne involviert,
was Aktivititsmessungen an einer N-terminalen Deletionsmutante der a;- Untereinheit mit
fehlender Him-Bindungsdomaine zeigten (Wedel et al., 1995).

An der katalytischen Doméne der sGC findet die Umsetzung von GTP zu cGMP statt. Bei
der sGC ist die katalytische Doméne im C-terminalen Bereich lokalisiert, wie eine Ko-Ex-
pression von NH-terminalen Deletionsmutanten der a;- und ;- Untereinheit zeigen konnte
(Wedel et al., 1995). In ihrer Struktur dhneln sich die katalytischen Zentren der sGC, AC und
pGC. Auch der Sequenzvergleich der Zyklasen weist auf einen gemeinsamen evolutiondren
Vorginger hin (Denninger und Marletta, 1999). Die Ahnlichkeit der katalytischen Zentren der
Zyklasen zeigt sich auch darin, dass basierend auf der Kristallstruktur der AC, spezifisch ein-

gefiihrte Mutationen zu einer Verdnderung der Nukleotid-Spezifitdt und damit zu einer "NO-

12



Einleitung

sensitiven AC (Hurley, 1998) fiihrten. Ebenso kann die sGC in Gegenwart von Mn”"-Ionen
anstelle von Mg2+—Ionen aus ATP cAMP bilden (Gerzer et al., 1981).

‘NO

NH.
2 \N / NH2
Hambindungsdomane

is 105 L i
Dimerisierungsdomane

a p
HOOC/ ; -\;\ Cog?/% Katalytische Domane

GTP ¢GMP

Abbildung 3: Schematische Darstellung der loslichen Guanylatzyklase

2.2.2 Aktivierung

NO ist der wichtigste Aktivator der sGC. Es fiihrt bei gereinigtem Enzym zu einer bis zu
400-fachen Aktivitétssteigerung (Denninger und Marletta, 1999; Koesling und Friebe, 1999).
Dabei bindet 'NO an das zentrale Eisenatom der prosthetischen Him-Gruppe. Nach einem
kurzen, sechsfach koordinierten Ubergangszustand wird die Bindung der Him-Gruppe an das
Histidin 105 der B;-Untereinheit geldst (Stone und Marletta, 1995; Sharma und Magde, 1999)
und ein fiinffach koordinierter Nitrosyl-Eisen-Komplex ausgebildet (Abbildung 4). Die "NO-
unabhingige Aktivierung der sGC mit Protoporphyrin IX (PIX) unterstiitzt dieses Aktivie-
rungsmodell. PIX aktiviert die sGC durch Austausch des sGC-Hédms in der Hidmbindungs-
tasche ohne Bindung an das Histidin 105 (Ignarro et al., 1982). Damit scheint die Losung der
axialen Histidin-Bindung zum Hém fiir eine effektive katalytische Aktivierung notwendig zu
sein.

Kohlenstoffmonoxid (CO), ein physiologisches Produkt von Him-Oxygenasen, aktiviert
die sGC unter Beibehaltung des hexakoordinierten Histidin-Eisen-Komplexes (Burstyn et al.,
1995) (sieche auch Abbildung 4). Die schwache, maximal fiinffache Aktivierung der sGC
(Briine et al., 1990) kann durch Zugabe von 3-[5'-Hydroxymethyl-2’-furyl-1-benzylindazol]
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(YC-1) potenziert werden und zu einer ‘NO-dhnlichen Aktivierung der sGC fiihren (Friebe et
al., 1998a; Friebe et al., 1996). Diese Beobachtung flihrte zur Annahme, dass die Losung der
Histidin-Hiam-Bindung fiir eine maximale Aktivierung nicht zwingend notwendig ist (Stone
und Marletta, 1998).

Neue Daten sprechen fiir ein modifiziertes Modell der 'NO-Aktivierung. Bei diesem Mo-
dell ist der Ubergang vom hexa- zum pentakoordinierten Nitrosyl-Him-Komplex abhiingig
von der 'NO-Konzentration. Es wird postuliert, dass neben der Nitrosyl-Hdm-Bindung eine
regulative ‘NO-Bindung in der sGC stattfindet. Dieses Modell ist momentan Gegenstand
kontroverser Diskussionen (Ballou et al., 2002; Bellamy et al., 2002; Zhao et al., 1999).

ﬁ—g

/ His- 105
& .

His-105

%

His-105

Abbildung 4: Bindung von ‘NO an das Him-Eisen der loslichen Guanylatzyklase
(Koesling und Friebe, 1999)

2.2.3 Deaktivierung

Der Nitrosyl-Hdm-Komplex der sGC zeigte in spektroskopischen Untersuchungen eine
viel kleinere Halbwertszeit (ca. 2 min) als andere Nitrosyl-Him-Komplexe (z.B. Himoglobin)
(Kharitonov et al., 1997a; Kharitonov et al., 1997b; Sharma und Ranney, 1978). Isometrische
Kontraktions- und Relaxationsversuche mit isolierten Aortenringen fiihrten zur Erkenntnis,
dass die sGC in-vivo sogar 1 bis 2 Minuten nach dem ersten Stimulus wieder aktiviert werden
konnte (Palmer et al., 1987b). Dieser Befund wies auf eine viel schnellere Deaktivierung der
sGC hin und fiihrte zu verschiedenen Hypothesen. Einerseits sollen kleine Molekiile, z.B.
MgGTP (Kharitonov et al., 1997b; Kharitonov et al., 1997a) oder niedermolekulare Thiole
(Brandish et al., 1998) fiir die schnelle Dissoziation des Nitrosyl-Hdm-Komplexes der sGC
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in-vivo verantwortlich sein. Andererseits sprechen neueste Beobachtungen fiir die Hypothese
einer Desensitivierung innerhalb der 'NO/cGMP-Signaltransduktion durch posttranslationale
Modifikation der sGC oder durch verdnderte cGMP-Degradation durch die cGMP-abbauen-
den Phosphodiesterasen (Mullershausen et al., 2001). Bellamy und Kollegen. konnten eine
schnelle "NO-induzierte Desensitivierung der sGC-Aktivitit innerhalb weniger Sekunden be-

obachten (Bellamy et al., 2002).

2.2.4 Modulation der Enzymaktivitat

Eine notwendige Voraussetzung fiir die sGC-Aktivitit ist, wie bei allen Nukleotidzykla-
sen, die Komplexierung der Nukleotidtriphosphate mit zweiwertigen lonen. Diese ist notwen-
dig fiir die Bindung der Substrate an die katalytische Region der Zyklasen (Waldman und
Murad, 1987). Biologisch am wichtigsten ist das Metall-Ton Magnesium®" (Mg”").
Experimentell wird auch Mangan®™ (Mn”") eingesetzt. In Gegenwart von Mg”" ist eine basale
Aktivitdit der sGC messbar, die 400-fach durch Ligandenbindung stimuliert werden kann
(Kimura et al., 1976). In Gegenwart von Mn?* steigt die basale sGC-Aktivitit stark an, gleich-
zeitig nimmt die Aktivierbarkeit durch Ligandenbindung stark ab (Lucas et al., 2000; Kimura
und Murad, 1974). Ein neuer Modulationsmechanismus der sGC wird mit Kalzium (Ca*")
beschrieben. So bewirkte Ca®" (Kazerounian et al., 2002) eine direkte Hemmung der basalen
und NO-stimulierten sGC (Parkinson et al., 1999). Kazerounian und Kollegen stellten fest,
dass Ca*"-Ionen an einer hoch-affinen Stelle (nanomolare Ca*-Konzentration) der katalyti-
schen Doméne die sGC allosterisch hemmen. Zusétzlich wurde beobachtet, dass Ca’'-Ionen
an einer niedrig-affinen Stelle der sGC (mikromolare Ca*"-Konzentration) Mg**-Ionen anta-
gonistisch verdrangen (Kazerounian et al., 2002).

Eine kiirzlich gemachte Beobachtung weist auf eine Ca*"-abhingige Membranassoziation
der sGC hin. Eine hohe Ca*"-Konzentration fiihrte in Thrombozyten zu einer Translokation

der sGC zur Zellmembran, gepaart mit einer verstirkten 'NO-Sensitivitét (Zabel et al., 2002).
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2.2.5 Synthetische Aktivatoren der sGC
2.2.5.1 'NO-Donoren

"NO-Donoren sind Substanzen, die spontan oder infolge biochemischer Prozesse ‘NO frei-
setzen. Zu den 'NO-Donoren zihlen einige seit iber 100 Jahren verwendete Arzneistoffe, z.B.
das Glyceroltrinitrat (Nitroglycerin, NTG), das Hering 1849 erstmals an Menschen einsetzte,
und das Amylnitrit, dessen vasodilatorische Wirkung Brunton 1867 entdeckte (Marsh und
Marsh, 2000). Sie bewirken primér eine Vor- und weniger eine Nachlastreduktion und verbes-
sern durch eine Verringerung der Herzarbeit den Sauerstoftbedarf des Herzens. Durch Dilata-
tion der groBen Koronararterien fithren die "NO-Donoren auch zur Verbesserung des Sauer-
stoffangebots am Herzen. Aufgrund des giinstigen hamodynamischen Profils gehoren die Nit-
rate zu den wichtigen Arzneistoffen zur Behandlung ischdmischer Koronarerkrankungen.

Organische Nitrate mit einem fiinfwertigen Stickstoff sind Salpeterséureester. Zu dieser
Gruppe gehoren z.B. das NTG, das Isosorbiddinitrat (ISDN), das Isosorbid-5-mononitrat
(ISMN) und das Pentaerithrityltetranitrat (PETN) (sieche Abbildung 5). Das Sydnonimin-Deri-
vat (Molsidomin) setzt als Prodrug nach Biotransformation und Ring6ffnung 'NO frei. Die
Diazeniumdiolate — auch NONOate genannt — bilden eine neue Gruppe von 'NO-Donoren, die
liber Halbwertszeiten von wenigen Sekunden bis mehreren Stunden "NO freisetzen.

Die lokale Biotransformation und Freisetzung von ‘NO aus den organischen Nitraten ist
noch nicht vollstindig geklart (Fung, 2004). Nach neuesten Erkenntnissen ist eine
mitochondriale Aldehyddehydrogenase an der Freisetzung von 'NO aus den Nitraten (Chen et
al., 2002) beteiligt. Das Phinomen der Nitrattoleranz, die innerhalb 24 Stunden nach
Dauerapplikation organischer Nitrate eintritt, ist Gegenstand intensivster Forschung. Die ver-
mehrte Bildung von ‘O, und das damit verbundene Abfangen von ‘NO wird als Grund der

Nitrattoleranz zunehmend diskutiert (Miinzel et al., 1995; Sydow et al., 2004).
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Abbildung 5: Zusammenstellung hiufig verwendeter 'NO-Donoren

2.2.5.2 °'NO-unabhingige Aktivatoren der sGC

Neben der 'NO/Ham-Aktivierung tiber die Bildung eines Nitrosyl-Eisen-Komplexes wur-
den zwei neue Mechanismen der sGC-Aktivierung entdeckt, die auch Angriffspunkte neuer
Pharmaka darstellen.

Das Indazolderivat 3-[5'-Hydroxymethyl-2"-furyl-1-benzylindazol] (YC-1) aktiviert die
sGC 'NO-unabhingig und fiihrt zu einer 10-fachen Stimulation ohne Verinderung des Ham-
Spektrums (Miilsch et al., 1997; Friebe und Koesling, 1998). Die gleichzeitige Aktivierung
der sGC mit 'NO und YC-1 bzw. mit CO und YC-1 zeigte einen starken synergistischen Ef-
fekt (Friebe et al., 1996). Dem YC-1 wird die Eigenschaft als ,, NO-sensitizer zugeschrieben,
der die sGC allosterisch moduliert (Friebe und Koesling, 1998). YC-1 soll eine Verlangsa-
mung der Dissoziation des "NO vom Hidm der sGC bewirken (Friebe und Koesling, 1998). Es
wird gegenwairtig versucht, den Mechanismus der sGC-Aktivierung durch YC-1 aufzukliren.
Neuere Publikationen vermuten die Bindungsstelle des YC-1 an der katalytischen Doméne
(Friebe et al., 1999) oder an der Himbindungsdomine der sGC (Becker et al., 2001a). Murad

und Kollegen postulieren eine hdmabhingige und hdmunabhéngige Aktivierung der sGC
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durch YC-1 (Martin et al., 2001). Die Auswirkungen von YC-1 auf die NO-Aktivierung der
sGC untersuchten Lamothe und Kollegen mit punktmutierter sGC. Ihre Bindungsstudien
zeigten, dass YC-1 verschiedene Interaktionen mit der sGC eingehen kann (Lamothe et al.,
2004).

In-vivo erzeugt YC-1 eine konzentrationsabhidngie Vasorelaxation (Miilsch et al., 1997,
Wegener und Nawrath, 1997; Galle et al., 1999) und verzogert die Adhédsion und Aggregation
von Thrombozyten (Wu et al., 1995; Friebe et al., 1998a).

Bay 41-2272 (Becker et al., 2001a) ist ein indirekter Aktivator der sGC und besitzt eine
dhnliche Strukurformel wie das YC-1.

Die neuen Pharmaka HMR3448 und Bay 58-2667 zeigen im Vergleich zum YC-1 andere
Aktivierungseigenschaften. Beide Substanzen aktivieren auch die hdmoxidierte sGC. In
Kombination mit 'NO kommt es nur zu einem additiven Effekt. HMR3448 und Bay 58-2667
zeigen keine Unterschiede in der Vasorelaxation von normalen und nitrattoleranten Ratten
und Kaninchen und haben in-vivo ein dem NTG vergleichbares hdmodynamisches Profil
(Stasch et al., 2002; Topfer, 2001).

YC-1, Bay 41-2272, Bay 58-2667 und HMR3448 fiihrten in-vivo zu Vasorelaxationen
und zu verminderter Thrombozytenaggregation. Damit stellen diese Substanzen Leitstruktu-

ren fiir eine neue Substanzklasse zur Behandlung kardiovaskuldrer Erkrankungen dar.

2.2.5.3 Inhibitoren der sGC

1H-(1, 2, 4)-Oxadiazolo-(4, 3-a)-quinoxalin-1-on (ODQ) wird als selektiver Inhibitor der
sGC eingesetzt (Garthwaite et al., 1995; Moro et al., 1996) und reagiert erst in hohen
Konzentrationen unspezifisch mit anderen Hamproteinen (Feelisch et al., 1999). ODQ oxi-
diert das Ham-Eisen der sGC (Schrammel et al., 1996a) und wird hauptsichlich zur Aufkla-
rung cGMP-abhingiger und cGMP-unabhéngiger Effekte der NO/cGMP-Signaltransduktion
eingesetzt (Zhao et al., 1998b).

4H-8-Bromo-1,2,4-oxadiazolo(3,4-d)benz(b)(1,4)oxazin-1-on (NS2028) ist auch ein Inhi-
bitor der sGC und zeigt dhnliche Eigenschaften wie ODQ (Zhao et al., 1998b).

LY-83583 und Methylenblau hemmen die sGC in-vivo und in-vitro (Weissmann et al.,
2000; Miilsch et al., 1988; Miilsch et al., 1989; Laber et al., 2002). Sie bewirken durch
intrazelluldres Redoxcycling die Bildung von ‘O,’, das mit 'NO reagiert und damit dessen
Bioverfiigbarkeit verringert (Hasegawa et al., 2004). Diese Substanzen stehen aber auch im

Verdacht, die Aktivitit von "NO-Synthasen zu hemmen (Mayer et al., 1993).
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Abbildung 6: Synthetische Aktivatoren und Inhibitoren der sGC

3  Zyklisches Guanosinmonophosphat

Das zyklische Guanosinmonophosphat (¢cGMP) aktiviert cGMP-abhéngige Proteinkinasen
(cGK) (Lohmann et al., 1997), cGMP-regulierte Phosphodiesterasen (PDE) (Degerman et al.,
1997; Houslay und Milligan, 1997) und cGMP-abhingige Ionenkanile (Zagotta und
Siegelbaum, 1996).

Die cGMP-abhingigen Proteinkinasen (¢GK) phosphorylieren Zielproteine als Antwort
auf steigende cGMP-Konzentrationen. Die ¢cGK phosphoryliert z.B. das 46/50-kDa Vasodi-
lator-stimulierte Phosphoprotein (VASP, vasodilator-stimulated phosphoprotein), das Inosi-
toltriphosphatrezeptor-assoziierte cGMP-Kinase-Substrat (IRAG), das Phospholamban, rapB1
und die Myosin-bindende Untereinheit der Myosinphosphatase (PP1M) (Hofmann et al.,
2000).

VASP ist in vielen tierischen Zellen und Gewebe exprimiert, unter anderem in Thrombo-
zyten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen (Waldmann et al., 1987; Halbrugge und
Walter, 1989; Reinhard et al., 1992; Draijer et al., 1995; Smolenski et al., 1998; Ibarra-
Alvarado et al., 2002). VASP gehort zur Familie der Prolin-reichen Proteine und ist an der
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Modulation der Mikrofilamente und der Regulation der Aktin-Polymerisation beteiligt
(Niebuhr et al., 1997). In Thrombozyten korreliert die Phosphorylierung von VASP mit der
Verhinderung der Aktivierung des Fibrinogen-Rezeptors und Integrin oy (Horstrup et al.,
1994), was mit VASP-defizienten Mausen bestitigt werden konnte (Hauser et al., 1999). Die

genaue Funktion von VASP in intakten Blutgefdfen ist noch weitgehend unbekannt.

Die c¢GMP-regulierten Phosphodiesterasen (PDE) katalysieren die Hydrolyse der
Phosphodiesterbindung von cAMP bzw. cGMP zum 5 -AMP bzw. 5'-GMP und stellen die
natiirlichen Gegenspieler der cGMP- und cAMP-bildenden GC und AC dar. In den letzten
Jahren waren die Phosphodiesterasen (PDE) Gegenstand intensiver Forschung. Die Superfa-
milie der Phosphodieserasen ist sehr divers und wird in 11 Familien unterteilt, basierend auf
Aminoséduresequenzen, Struktur der Doméinen und katalytischen bzw. regulatorischen Eigen-
schaften (Maurice et al., 2003). Maligeblich beteiligt an der cGMP-vermittelten
Signaltransduktion sind wegen ihrer cGMP-Substratspezifitit, oder ihrer allosterischen Akti-
vierbarkeit durch cGMP, die PDE2, PDES, PDE6 und PDE9. Die allosterische Inhibierung
der cAMP-spezifischen PDE3 durch ¢cGMP und die kompetitive Verdridngung von cAMP
durch cGMP von der katalytischen Bindungsdoméne haben einen Einfluss auf die cAMP-De-
gradation und damit einen Einfluss auf die cAMP-Signaltransduktion. Die Phosphodiestera-
sen sind interessante Ziele der Wirkstoffentwicklung, so inhibieren Sildenafil (Viagra®) und
Vardenafil (Levitra®) die PDE5 und fiihren iiber einen eingeschrinkten cGMP-Abbau zur
Gefilrelaxation des Schwellkorpers und damit zur Verbesserung der erektilen Dysfunktion.
Neuere Studien zeigen auch Anwendungsmoglichkeiten in der pulmonalen Hypertonie

(Ghofrani et al., 2003).

Die ¢cGMP-abhingigen Ionenkanile (cyclic nucleotide-gated channels, CNG) gehoren
zur Gruppe der zyklischen Nukleotidabhdngigen lonenkanéle und stellen spannungsregulierte
Kationen-Kanile dar. CNG bestehen aus vier Untereinheiten, die eine Pore in der Plasma-
membran formen und vor allem den Einstrom von Na" und Ca**-Ionen regulieren. Es sind
fiinf Isoformen der CNG bekannt (McCoy et al., 1995; Frings, 1997; Misaka et al., 1997; Biel
et al., 1999), die vor allem bei der Signalverarbeitung von Umweltreizen in der Retina und in

Riech-und Geschmacksepithelien beteiligt sind.
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Abbildung 7: NO/cGMP-abhingige Signaltransduktion
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4 Superoxidanionradikal ('O,

Die beinahe 30 Jahre zuriickliegende Erkenntnis, dass bestimmte Stoffwechselvorgénge
der Aerobier mit der Bildung aktivierter Sauerstoffspezies, den so genannten Sauerstoffradi-
kalen einhergehen, hat zu einem teilweise neuen Verstindnis der Pathogenese einer stetig
wachsenden Zahl von Erkrankungen gefiihrt. Die mdgliche Bedeutung der endogen oder exo-
gen induzierten Sauerstoffradikalbildung bei der Entstehung und Progression des Alterungs-
prozesses, der Atherosklerose, der postischdmischen Organschidden, des Diabetes mellitus
oder verschiedener neurologischer Erkrankungen, wie z.B. Morbus Parkinson oder Morbus

Alzheimer, ist weltweit Gegenstand aktueller Forschung.

4.1 Chemische Eigenschafen und Reaktionen von ‘O,

Molekularer Sauerstoff spielt im aeroben Stoffwechsel eine herausragende Rolle. Als Bi-
radikal besitzt er zwei ungepaarte Elektronen mit paralellem Spin. Das Superoxidanionradikal
('Oy) entsteht durch eine 1-Elektronen-Reduktion von molekularem Sauerstoff und stellt auf-

grund seines einzelnen ungepaarten Elektrons ein paramagnetisches Molekiil dar (Abbildung

8).

e - 0
2 N 2po antibindend ,_f—zk 2pc antibindend
{/ /T“ T“\%pn antibindend fﬁf 2pm antibindend
2p T -
N ﬁ 7 2pn bindend \ﬁ Mpn bindend
2pc bindend W 2pc bindend
%%‘F%G antibindend _{;‘%\_25(5 antibindend
3 M 256 bindend 25 M 260 bindend

Abbildung 8: MO-Modell von O, und ‘O,

In wéBriger Losung liegt der pKs-Wert von ‘O, und der protonierten Form bei 4,8

(O, + H' HO,). Die Geschwindigkeit der Disproportionierungsreaktion von ‘O’

zu H,0, ist pH-abhéingig und fiihrt je nach Protonierungsgrad zu verschiedenen Geschwin-

22



Einleitung

digkeitskonstanten (Benon et al., 1985). Die Reaktionskonstante der Disproportionierung von
"0, bei einem physiologischen pH-Wert liegt bei k = 8*10* M™'*s™. Superoxiddismutasen
(SOD) katalysieren die Disproportionierung zu H,O, mit einer Reaktionskonstante von k =
2%#10° M"*s™ (Wolin, 2000). Die Reaktionen von ‘O, mit anderen Komponenten sind vielfil-
tig. So ist ‘O, mit seinem Redoxpotential von E° = 0,03 V an Redoxreaktionen beteiligt und
reduziert z.B. Cytochrom-c (Abbildung 9 A). Diese Reaktion dient als photometrischer Nach-
weis von ‘O, (siehe auch 1I12.9.3). Katecholamine (Abbildung 9 B), Ascorbinsdure und
Polyphenole werden von ‘O, oxidiert. Auch Thiol-Gruppen (-SH) aus Aminosduren werden
von ‘O, zu Sulfoxiden (Sulfenséure, Sulfinsdure, Sulfonsdure; Abbildung 9 C) und Disulfiden
oxidiert. ‘O, kann aber auch als Nukleophil Bindungen eingehen, so zum Beispiel bei der
Reaktion mit 5,5-Dimethylpyrrolin-N-oxid (DMPO) zum DMPO-OOH-Addukt (Abbildung 9
D). Diese Reaktion wird bei der Elektronenspinresonanz als Nachweis fiir ‘O, eingesetzt. ‘O,

reagiert auch mit anderen Radikalen, so z.B. mit Stickstoffmonoxid zum Peroxynitrit .
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HO o - (@] H
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HO CH, o :
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(C) R-SH —2 R-SOH» R-SO,H - R-SO,H
DMPO DMPO-OOH-Addukt
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- O
(D) 0 2 -
HL CH; HC CHy

Abbildung 9: Reaktionen von "0,
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4.2 Biologische Bedeutung von ‘Oy’

Die biologische Bedeutung von ‘O, wurde 1969 mit der Entdeckung des antioxidativen
Enzyms Superoxiddismutase (SOD) erkannt (McCord und Fridovich, 1969a). Auch die
Entdeckung der mitochondrialen Mangan-SOD (Keele, Jr. et al., 1970) wies auf endogen
produziertes ‘O,” hin. Babior konnte 1973 nachweisen, dass aktivierte Neutrophile ‘O, zur
Immunabwehr produzieren (Babior et al., 1973).

In biologischen Systemen wird die Disproportionierung des ‘O, zu H,O, zusitzlich en-
zymatisch durch Superoxiddismutasen katalysiert. Im vaskuldren Gewebe existieren drei
Formen der SOD, eine zytosolische Kupfer/Zink-Form (CuZnSOD), eine mitochondriale
Mangan-Form (MnSOD) und eine extrazellulire Cu/ZnSOD (ecSOD). Diese halten im phy-
siologischen Zustand die "O,-Konzentration im subnanomolaren Bereich. In einem pathophy-
siologischen Zustand ist das Gleichgewicht zwischen Abbau und Bildung von ‘O,  verscho-
ben. Es kommt dabei zum vermehrten Auftreten von ‘O,  und reaktiver Sauerstoffspezies. So
zeigten MnSOD-knock-out Miuse eine geringe Lebenserwartung und verstarben innerhalb
weniger Tage an dilatativer Kardiomyopathie und Funktionseinschrinkung mitochondrialer
Enzyme (Li et al., 1995). Auch Méuse mit einem Mangel an CuZnSOD zeigten zwar eine
normale Entwicklung und Funktion von Motoneuronen, aber waren gegeniiber oxidativem
Stress anfdllig (Reaume et al., 1996). Die Mutation der CuZnSOD soll als kausaler Faktor an
der amyotrophischen Lateralsklerose (ALS) beteiligt sein (Stathopulos et al., 2003).

Neben der SOD-vermittelten Reaktion zu Wasserstoffperoxid (H,0O,) kann ‘O, auch mit
NO reagieren (Gryglewski et al., 1986). Diese Reaktion fiihrt zur Bildung von Peroxynitrit
(ONOO", k = 7%10° M"'*s™") und verlduft dreimal schneller als die enzymatische Inaktivierung
durch SOD. Die Bildung von ONOO" als Konkurrenzreaktion zur SOD-vermittelten Dispro-
portionierung tritt allerdings erst bei einer mikromolaren "'NO-Konzentration auf (Koppenol,
1998). Das Peroxynitrit selbst ist ebenfalls eine sehr reaktive Verbindung und scheint durch
spezifische Interaktionen mit Signaltransduktionssystemen zur vaskulidren Dysfunktion direkt
beizutragen, so z.B. durch die Tyrosin-Nitrierung der Prostazyklin-Synthase (Wink und
Mitchell, 1998; Beckman und Koppenol, 1996; Zou et al., 1997; Wolin et al., 1998).

‘0O, gehort zur Gruppe der reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS).
Neben "0, gehéren zu dieser Gruppe u.a. (Abbildung 10) auch Wasserstoffperoxid (H,0,),
Hydroxylradikale (OH"™) und Unterchlorige Saure (HOCI) (Wolin, 2000).
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Hydroperoxylradikal UnterchlorigeSdure
HO," HOCI
| Myelo-
H Cl Peroxidase/
EnzymatischeQuellen: Chloroperoxidase

NAD(P)H-Oxidasen,
Mitochondrien, NOS, XO

. SOD Katalase
0, —= 0, —ne — H)0 O, + H,0
Superoxid Wasserstoffperoxid
. Fe**
NO e
ONOO- OH~
Peroxynitrit Hydroxylradikal

Abbildung 10: ROS-Schema

Wasserstoffperoxid entsteht physiologisch aus einer Dismutationsreaktion des O, und ei-
ner 2-Elektronen-Reduktion von molekularem O,. Die Eliminierung des Wasserstoffperoxids
wird enzymatisch katalysiert durch die Katalase (CAT) oder durch Peroxidasen (Glutathion-
peroxidase, GPx) unter Verbrauch von Reduktanden (z.B. Glutathion).

‘O, kann aus dem Eisen-Schwefel-Cluster (Fe-S) der mitochondrialen Aconitase freies
Eisen freisetzen (Muller et al., 2004), das nach Reduktion zu Fe*" die Bildung von OH"
katalysiert (Fenton-Reaktion).

Im Zytosol von Zellen sind eher reduzierende Bedingungen vorherrschend. Dieses redu-
zierende Milieu wird durch eine grofle Kapazitit an intrazelluldren Thiolen (Glutathion und
Thioredoxin) und durch Enzyme (SOD, CAT) aufrechterhalten. Ein intrazelluldres Ungleich-
gewicht zwischen vermehrt vorhandenen reaktiven Sauerstoffspezies auf der einen Seite und
unzureichenden antioxidativen Schutz-Systemen (SOD, CAT, Glutathion) auf der anderen
Seite fiihrt zu einem oxidativen ,,Stress-Zustand®, der in der Entstehung und Progression vie-
ler Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt. In den letzten Jahren machte eine Vielzahl von
Untersuchungen deutlich, dass ROS nicht nur schddigende Wirkung zeigen, sondern auch
vielfiltige Funktionen in der Signaltransduktion als Signalmolekiile einnehmen (Thannickal
und Fanburg, 2000). So konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von SOD Calcineurin vor
Inaktivierung schiitzt (Wang et al., 1996). Es konnte ferner gezeigt werden, dass ‘O, die
Aktivitdt von Calcineurin durch Oxidation des katalytisch aktiven Zentrums moduliert (Oxi-

dation des binukledren Clusters Fe*'/Zn*" zum Fe3+/Zn2+) (Namgaladze et al., 2002). Die
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Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B wird durch ‘O, reversibel {iber Oxidation einer Thiol-Gruppe
zur Sulfensdure reguliert (Barrett et al., 1999). H,O, als Signalmolekiil ist verantwortlich fiir
die Angiotensin-vermittelte Hypertrophie glatter Muskelzellen (VSMC) iiber die Aktivierung
von Mitose-assozierten Proteinkinasen (mitogen-activated protein kinase, MAPK) (Zafari et
al., 1998; Ushio-Fukai et al., 1998; Griendling et al., 2000). Eine wichtige Rolle spiclen
Superoxidanionradikale bei der Entstehung und Progression neurodegenerativer Erkrankun-
gen wie z.B. ALS (siehe oben), Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson (Cleveland und
Rothstein, 2001; Markesbery, 1997; Zhang et al., 2000). ‘O, ist auch an der Tumor-
Entstehung und —Progression (Sun, 1990), am Diabetes mellitus (Ceriello, 2003), am
septischen Schock und an Entziindungen beteiligt (Salvemini und Cuzzocrea, 2002; Fattman

et al., 2003; Andreadis et al., 2003).

4.3 Enzymatische Entstehung von Superoxid

Der zelluldre Elektronentransfer kann unter Beteiligung von molekularem O; in einer Ein-
Elektronen-Reduktion zur Bildung von “O, fithren. So entsteht z.B. in einer ,,Nebenreaktion®
‘O, bei der mitochondrialen Atmung. Andere Enzymsysteme, die im vaskuldren Gewebe an

der Produktion von "0, beteiligt sind, werden nachfolgend vorgestellt.

4.3.1 NADPH-Oxidasen

NADPH-Oxidasen in Leukozyten sind Multienzymkomplexe und produzieren ‘O, zur
Immunabwehr. Neben "0, sind auch andere reaktive Sauerstoffspezies an der Immunabwehr
beteiligt, so z.B. Hydroxylradikale, Unterchlorige Sdure und Peroxynitrit.

Die NADPH-Oxidase besteht aus einem membrangebundenen Flavoprotein, dem Cyto-
chrom-b558, das sich aus den Untereinheiten gp91phox und p22phox zusammensetzt. Bei
einer Aktivierung translozieren die zytosolischen Untereinheiten p47phox, p67phox, p40phox
und das G-Protein Rac-2 zu den membrangebundenen Einheiten und bilden einen
Proteinkomplex, der durch Elektronentransfer mit NADPH als Substrat ‘O, in grofen
Mengen erzeugt (Wolin, 2000).

NADPH-Oxidasen in vaskuldren Zellsystemen existieren unter anderem in Endothelzellen
(Mohazzab et al., 1994), glatten Muskelzellen (VSMC) (Griendling et al., 1994) und
Fibroblasten (Pagano et al., 1998). Als gp91phox-Homologe wurden dort NOX1, NOX2 und
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NOX4 gefunden (Brandes, 2003). Auch Homologe anderer Teileinheiten, die den Teileinhei-
ten der neutrophilen NADPH-Oxidase entsprechen (Brandes, 2003), wurden in vaskuldren
Zellen gefunden. Die vaskuldiren NADPH-Oxidasen werden reguliert durch Zytokine, Hor-
mone und physikalisch-mechanische Stimuli. So wird die Aktivitit der NADPH-Oxidasen in
kultivierten glatten GefaBmuskelzellen (VSMC) erhoht durch vasoaktive Agonisten wie An-
giotensin II (Ang II) (Griendling et al., 1994), Thrombin (Patterson et al., 1999), platelet-
derived growth factor (PDGF) (Marumo et al., 1997a; Sundaresan et al., 1995), tumor necro-
sis factor-a (TNF- a) (De Keulenaer et al., 1998) und Lactosylceramid (Bhunia et al., 1997).
Durch Dehnung der aortalen und koronaren BlutgefidBe wird ein Anstieg von "O,” und H,O; in
den Endothelzellen (Hishikawa und Luscher, 1997) induziert und fiihrt zu einer gesteigerten
Einwanderung von Myozyten in die GefdBmedia (Capers et al., 1997). Im Unterschied zu
NADPH-Oxidasen in Leukozyten zeigen die NADPH-Oxidasen im vaskulidren Gewebe eine
stetige Superoxid-Bildung, die nach Stimulation nur méaBig ansteigt und als ,,ROS-Signaling*

das zelluldre Redoxmilieu moduliert.

4.3.2 Xanthinoxidase

Das molybdédn- und eisenhaltige Flavoprotein Xanthinoxidoreduktase katalysiert im
Purinabbau die Oxidation von Hypoxanthin zu Xanthin und Harnsdure. Die Xanthinoxido-
reduktase existiert einerseits als NAD -reduzierende Xanthindehydrogenase, andererseits als
Op-reduzierende und “O, -freisetzende Xanthinoxidase (XO). In Friihstadien der Hypercho-
lesterindmie wurde eine erhohte Superoxid-Bildung durch endotheliale Xanthinoxidase nach-
gewiesen (Ohara et al., 1993; White et al., 1996). Die Xanthinoxidase wird hiufig eingesetzt,

um in-vitro Sauerstoffradikale zu erzeugen.
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4.3.3 NOS

Ein weiteres Enzymsystem, das zu einer gesteigerten vaskuldren Superoxid-Produktion
fithren kann, ist die endotheliale "NO-Synthase (eNOS) (Xia et al., 1996). Nach Entkopplung
der eNOS kommt es anstelle der 'NO-Produktion zur vermehrten ‘O, -Produktion. Diese Ent-
kopplung tritt bei einem Mangel an Kofaktoren auf, z.B. bei einem Mangel an Tetrahydrobi-
opterin (Xia et al., 1996). Dieses Modell der Radikalentstehung ist in-vivo allerdings noch
nicht ausreichend geklart. So ist nicht klar, ob unter in-vivo-Bedingungen jemals ausreichend

niedrige Mengen an Kofaktoren vorliegen (Vasquez-Vivar et al., 1998).

4.4 Vaskulare Effekte gesteigerter Superoxidproduktion

Die Gleichgewichts-Konzentration des Superoxids wird durch SOD im nanomolaren Be-
reich gehalten. Bei einer vermehrten enzymatischen Bildung von ‘O, (durch NOS, XO oder
NADPH-Oxidasen), bei einer unzureichenden Expression und Aktivitdit von SOD oder bei
einer Verschiebung des intrazelluliren Redoxzustands bei einem Mangel an Glutathion oder
Thioredoxin kommt es zu einem ,,0xidativen Stresszustand®.

Viele kardiovaskuldre Erkrankungen, z.B. Atherosklerose, Bluthochdruck und Hypercho-
lesterindmie, basieren auf einer eingeschrinkten Bioverfiigbarkeit des endothelialen "NO
durch vermehrte Bildung von ‘O, (Ohara et al., 1993a; Warnholtz et al., 1999a; Rueckschloss
et al., 2003a). Im vaskuldren System wird dem 'NO eine antiatherogene, dem ‘O, eine
proatherogene Aktivitit zugeschrieben. Auch das aus 'NO und ‘O, entstehende, sehr reaktive
Peroxynitrit ist in hoheren Konzentrationen an der Funktionsbeeinflussung spezifischer Pro-
teine (Zou et al., 1997) beteiligt. ‘O, selbst, aber auch andere reaktive Sauerstoffspezies (z.B.
H,0,), tragen zur vaskuldren Dysfunktion bei. Dies zeigt sich in der vermehrten Oxidation
von low density lipoproteins (LDL) (Morel et al., 1984), in einer zunehmenden Infiltration
von Monozyten (Marumo et al., 1997a; Liu et al., 2003), in einem vaskuldren Remodeling
durch aktivierte Matrix-Metalloproteasen (Siwik et al., 2001) und in einer durch membran-
staindige NADPH-Oxidasen vermittelte Wachstumsantwort der VSMC (Zafari et al., 1998).

Aus klinischen Studien gibt es Hinweise, dass bei Patienten mit endothelialer Dysfunktion
eine zusitzliche glattmuskuldre Dysfunktion auftritt, die sich in einer eingeschriankten Gefal3-
relaxation auf "NO-Donoren manifestiert (Adams et al., 1998; Robinson et al., 1982). Diese
glattmuskulédre Dysfunktion ist entweder das Ergebnis einer eingeschriankten Bioverfiigbarkeit

des von '‘NO-Donoren freigesetzten NO, wie dies fiir die Nitrattoleranz gezeigt wurde
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(Miinzel et al., 1995), oder einer direkten Wirkung des ‘O, an einer anderen Stelle der 'NO-
abhingigen Signaltransduktionskaskade. Eine direkte Beeinflussung der "NO/cGMP-
Signaltransduktion zeigt die Stimulation von kultivierten VSMC mit ‘O, das zu einer Akti-
vierung der Phospholipase Cy (PLCy) und einer erhohten Inositol-1,4,5-Triphosphat-Bildung
fiihrt. Einerseits hemmen Antioxidantien und ‘NO-Donoren diesen Effekt, andererseits wird
dieser Effekt durch sGC-Inhibitoren (ODQ) und cGK-Inhibitoren (KT5823) verstirkt, was zur
Annahme fiihrt, dass ‘O, iiber Hemmung der sGC einen Einfluss auf die Aktivitit von Tyro-

sinkinasen und PLCy ausiibt (Wu und de Champlain, 1999a; Wu und de Champlain, 1999b).
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5 Hypothese und Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte gekldrt werden, ob bei vaskuldren Storungen des
‘NO-Systems die Funktion der sGC als wichtigstes 'NO-Effektorenzym durch ‘O, direkt be-
troffen ist. Dazu sollten einerseits in-vitro-Studien zur Hemmung der sGC-Aktivitit und zur
Aufkldrung eines moglichen Inhibitionsmechanismus durchgefiihrt, andererseits in intakten
Zellen und vaskulidren Geweben die biologische Bedeutung iiberpriift werden.

Hinweise auf eine Hemmung der sGC durch ‘O, zeigen frithere Arbeiten. So bewirkte das
Chinon-Derivat LY 83583, ein intrazellularer Redoxcycler, eine Hemmung der basalen und
‘NO-stimulierten sGC-Aktivitit, die durch Zugabe von Superoxiddismutase (SOD) verhindert
werden konnte (Miilsch et al., 1988; Miilsch et al., 1989). AuBlerdem wurde nachgewiesen,
dass sowohl die basale, als auch die CO-stimulierte, gereinigte sGC aus Thrombozyten durch
Superoxid direkt und reversibel gehemmt werden kann (Briine et al., 1990). Dariiber hinaus
erhohte SOD die basale und ‘NO-stimulierte sGC-Aktivitét unter acroben Bedingungen.

Eine andere Hypothese stellt die direkte Hemmung der sGC durch Superoxid in Frage.
Grundlage dieser Hypothese ist, dass die ,basale* sGC-Aktivitit in vitro durch ,,Umwelt-
‘NO* erhoht ist und Superoxid durch Wegfangen von Umwelt-'"NO die ,,basale® sGC-Aktivi-
tdt hemmt. Die basale Aktivitidtserhohung durch Zugabe von SOD wurde als Wegfangen des
kontaminierenden Superoxids erklart (Friebe et al., 1998b).

Dieser Hypothese ist entgegenzuhalten, dass die sGC-Aktivitit unter anaeroben Bedin-
gungen (‘'NO-freier Np-Atmosphire) eine hohere Basalaktivitit aufwies als unter aecroben Be-
dingungen (Niroomand et al., 1989). Ferner konnte die 'NO-unabhingige CO- und YC-1-
stimulierte sGC-Aktivitit durch ‘O,” gehemmt werden (Briine et al., 1990)

Fiir die Bestimmung der sGC-Aktivitit wurden basale und YC-1-stimulierte sGC-Aktivi-
taitsmessungen durchgefiihrt. Der Nachweis der reversiblen Inhibition der sGC sollte mit
Xanthinoxidase/Hypoxanthin (XO/HX) als ‘O, -generierendem System und mit SOD als "0, -
Fénger erfolgen.

Um die Frage zu beantworten, ob eine direkte sGC-Hemmung durch “O;” in-vivo relevant
ist, sollte hierzu der cGMP-Spiegel in kultivierten VSMC mit einem Enzym-Immuno-Assay
(cGMP-EIA) gemessen werden. Die Auswirkungen auf die ‘NO/cGMP-Signalkaskade wur-
den mit der Immunodetektion von phosphoryliertem VASP, einem Indikator fiir die Aktivitét
der cGMP-abhéngigen Proteinkinase (cGK), erfasst. Die intrazelluldre Produktion von ‘O
sollte mit dem intrazelluliren Redoxcycler 2,3-Dimethoxy-1,4-naphthochinon (DMNQ) er-
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folgen. Zur Ubertragung der in-vivo Ergebnisse mit DMNQ auf ein physiologisches Modell
wurden platelet-derived growth factor (PDGF) und Angiotensin II (Ang II) als Aktivatoren
der membranstindigen NADPH-Oxidasen in kultivierten VSMC eingesetzt.

Der Nachweis von "0, in kultivierten VSMC sollte mit Elektronenspinresonanz und mit
Lucigenin-abhédngiger Chemilumineszenz erfolgen.

Um den Mechanismus der sGC-Hemmung durch ‘O, aufzukldren, wurden in Hinblick auf
einen hdmabhéngigen Mechanismus sGC-Aktivititsmessungen mit Him-freier und Him-oxi-
dierter sGC durchgefiihrt. Um zu zeigen, dass ein thiolabhéngiger Inhibitionsmechanismus
vorliegt, wurden mutierte sGC-Untereinheiten in COS1-Zellen exprimiert und die Aktivitit
bestimmt. Aulerdem sollte geklart werden, ob Kupfer-lonen die Hemmung der sGC durch
‘0, katalysieren.

Insgesamt erwarteten wir von diesen Untersuchungen eine klare Antwort auf die Frage, ob
die sGC als biologischer Rezeptor und als Effektorenzym fiir das Signalmolekiil ‘O, fungie-

ren kann.
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II Material und Methoden

1 Material

1.1 Substanzen

1.1.1 Chemikalien

2,3-Dimethoxy-1,4-naphthochinon (DMNQ), 2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethyl-
imidazolin-1-oxyl-3-oxid (C-PTIO) von Alexis Biochemicals (Griinberg).
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), 3-Morpholinopropansulfonsédure (MOPS), Natri-
umcitrat, Glycerin wasserfrei, N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) von Appli-
chem (Darmstadt).
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) von Calbiochem (Schwalbach am
Taunus).
Salzsdure 32 % (HCI), Dimethylensulfoxid (DMSO), Schwefelsdure (H.SO4) von Fluka
(Neu-Ulm). Triton X-100 von ICN Biochemicals (Ohio, USA).
Natriumcarbonat (Na,COs), Perchlorsdure 60 % (HCIO4), Saccharose, Zinkacetat-Dihydrat
(Zn(CH3COO); .2H,0), Ammoniumperoxodisulfat (AMPS) von Merck (Darmstadt).
Kohlenmonoxid (CO) von Messer Griesheim (Frankfurt).
Cer(lv)sulfat—Tetrahydrat (Ce"(S0y), - 4H,0), Natriumhydroxid (NaOH) von Riedel-de Haén
(Seelze).
Tween 20 von Serva (Heidelberg).
Dithiothreitol (DTT), Glutathion (GSH), 3-Aminophthalhydrazid (Luminol), Diethylentri-
aminpentaacetat ~ (DTPA),  Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-N,N,N",N"-tetraessigsdure
(EGTA), 2,9-Dimethyl-1,10-phenanthrolinhydrochlorid (Neocuproin), Nitrilotriacetat (NTA),
5,5’-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesdure) (DTNB), Aluminiumoxid (Al,O3) zur Sdulen-Chroma-
tographie (Aktivitdt 1), Benzamidin, Hypoxanthin (HX), Natrium-Orthovanadat (Na3VO,),
Zitronensdure, Acrylamid/bis-Acrylamid (30 %), Diphenyleniodoniumchlorid (DPI) von
Sigma (Deisenhofen).
Ethylendiamintetraacetat-Dihydrat (EDTA), D(+)-Glucose-Monohydrat, N-(2-hydroxyethyl)-
piperazin-N-2-ethansulfonsdure (HEPES), Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid
(TRIS/HCI) von Roth (Karlsruhe).
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1.1.2 Nucleotide und Analoga
Guanosin-5’-triphosphat (GTP), zyklisches Guanosin-3",5"-monophosphat (cGMP), 3-
Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) von Sigma (Deisenhofen).

1.1.3 Proteine
Bovines Serumalbumin Fraktion V (BSA), Bovines y-Globulin von Sigma.

Milchpulver von Roth (Karlsruhe).

1.1.4 Peptide und Peptidanaloga
Angiotensin I (Ang 1II), platelet-derived growth factor (PDGF), Kreatinphosphat,
Trypsin-Inhibitor, Leupeptin, Pepstatin A von Sigma (Deisenhofen).

1.1.5 Enzyme

Kreatinkinase von Roche (Basel).
Superoxiddismutase (SOD), Superoxiddismutase-Polyethylenglykol (PEG-SOD), Katalase
aus Rinderleber (CAT), Xanthinoxidase (XO) von Sigma (Deisenhofen).
Gereinigte rekombinante 16sliche Guanylatzyklase (Rinderlunge) von Alexis Biochemicals
(Griinberg).
Gereinigte rekombinante 16sliche Guanylatzyklase (Ratte) freundlicherweise zur Verfiigung

gestellt von PD Dr. Stasch, Bayer AG.

1.1.6 Pharmaka

DEA-NONOate (DEA-NO), 4H-8-bromo-1,2,4-oxadiazolo(3,4-d)benz(b)(1,4)oxazinon
(NS2028), 3-(5"-Hydroxymethyl-2"-furyl)-1-benzylindazol (YC-1) von Alexis Biochemicals
(Griinberg).
Natrium-Nitroprussid (sodium nitroprusside, SNP), Protoporphyrin IX (PIX), N“-Nitro-L-
Arginin (L-NAG) von Sigma (Deisenhofen).
HMR3448 von Aventis (Frankfurt).
Ketamin (Ketanest™) von Parke-Davis

Xylazin (Rompun®) von Bayer
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1.1.7 Radioaktiv markierte Verbindungen
(a-"*P)- Guanosin-5'-triphosphat, spezifische Aktivitit: 800Ci/mMe, 500 uCi (**P-GTP)

von PerkinElmer (Rodgau-Jiigesheim).

1.1.8 Chemikalien zur Bestimmung von Superoxid
Bis-N-methylacridinumnitrat (Lucigenin), Cytochrom-c von Sigma (Deisenhofen).
1-Hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidinhydrochlorid (CMH) von Alexis

Biochemicals (Griinberg).

1.1.9 Reagentien zur Detektion von Proteinen
Bradford (Roti®-Quant) von Roth (Karlsruhe).

1.1.10 Zellkultur

Dulbecco’s minimum essential medium (DMEM), Trypsin-EDTA, fetales Kélberserum
(fetal calf serum, FCS), Penicillin-Streptomycin von Gibco (Neu-Isenburg).
Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS), Dulbecco’s minimum essential medium high

glucose (DMEM-HG), fetales Kéilberserum (FCS) von PAA (Pasching).

1.1.11 Kits

Midi-Plasmid-Kit Plasmidisolierung aus Bakterien von Qiagen (Hilden).

cGMP-EIA-Kit Enzym-Immuno-Assay (EIA) zur Immunodetektion von
cGMP von Amersham (Karlsruhe).

DEAE/DEXTRAN-Kit Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryontische

Zell-Linien von Sigma (Deisenhofen).
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1.2  Antiko6rper (AK)

Tabelle 1: Antikorper

Bezeichnung Beschreibung

Anti-Phospho- e monoklonaler Antikorper (IgG, Maus)

VASP (16C2) e gegen Serin 239-phosphoryliertes VASP (vasodilator-stimulated
Erstantikorper phosphoprotein)

e Nanotools (Teningen)

Anti-VSV e monoklonaler Antikorper (IgG, Maus)
Erstantikorper e gegen das Glykoprotein des vesikuldren Stomatitis-Virus (VSV)
e Sigma (Deisenhofen)

Anti-sGCa, 3 e polyklonaler Antikorper (IgY, Huhn)
Erstantikorper e gegen a; und B;-Untereinheit der 16slichen Guanylatzyklase (sGC)
Biogenes (Berlin)

Anti-Maus e polyklonaler Antikorper (IgG, Ziege)
Zweitantikorper e gegen das y-Immunglobulin (IgG) der Maus
e Peroxidase-konjugiert

e Sigma (Deisenhofen)

Anti-Huhn e polyklonaler Antikorper (IgG, Kaninchen)
ZweitantikOrper e gegen das y-Immunglobulin (IgG) des Huhns
e Peroxidase-konjugiert

e Biogenes (Berlin)
1.3 Zellen

Tabelle 2: Zellen

Typ Beschreibung Néhrmedien
VSMC e Glatte GefaBmuskelzellen der Ratte DMEM
e Zeclllinie + FCS (Gibco) 10 %
+ Pen/Strep 1 %
COSI1 e Nierenepithelkarzinomzellen der DMEM-HG
afrikanischen Meerkatze + FCS (PAA)
o Zelllinie + Pen/Strep 1 %

e freundlicherweise von Dr. Gross
(Frankfurt) zur Verfiigung gestellt
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1.4 Plasmide

Tabelle 3: Plasmide

Typ Beschreibung Kodierung
PCMV e Expressionsvektor mit CMV-Promotor B1C5418
(Cytomegalie-Virus)
e Dieses Plasmid wurde freundlicherweise
von Dr. Friebe (Bochum) zur Verfiigung
gestellt
PSG8 e Expressionsvektor mit SV40-Promotor oo WT
(Simian Virus 40) BIWT
e Diese Plasmide wurden freundlicherweise a;C238S

von Dr. Gross (Frankfurt) zur Verfiigung
gestellt

1.5 Escherichia-coli (E.-coli)

Zur Klonierung und Amplifikation von DNA wurde folgender Escherichia-coli-Stamm

verwendet, der freundlicherweise von Dr. Behrens (Pharmazentrum, Frankfurt) zur Verfii-

gung gestellt wurde: DHS5q(SupE44 lacU169 [F80lacZM15] hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-

1 relAl) (Raleigh et al., 1989).
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1.6 Stammlésungen

Tabelle 4: Stammlésungen

Bezeichnung Herstellung der Stammlosung
YC-1 e Stammlosung (10 mM) in DMSO
NS2028 e Stammlosung (10 mM) in DMSO
Protoporphyrin e 3 mg wurden in 50 pl 32 % HCl bei RT gelst und mit 950 pl Aqua
IX bidest verdiinnt
e nach 10 min Zentrifugation bei 13 000 rpm wurde der Uberstand
abgenommen und die Konzentration mittels UV-Spektroskopie
bestimmt (Extinktionskoeffizient: 262000 L*mol ' *cm™)
e Uberstand wurde mit Tris pH 7,5 auf 10 uMol eingestellt
HMR34438 e Stammlésung (10 mM) in DMSO
DMNQ e Stammlésung (20 mM) in DMSO
CMH e Stammlosung (20 mM) in Hepes-Tyrode-Puffer (N,-begast)
Ce'V/NTA e Losung 1: Ce(SO4), (250 mM) wird in 0,1 M HCI geldst
e Losung 2: NTA (50 mM) wird in 0,5 M MOPS (N,-begast, pH 7,0)
gelost
e Losung 1 und Losung 2 werden 1/10 zusammengefiigt zu
Ce'V/NTA
Lucigenin e Stammlosung (10 mM) in Hepes-Tyrode-Puffer (N,-begast) unter

Ausschluss von Licht
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1.7 Diverse Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Bezugsquelle
Einmal-Kiivetten (Plastibrand®) Brand (Wertheim am Main)
Zellkulturschalen (@ 10 cm) Sarstedt (Niirnbrecht)
Zellkulturschalen (@ 3,5 cm) Sarstedt (Niirnbrecht)

Zellkulturschalen (24 well)
Zellkulturflaschen (175 cm?)
Nitrozellulosemembran
Einmal-Mikro-Kapillare (50 pl)
Mikrotiterplatten

Zellschaber

Pipettenspitzen
Falcon®-Réhrchen (15; 50 ml)
ReaktionsgefiaBe (2; 1,5; 0,5 ml)
Einmalpipetten (Costar”)

Fuji RX-Film

Mini-Vials (6 ml)
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Corning (Schiphol-Rijk/Niederlande)
Greiner (Dietzenbach)

Schleicher & Schuell (Dassel)
Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)
Sarstedt (Niirnbrecht)

Corning (Schiphol-Rijk/Niederlande)
Sarstedt (Niirnbrecht)

Greiner (Dietzenbach)

Sarstedt (Niirnbrecht)

Corning (Schiphol-Rijk/Niederlande)
Du Pont (Bad Homburg)

Sarstedt (Niirnbrecht)
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1.8 Gerate

Tabelle 6: Geriite

Bezeichnung Typ Bezugsquelle
Chemilumineszenz-Zéhler/ LS 7500 Beckman (Krefeld)
modifizierter Szintillations-

Zahler

Dismembranator Mikro-Dismembranator ~ B.Braun (Melsungen)
Einstabmesskette L32 BNC Schott (Wertheim am Main)
Stromversorgung EPS 300 Pharmacia Biotech (Freiburg)
Elektrophoresekammer Mighty Small IT SE 250  Hoefer (Freiburg)
ESR-Spektrometer EMX Bruker (Rheinstetten)

Inkubator
Labor-Feinwaage
Mikroskop
pH-Meter
Photometer
Mikrotiterplatten-Photometer
Szintillations-Zahler
Sterilbank
Thermomixer
Transferkammer
Pipetten

Vortexer
Zihlkammer
Zentrifuge
Zentrifuge
Zentrifuge

B 5060-EC-CO2
AE 163

DM IL

230Aplus

Uvikon 941

MRX Revelation TC
1600 TR

LaminAir HB 2448
Vortemp 56 EVC
PerfectBlue Semi-dry
Research
Vortex-Genie 2
Neubauer

Biofuge fresco
Sigma 2-5

MicroV
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Heraeus (Hanau)

Mettler-Toledo (Giessen)

Leica (Solms)

Orion (Cambridgeshire/England)
Kontron Instruments (Eching)
Dynex (Frankfurt am Main)
Packard (Groningen/Niederlande)
Heraeus (Hanau)

Neolab (Heidelberg)

Peqlab (Erlangen)

Eppendorf (Hamburg)

Scientific Industries (NY/USA)
Brand (Wertheim am Main)
Heraeus Instruments (Hanau)
Sigma (Osterode)

Fisher Scientific (Schwerte)
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1.9 LoOsungen und Puffer

Tabelle 7: Puffer fiir Zellen und Gewebe

Zellen
und
Gewebe

Hepes-Tyrode-Puffer pH 7,4

DTPA
NaCl
HEPES

Glucose - H,O
KCl

MgCl, - 6H,O
CaCl, - 2H,0O

0,1 mM
132 mM
9.4 mM

5 mM
4 mM
0,49 mM
1 mM

Tabelle 8: Homogenisierungspuffer zur Bestimmung der sGC-Aktivitit

sGC-
Aktivitat

Homo-Puffer pH 7,0

TrisHCI
Saccharose
EDTA
Leupeptin
Benzamidin
DTT

20 mM
0,25 mM

0,2 mM
10 pg/ml
2 mM

10 mM

40



Material und Methoden

Tabelle 9: Puffer fiir das Immunoblotting

Lyse-Puffer pH 7,4 Probenpuffer pH 6,8 (Limmli)
Immuno- Hepes 50 mM SDS 2%
blotting Triton X-100 1% Glycerol 10 %

NaCl 150 mM 150 mM Bromphenolblau 0,01 %

Ortho-Vanadat 1 mM Tris/HCI 62,5 mM

Ortho-Vanadat 1 mM DTT 25 mM

PMSF 1 mM

Leupeptin 2 pg/ml

Pepstatin A 2 ng/ml

Trypsininhibitor 10 pg/ml

Elektrophorese-Puffer Transfer-Puffer pH 8,5

Tris 250 mM Glycerin 160 mM

Glycerin 192 mM Tris 25 mM

SDS 0,1 % Methanol 20 % 20 %

Blocking-Puffer (1) pH 7,5 Blocking-Puffer (2) pH 7,5

Milchpulver 5% Pferdeserum 10 %

Tris/HCI 50 mM BSA 3%

NaCl 20 mM Tris/HCI 50 mM

Tween 20 0,05 % NaCl 20 mM

Triton X-100 0,3 % Tween 20 0,05 %

Waschpuffer I pH 7,5 Waschpuffer II pH 7,5

Tween 20 0,3% NaCl 20 mM

NaCl 20 mM 20 mM Tris/HCI 50 mM

Tris/HCI 50 mM

Trenngel pH 8,8 Sammelgel pH 6,8

Acrylamid 12 % Acrylamid 6 %

Tris/HCI 370 mM Tris/HCI 125 mM

SDS 0,1 % SDS 0,1 %

AMPS 0,08 % AMPS 0,08 %

TEMED 0,1 % TEMED 0,1 %

ECL 1 pH 8,5 ECL II pH 8,5

TRIS 100 mM TRIS 100 mM

Luminol 2,5 mM H,0, 1,5 %

Coumarsiure 0,4 mM
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Tabelle 10: Puffer fiir die Plasmid-Priparation

Plasmid-
Praparation

RF1-Puffer pH 5,8

RbCl 100 mM
MgCl2 50 mM
Kaliumacetat 30 mM
CaCl2 10 mM
Glyzerin 15 %

Luria-Bertani Medium
(LB), (LB-Amp*)

RF2-Puffer pH 6,8

RbCl 10 mM
MOPS 10 mM
CaCl2 75 mM
Glyzerin 15 %

Tris/EDTA-Puffer (TE) pH 8,0

Bacto-Trypton 10 g/l
Bacto-Yeast Extrakt 5 g/l
NaCl 10 g/l

* Ampicillin 20 mg/l
TAE-Puffer (40x) pH 7,9

Tris 1,6 M
Na-Acetat 0,8 M
EDTA 0,08 M
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Tris 10 mM
EDTA 1 mM

DNA-Gelladepuffer (6x)

Glycerin 50 % (v/v)
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)
Xylenblau 0,01 % (w/v)
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2 Methoden

2.1 Tierspezies und Haltungsbedingungen

Es wurden minnliche Wistar-Ratten (Harlan Winkelmann, Borken) verwendet. Die Tiere
wurden auf staubfreiem Holzgranulat (Altrominfaser, Altromin, Lage) in 550 x 330 x 200 mm
groflen Kéfigen (Erich Becker, Castrop-Rauxel) gehalten. Die Fiitterung erfolgte mit der
Altromin-Standard-Didt Nr. 1320 (Altromin, Lage) und Leitungswasser. Die Raumtemperatur
des Tierstalls betrug ca. 21 © - 25 °C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 45 - 65 %. Der
Raum wurde in einem zirkadianen Lichtrhythmus (7.00 - 17.00 Uhr) mit Neonlampen be-

leuchtet.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Praparation priméarer glatter Muskelzellen aus Aorten

Minnliche Wistar-Ratten wurden durch intraperitoneale Gabe von 100 mg/kg Korperge-
wicht (KG) Ketamin und 5 mg/kg KG Xylazin betdubt, der thorakale Abschnitt der Aorta
entnommen und in eine Petrischale mit serumfreiem Kulturmedium Dulbecco’s minimal es-
sential medium (DMEM) {iiberfiihrt. Das Medium enthielt zusétzlich 50 U/ml Streptomycin,
50 U/ml Penicillin und 0,1 % Rinderserumalbumin (BSA).

Die Aortensegmente wurden von Fett- und Bindegewebe gesdubert, und das Endothel
wurde mechanisch entfernt. AnschlieBend wurden die endothelfreien Aortensegmente in
Kulturmedium mit 3 mg/ml Kollagenase (Typ I) fiir 30 min bei 37 °C im Brutschrank behan-
delt. Danach wurde die Adventitia entfernt, das restliche Gefdl3 longitudinal aufgeschnitten
und in kleine Stiicke zerteilt. Hierauf folgte eine 1-2 stiindige Inkubation im Kulturmedium
mit 3 mg/ml Kollagenase und 1 mg/ml Elastase, so dass die glatten GefaBmuskelzellen der
Rattenaorta (vascular smooth muscle cells, VSMC) dissoziierten. Nach Zentrifugation
(100 xg, 5 min) wurden die Zellen in serumhaltigem DMEM mit 10 % fetalem Kélberserum
(fetal calf serum, FCS) aufgenommen und in Petrischalen kultiviert. Die Charakterisierung
erfolgte immunzytochemisch mittels eines monoklonalen Antikdrpers gegen a-Aktin des
glatten GefdBmuskels (Gordon et al., 1986). Im konfluenten Zustand wurden die Zellen dann
unter Verwendung von 0,05 % Trypsin und 0,02 % Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
passagiert. Alle Experimente wurden mit Zellen der 5. - 20. Passage durchgefiihrt.
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2.2.2 Kultivierung von glatten GefaBmuskelzellen der Rattenaorta (VSMC)

Alle Arbeiten wurden unter der Sterilbank ausgefiihrt. Alle verwendeten Glaswaren und
Geritschaften wurden vor Gebrauch autoklaviert, Kunstoffmaterialien und Ndhrmedien wur-
den steril vom Hersteller bezogen (entkeimt durch y-Bestrahlung). Samtliche Zelllinien der
VSMC wurden bei 37 °C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit in DMEM kultiviert. DMEM
wurde mit 10 % FCS, 50 U/ml Penicillin und 50 U/ml Streptomycin supplementiert.

Um Zellen im Wachstum zu arretieren, wurde DMEM mit 0,1 % BSA (,,Hungermedium®)
eingesetzt, und die Zellen wurden mindestens 24 Stunden und bis zu 48 Stunden bei 37 °C,
5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit gehalten.

Um konfluent gewordene Zellen zu verdiinnen, wurden sie einmal mit PBS gewaschen
und dann mit Trypsin-EDTA versetzt. Sobald die Zellen begannen sich abzuldsen, wurde die
4-fache Menge DMEM (10 % FCS) hinzugegeben, um den tryptischen Verdau zu unterbre-
chen. Die Zellen wurden dann von der Platte abgespiilt und zur Weiterzucht auf neue Platten
verteilt. Zur Aufbewahrung der Zellen wurden diese, nach Ablosung, bei 800 xg fiir 5 min
sedimentiert, einmal mit PBS gewaschen dann in Einfriermedium (10 % DMSO, 90 %
DMEM) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in 1,8 ml KryorShrchen tiberfiihrt, schritt-
weise auf -80 °C abgekiihlt und fiir die endgiiltige Lagerung in fliissigem Stickstoff iiberfiihrt.
Gelagerte Zellen wurden aufgetaut, indem sie rasch in einem Wasserbad (37 °C) erwéarmt
wurden. Die Zellsuspension wurde dann in zwei unterschiedlichen Konzentrationen mit fri-

schem Medium verdiinnt und auf die Platten ausgesiit.

2.2.3 Kultivierung von COS1-Zellen

Konfluente COS1-Zellen in 10 cm Zellkulturschalen wurden aus dem Institut fiir Kardio-
vaskuldre Biochemie (siehe 1.3) bezogen. Die Kultivierung erfolgte wie bei VSMC (siehe
2.2.2). Im Unterschied zur Kultivierung der VSMC wurden die COS1-Zellen bei 37 °C, 5 %
CO; und 90 % Luftfeuchtigkeit und DMEM-HG kultiviert. Dieses Medium wurde mit 10 %
FCS, 50 U/ml Penicillin und 50 U/ml Streptomycin supplementiert.
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2.3 Isolierung und Inkubation von Gefal3segmenten

2.3.1 Arteria coronaria des Schweins

Die Arteria coronaria des Schweins (porcine coronary arteries, PCA) wurde aus Schwei-
neherzen, die am gleichen Tag aus einem Schlachthof geholt wurden, vorsichtig herausge-
trennt und in einer mit eisgekiihlter Hepes-Tyrode-Losung gefiillten Petrischale von umge-
bendem Fett- und Bindegewebe gelost. Das GefaBBlumen wurde mit Hepes-Tyrode-Losung
durchspiilt. AnschlieBend wurde die Aorta in 2-3 mm lange Abschnitte geteilt. Zusitzlich
wurde das Endothel mechanisch entfernt, indem die Gefdringe mit Hilfe einer ins Gefaf3lu-
men eingefiihrten Pinzette auf einer angefeuchteten Unterlage vorsichtig gerollt wurden. Die
Inkubation erfolgte in Reaktionsgefilen mit 500 ul Hepes-Tyrode-Puffer bei 37 °C im
Inkubator. Eine Inkubation mit 0,1 mM L-NAG (20 min) blockierte eventuell noch
vorhandene 'NO-Synthasen. Je nach Versuchsbedingung wurden die Koronararterien mit
DETC (20 min) zur Hemmung der CuZnSOD inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Ge-
faBsegmente sofort tiefgefroren und bei —80 °C bis zur Weiterverarbeitung zu Proteinhomo-

genat gelagert (siehe 2.4.1).

2.3.2 Aortathoracalis der Ratte

Die Ratten, 300 - 400 g Korpergewicht (KG), wurden mit einer intraperitonealen Injektion
von 100 mg/kg KG Ketamin und 5 mg/kg KG Xylazin anésthesiert. Nach Injektion von 1000
IE Heparin in die Vena cava caudalis wurden die Tiere mittels Durchtrennung der Aorta ab-
dominalis entblutet. Die Aorta thoracalis wurde unter Vermeidung von Zug und Druck ent-
nommen und in einer mit Hepes-Tyrode-Losung gefiillten, eisgekiihlten Petrischale von um-
gebendem Fett- und Bindegewebe geldst. Das GefdBBlumen wurde mit Hepes-Tyrode-Losung
durchspiilt. AnschlieBend wurde die Aorta in 2-3 mm lange Ringe geschnitten. Zusétzlich
wurde das Endothel mechanisch entfernt, indem die GefdBringe mit Hilfe einer ins Gefaf3lu-
men eingefiihrten Pinzette auf einer angefeuchteten Unterlage vorsichtig gerollt wurden.

Fir die VASP-Phosphorylierung wurden die GefdBsegmente in Reaktionsgefdle mit
500 pl Hepes-Tyrode-Puffer iiberfiihrt. Eine Vorinkubation mit 0,1 mM L-NAG (20 min)
blockierte eventuell noch vorhandene "NO-Synthasen. Je nach Versuchsbedingung fand eine
Inkubation mit PEG-SOD (20 min) oder DMNQ (2 min) statt. Die VASP-Phosphorylierung
der GefiBBsegmente wurde durch Zugabe von YC-1 (100 uM) oder SNP (100 uM) gestartet.
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Nach 8 min wurde die Stimulation gestoppt, und die Gefdllsegmente wurden sofort tiefgefro-

ren und bei —80 °C bis zur Weiterverarbeitung zu Proteinhomogenat gelagert (siche 2.4.2).

2.4 Proteinextraktion

Bei der Proteinextraktion werden fein pulverisiertes Gewebe oder kultivierte Zellen ly-
siert. Die Lyse basiert dabei auf der Zerstorung der Zellmembran durch Zugabe eines dysto-
nen Puffers und eines Detergens. Zur Gewinnung der l9slichen Zellbestandteile wird die ly-

sierte Zellsuspension zentrifugiert (13000 rpm, 4 °C, 20 min) und der Uberstand isoliert.

2.4.1 Extraktion nativer Proteine aus Gewebe und kultivierten Zellen

Die tiefgefrorenen PCAs (siehe 2.3.1) wurden in eine tiefgekiihlte Metallhiilse mit Metall-
kugel gegeben und mit einem Dismembranator pulverisiert. Das pulverisierte Gewebe wurde
in ein auf Eis gekiihltes Reaktionsgefdl iiberfiihrt und abgewogen. Das Gewebepulver der
Koronararterien wurde mit Homogenisierungspuffer (siche 1.9) suspendiert und fiir 20 min
auf Eis stehen gelassen.

Bei VSMC und COS1-Zellen wurde das Niahrmedium entfernt, die Zellen wurden dann
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einem Zellkulturschaber mit PBS von der
Schale abgekratzt und in ein Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 1000 rpm
fiir 2 min zentrifugiert, in Homogenisierungspuffer resuspendiert und schlieBlich auf Eis fiir
20 min stehen gelassen.

Die oben erhaltenen Zellsuspensionen aus PCA und kultivierten Zellen wurden zusitzlich
mit Ultraschall behandelt und anschlieBend 30 min (13000 rpm, 4 °C) zentrifugiert. Die Pro-
teinmenge des Uberstands wurde nach Bradford bestimmt (siehe 2.4.3). Bis zur Bestimmung

der sGC-Aktivitit (siehe 2.5) wurde der Uberstand bei —80 °C eingefroren.
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2.4.2 Extraktion der Proteine fur die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Fiir das Immunoblotting wurden die gefrorenen und inkubierten Gefdflsegmente der Aorta
thoracalis wie oben (siche 2.2.4.1) pulverisiert, anschlieBend in Lysepuffer suspendiert und
fiir 20 min auf Eis stehen gelassen. AnschlieBend wurde das Homogenat fiir 20 min
zentrifugiert (13000 rpm, 4 °C) und der Uberstand entnommen. Zur Bestimmung der Prote-
inmenge im Uberstand wurde die Methode nach Bradford (siehe 2.4.3) verwendet. Bis zur
spiteren Verwendung fiir die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (siehe 2.6) wurde der
Uberstand bei —80 °C eingefroren.

Nach der Transfektion wurde den COS1-Zellen (Zellkulturschale, 3,5 cm) das Nahrme-
dium entfernt. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Fiir die Gel-
Elektrophorese wurden die Zellen mit 70 pl SDS-Stop-Puffer (3% SDS in PBS) lysiert. Nach
der Zentrifugation (13000 rpm, RT, 10 min) wurde der Uberstand entnommen und bei —80 °C

bis zur Gel-Elektrophorese (siehe 2.6) eingefroren.

2.4.3 Messung der Proteinmenge nach Bradford

Der Proteingehalt wurde nach Bradford (Bradford, 1976) bestimmt. Diese Methode beruht
auf der Verschiebung der Absorption von 465 nm zu 595 nm nach erfolgter Bindung von
Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer Losung.

Zur Vorbereitung wurde die Bradford-Losung Roti®-Quant 1:5 mit Wasser verdiinnt. Fiir
eine Standardkurve wurde BSA abgewogen, in Aqua bidest geldst und Konzentrationen von
1, 5, 10, 20, 30 ng/ul erstellt. Standards, Leerwert mit einer Verdiinnung des Probenpuffers
und verdiinnte Proben wurden zu je 80 pl auf eine Mikrotiterplatte mit Klarboden gegeben
und jeweils mit 200 pl verdiinnter Bradfordlosung versetzt. Die Absorption wurde mit Hilfe
des Mikrotiterplatten-Photometers MRX Revelation TC abgelesen und die Proteinkonzentra-

tion der Probe mit dem Computerprogramm Revelation errechnet.
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2.5 Bestimmung der Guanylatzyklase-Aktivitat

Zur Bestimmung der Aktivitdt der 16slichen Guanylatzyklase wurde die Bildung von
[**P]cGMP aus [a-*P]GTP unter definierten Bedingungen gemessen und daraus die Enzym-

aktivitit berechnet.

2.5.1 Inkubation
Fir die sGC-Aktivitdtsmessung wurden die in Tabelle 11 aufgefiihrten Reaktions-
komponenten getrennt auf Eis zusammengestellt. Die Komponenten ergaben insgesamt ein

Endvolumen von 100 pl.

Tabelle 11: sGC-Aktivititspuffer und Reaktionskomponenten fiir die Bestimmung der
Guanylatzyklase-Aktivitit

sGC-Aktivititsspuffer

Substanz Endkonzentration

v-Globulin 0,1 mg/ml
Kreatinphosphat 1,5 mg/ml
Kreatinkinase 0,2 mg/ml

Glutathion 4,5 mg/ml
TrisHCI 5-100 mM
MgCl, 3-5mM
DTPA 0,1 mM
IBMX 0,5 mM

L-Nitro-Arginin 0,3 mM
Hypoxanthin 0,2 mM

Enzym Substrat
Priparation Endkonzentration Substrat Endkonzentration
gereinigte sSGC 0,1 — 0,3 pg/ml [**P]-GTP 0,1-0,5 uCi
Homogenat 100 — 300 pg/ml GTP 0,1 mM

cGMP 0,2 mM
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Aktivatoren Inhibitoren

Zusatz Endkonzentration Zusatz Endkonzentration
SNP 10 - 100 uM Xanthinoxidase 10* - 300 mU/ml
YC-1 10 - 100 uM NS 2028 10 nM

DEA-'NO 10 - 100 uM

PIX 1-10 uM

HMR3448 30 uM

CO Sattigung ca. 1 mM

Das y-Globulin diente als Schutzprotein, um Adsorptionen der nur in geringer Konzentra-
tion eingesetzten gereinigten sGC zu verhindern. Mg®-Tonen katalysierten als Kofaktoren den
enzymatischen Umsatz von GTP zu ¢cGMP. Der Zusatz von reduzierendem Glutathion und
DTPA (Chelator von Ubergangsmetallen) schiitzte die sGC vor Inaktivierung. Fiir die Super-
oxidproduktion wurde Hypoxanthin im GC-Inkubationspuffer vorgelegt und die Xanthinoxi-
dase kurz vor Inkubationsstart zugesetzt.

Bei der Bestimmung der sGC-Aktivitét in nicht gereinigten Enzympréparationen (Homo-
genaten) konnen darin vorhandene cGMP- oder GTP-abbauende Enzyme zu falschen Ergeb-
nissen fithren. Ein Uberschuss an nicht radioaktivem ¢cGMP minimiert den Abbau von **P-
c¢GMP und fiihrt zu einer konstanten Ausbeute bei der chromatographischen Isolierung des
cGMP. Der Zusatz von IBMX verhinderte den Abbau von ¢cGMP durch Hemmung der
cGMP-abbauenden Phosphodiesterasen. Kreatinphosphat und Kreatinkinase bilden ein "GTP-
regeneriendes System®, das durch eventuell vorhandene GTP-abbauende Enzyme gebildetes
5’-GDP wieder zu GTP phosphoryliert.

Der Reaktionsstart erfolgte je nach Versuchsbedingung mit Zugabe von Aktivatoren oder
von XO. Die Inkubation wurde bei 37 °C im Wasserbad durchgefiihrt. Die Inkubation dauerte
10, 15 oder 20 min und wurde sofort durch Zugabe von 400 pul Zinkacetat (125 mM) abge-
stoppt. Der Zusatz von 500 pl Natriumcarbonat (120 mM) verursachte eine Zinkcarbonat-

Féllung, die auch zur weitgehenden Ausféllung des restlichen GTP fiihrte.

2.5.2 Isolierung von cGMP
Die Zinkcarbonat-Fillung wurde pelletiert (10000 xg, 10 min) und der Uberstand zur Iso-
lierung des gebildeten [**PJcGMP auf Aluminiumoxid-S&ulen (0,75 mal 2 cm) gegeben. Bei

der sauren Chromatographie wurden die Uberstinde zusammen mit 2 ml Perchlorsiure (100

49



Material und Methoden

mM) auf die zuvor mit zweimal 2 ml Perchlorsdure (100 mM) vorbehandelten Aluminium-
oxid-Saulen aufgetragen. Nach zweimal Waschen mit Aqua bidest (zweimal 5 ml) wurde das
in der Saule verbleibende cGMP mit 5 ml TRIS/HCI (0,5 M, pH 8) in Szintillationszihlgefaf3e

eluiert und der **P-Zerfall mit einem Szintillations-Zihler erfasst.

2.5.3 Berechnung der Guanylatzyklase -Aktivitat
Die spezifische Aktivitdt ist ein Maf3 fiir die gebildete Menge an cGMP (in nmol), die
durch 1 mg Protein der eingesetzten Enzympréparation in 1 Minute gebildet wurde. Die Be-

rechnung ergibt sich wie folgt (Formel 1):

Formel 1: Berechnung der sGC-Aktivitiit

- (N-B)" S (nmol*min"*mg")
W*T*P*R

A spezifische Aktivitit der sGC T = Inkubationszeit (min)
N = Zerfallsrate des radioaktiven Produktes P = Proteinmenge pro Ansatz (mg)
B = Leerwert
S = Gesamtmenge des eingesetzten GTP R = Gesamtmenge an ein-

(nmol) gesetzter Radioaktivitét (cpm)
W = Wiederfindungsrate

Fiir die Wiederfindungsrate wurde ein Faktor von 0,5 eingesetzt. Dieser Faktor beriick-
sichtigt den Verlust von [**P]JcGMP bei der Zinkcarbonatfillung und beim Eluieren aus den

Aluminiumoxid-Sdulen (Miilsch, 1986).

2.5.4 Proteinisolierung mit Gelchromatographie

Fiir einige Versuche war es notwendig, die gereinigte rekombinante sGC mit niedermole-
kularen Stoffen (NS 2028, Tween 20) 10 min bei 4 °C zu inkubieren. Die Abtrennung dieser
niedermolekularen Stoffe erfolgte nach der GroBenausschlusschromatographie (Gelchroma-
tographie) mit einer Sephadex-(G25-) Sdule (5 cm * @ 1,5 cm). Das Prinzip beruht auf der
unterschiedlichen Eindringmdglichkeit und —dauer von Molekiilen unterschiedlicher Grof3e in
die Poren. Die Chromatographie wurde bei 4 °C mit eisgekiihltem sGC-Aktivitdtspuffer
durchgefiihrt. Auf die zuvor mit sGC-Aktivitdtspuffer equilibrierten Sédulen wurde das Inkubat
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(Endvolumen: 100 pl) aufgetragen. Nach Durchlauf von 400 ul sGC-Aktivitdtspuffer wurde
die sGC schlieBlich mit 500 pl GC-Aktivitatspuffer eluiert. Der Verdiinnungskoeffizient der
Probe betrug 1/5.

2.6 Gel-Elektrophorese und Immunoblotting (Westernblot)

2.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese zur Proteinauftrennung

Proteinproben unterschiedlicher Reinheitsgrade konnen iiber die Gelelektrophorese auf
ihre Proteinzusammensetzung und Homogenitdt {iberpriift werden. Durch die Zugabe von
Natrium-Dodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) denaturieren die Proteine und erhalten
proportional zu ihrer Grofle eine negative Ladung. Somit entfallen Trennungseigenschaften
durch unterschiedliche Ladung, und die Proteine kénnen im Polyacrylamidgel nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden.

Fiir die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli (1970) zur Auftrennung der Proteinbanden wurden SDS-Polyacrylamidgele mit ei-
nem 6 %-igem Polyacrylamid-Sammelgel und einem 12 %-igem Polyacrylamid-Trenngel
verwendet. Fiir den anschlieBenden Gel-Lauf wurde ein Elektrophoresepuffer (sieche 1.9) ver-
wendet. Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und 5-10 min bei 100 °C aufgekocht,
um eine komplette Denaturierung der Proteine zu erreichen. Danach wurden die Proben ab-
zentrifugiert (30 s, 10000 xg) und auf das Sammelgel aufgetragen. Der Gel-Lauf erfolgte bei
Raumtemperatur und einer Stromstirke von 10 mA (Sammelgel) bzw. 20 mA (Trenngel).

2.6.2 Immunoblotting (Westernblot)

Zur weiteren Analyse der Proteine wurde das SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozel-
lulosemembran transferiert (geblottet). Zum elektrophoretischen Transfer wurde eine Trans-
ferkammer genutzt, in der durch direkten Kontakt von Nitrozellulosemembran und SDS-
Polyacrylamid-Gel in einem Transferpuffer der Proteintransfer bei einer angelegten
Stromstidrke von 125 mA stattfand. Nach 90 Minuten Transfer wurde der Nitrozelluloseblot
zweimal mit Wasser gewaschen und 5 min in 0,2 % Ponceau S-Losung angeférbt, um Trans-

fer und gleichmiBige Beladung des Gels zu iiberpriifen.
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Zum Entfarben der Proteinbanden wurden die Blots dreimal 5 min mit Waschpuffer I und
dreimal 5 min mit Waschpuffer II bis zur vollstindigen Entfarbung gewaschen. Die darauf

folgenden Schritte unterscheiden sich je nach Antikdrper:

1. Anti-VASP

Zur Absittigung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde der Nitrozelluloseblot
40 min mit einem Milchpulver-Blockingpuffer behandelt. Die Antigen-Antikdrper-Bin-
dung erfolgte bei einer 12-stiindigen Inkubation (4 °C) des Blots mit dem spezifischen
monoklonalen Antikdrper (AK) gegen phosphoryliertes Ser239-VASP in Milchpulver-
Blockingpuffer. Hierbei war die Konzentration des AK 1 pg/ml. Zur Entfernung des un-
gebundenen AK wurde der Nitrozelluloseblot fiinfmal mit Waschpuffer I (je 2 min) und
zweimal mit Waschpuffer II (je 20 min) gewaschen. Nach der erneuten Inkubation mit
dem Milchpulver-Blockingpuffer (20 min) erfolgte die AK-AK-Bindung mit dem Zweit-
antikdrper Anti-Maus (1:5000) an den Erstantikorper Anti-Phospho-VASP im Milchpul-

ver-Blockingpuffer fiir eine Stunde bei Raumtemperatur.

2. Anti-VSV

Zur Absittigung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde der Nitrozelluloseblot
2 Stunden mit einem Milchpulver-Blockingpuffer behandelt. Danach wurde der Blot
dreimal mit Waschpuffer I und dreimal mit Waschpuffer II gewaschen. Fiir die Antigen-
AK-Bindung wurde der Blot mit dem Anti-VSV-AK fiir 1 Stunde inkubiert. Dabei war
der AK 1:1000 in einem BSA-Blockingpuffer verdiinnt. Zur Entfernung des ungebunde-
nen AK wurde der Nitrozelluloseblot fiinfmal mit Waschpuffer I (je 2 min) und zweimal
mit Waschpuffer II (je 20 min) gewaschen. Es folgte eine Inkubation mit dem Milchpul-
ver-Blockingpuffer fiir 20 min und anschlieend die AK-AK-Bindung des Zweitantikor-
pers Anti-Maus (1:7000) an den Erstantikorper Anti-VSV bei Raumtemperatur fiir eine
Stunde.

3. Anti-sGC

Zur Absittigung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde der Nitrozelluloseblot
40 min mit einem Pferdeserum-Blockingpuffer behandelt. Bei 4 °C erfolgte dann die 12-
stiindige Inkubation der Blots mit einem Anti-sGC-AK (1:1000). Der ungebundene AK
wurde durch fiinfmal Waschen mit Waschpuffer I und zweimal Waschen mit Waschpuffer

IT entfernt. Nach der Inkubation mit dem Pferdeserum-Blockingpuffer (20 min) folgte die
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AK-AK-Bindung mit dem Zweitantikorper Anti-Huhn (1:10000) im Pferdeserum-
Blockingpufter fiir eine Stunde.

Der ungebundene Zweitantikdrper wurde wie der Erstantikdrper durch Waschen entfernt. Die
Detektion des Zweitantikorpers, ein AK-Meerrettichperoxidase-Konjugat, erfolgte mit den
ECL-Losungen I und II, die im gleichen Verhiltnis auf den Blot gegeben wurden.

Die Meerrettichperoxidase und H,O, der ECL-Losungen katalysieren die Chemilumines-
zenz-Reaktion des Luminols. Bei dieser Reaktion wird das Luminol in einen angeregten
Energiezustand versetzt. Die anschlieBende Abgabe der Energie erfolgt durch Emission von
Licht, das nach Auflegen eines photosensitiven Films (Fuji RX) die Proteinbanden als
Schwirzung anzeigt.

Zur semi-quantitativen Bestimmung der relativen Proteinmengen wurden die Filme den-

sitometrisch mit Scion Image bestimmt (siche 2.12).

2.7 Amplifikation der Plasmide

2.7.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen (E. coli)

Von einer Escherichia-coli-(E.-coli)-DH5a-Ubernachtkultur wurden 100 ml LB-Medium
1:100 angeimpft und bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Bei einer ODeoo zwischen 0,4 und
0,6 wurden die Zellen abzentrifugiert (10 min, 1500 g, 4 °C). In einem ersten Schritt wurden
die Zellen in 20 ml RF1-Puffer aufgenommen und 2 Stunden auf Eis inkubiert. Nach Zentri-
fugation der Zellen (10 min, 1500 g, 4 °C) folgte in einem zweiten Schritt die Resuspendie-
rung der Zellen in 4 ml RF2-Puffer und die Inkubation fiir 15 min auf Eis. Die erhaltene Sus-
pension kompetenter E.-coli-Zellen wurde zur Lagerung bei -70 °C in 500 ul Aliquots aufge-
teilt.

2.7.2 Transformation kompetenter E.-coli

Zu 50 pl E.-coli-Zellen wurden ca. 1 ug Plasmid-DNA gegeben und 30 min auf Eis inku-
biert. Nach einem Hitze-Schock (37 °C, 20 sec) wurden 450 ul LB-Medium hinzugegeben
und die E.-coli-Zellen fiir eine Stunde inkubiert (37 °C, unter Schiitteln). Von dieser Zellsus-
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pension wurden 100-150 pl auf LB-Amp-Platten aufgetragen und {iber Nacht im Brutschrank
bei 37 °C inkubiert.

2.7.3 Plasmid-DNA-Pré&paration im grof3en Mal3stab

Fiir die Gewinnung von Plasmid-DNA wurden die transformierten E.-coli-Zellen (siche oben)
verwendet. Von LB-Amp-Platten wurde dabei eine einzelne Kolonie isoliert und mit 5 ml LB-
Medium angeimpft (Inkubation tiber Nacht, 37 °C, 160 rpm). Von dieser Vorkultur wurden
wiederum 100-150 pl entnommen, um eine GroBkultur mit 50 ml LB-Amp-Medium anzule-
gen (Inkubation {iber Nacht, 37 °C, 160 rpm).

Nach Uberfithren dieser GroBkultur in Zentrifugenréhrchen und Zentrifugation bei
6000 xg fiir 30 min wurde die Plasmid-DNA mit dem Midi-Plasmid-Kit eluiert. Anschlieend
wurde die DNA mit 0,7 Volumen Isopropanol prizipitiert und abzentrifugiert (15000 xg, 30
min, 4 °C). Nach Lufttrocknen wurde das Pellet in 450 pl TE-Puffer (pH 8,0) aufgenommen,
in ein Eppendorf-Reaktionsgefaf tiberfiihrt und durch Zugabe von 2 Volumen 100 % Ethanol,
1/10 Volumen Natriumacetat (pH 5,2) und 30 min Inkubation bei -20 °C erneut prézipitiert.
Nach Zentrifugation (30 min, 12000 xg, 4 °C), Waschen mit 70 % Ethanol und erneuter
Zentrifugation (5 min, 12000 xg, 4 °C) und Lufttrocknen des Pellets wurde die Plasmid-DNA
in TE-Puffer aufgenommen. Die Bestimmung der Ausbeute erfolgte mit Hilfe des UV-
Spektrometers. Dazu wurde die Optische Dichte (OD) bei 260 und 280 nm gemessen. Zur
Kontrolle auf Verunreinigungen wurde der Quotient OD260/OD2so errechnet, welcher zwischen
1,8 und 2,0 liegen sollte (empirischer Wert). Um den Erfolg der Klonierung zu iiberpriifen,
wurde die gewonnene Plasmid-DNA einem analytischen Verdau unterworfen und in einem

0,8 % Agarosegel aufgetrennt (siche 2.7.4).

2.7.4 Gelelektrophorese von DNA

Die in 2.7.3 erhaltenen Proben wurden zur Kontrolle der Plasmid-Priparation mit 1/6 vol
DNA-Ladepufter versetzt und anschlieend in einem Horizontal-Gel elektrophoretisch bei 40-
120 V getrennt. Die Elektrophorese wurde gestoppt, sobald die Bromphenolblau-Bande das
untere Viertel des Gels erreichte. Die Agarosekonzentration betrug je nach der Grofle der zu
trennenden Fragmente 0,8-2 % (w/v). Als Elektrophoresepuffer wurde der TAE-Puffer (siche
1.9) verwendet. Die Gele wurden anschlieend in 0,1 % Ethidium-Bromid-Losung 5 min

gefirbt und unter UV-Licht photographiert (GelDoc®, Biorad).
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2.8 Transiente Transfektion von COS1-Zellen

Fir die transiente Transfektion von Plasmid-DNA in COS1-Zellen wurde der
DEAE/DEXTRAN-Kit verwendet. Diese Methode basiert auf der Bildung von Micellen, die
die Plasmid-DNA in sich aufnehmen und anschlieend mit der Zellmembran fusionieren. Die
Plasmide kodierten jeweils eine Untereinheit der sGC (Tabelle 12). Die Plasmide wurden
kotransfiziert und ergaben sGC-Heterodimere aus a;- und 3;-Untereinheiten. Einige Plasmide
kodierten punktmutierte sGC-Untereinheiten mit einem spezifischen Austausch eines
Cysteins gegen ein Serin. Die Kotransfektionen fiihrten zur Expression folgender sGC in

COS1-Zellen:

Tabelle 12: Kotransfektionen aus o;- und [3;-Untereinheiten der sGC

a;-Untereinheit B1-Untereinheit sGC

WTa, WTB, > WTa By
WTa, B,C541S > o1/B1C5418S
o;C238S BWT 2> o1 C238S/ By

COS1-Zellen wurden in Zellkulturflaschen (175 cm?) und Zellkulturschalen (@ 6 cm) bis zu
einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde den Zellen

ein Transfektionsmedium zugegeben, das sich wie folgt (Tabelle 13) zusammensetzte:

Tabelle 13: Transfektionsmedium

Zellkulturflasche Zellkulturschale

Bezeichnung Zusammensetzung Bezeichnung Zusammensetzung
DMEM-HG 12 ml DMEM-HG 1 ml
DEAE-Dextran 0,5 pg/ml DEAE-Dextran 0,5 pg/ml
Chloroquin 0,15 mM Chloroquin 0,15 mM

DNA 14 ng DNA 1 pg

Nach 2 bis 3 Stunden wurde das Transfektionsmedium entfernt und die Zellen wurden fiir
2,5 min einem DMSO-Schock (10 % DMSO in PBS) ausgesetzt. Das Herauswaschen von
DMSO erfolgte zweimal mit PBS.
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Nach Zugabe des Ndahrmediums wurden die Zellen bei 37 °C, 5 % CO,und 90 % Luftfeuch-
tigkeit fiir 24 bis 72 Stunden im Inkubator kultiviert. Danach wurden die Zellen mit PBS ge-

waschen und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.

2.9 Bestimmung von Sauerstoffradikalen

2.9.1 ESR-Spintrapping zum Nachweis von ‘Oy

Die Elektronenspinresonanz (ESR) ist eine Methode zum Nachweis paramagnetischer
Spezies. Das Messprinzip beruht auf der Absorption von Mikrowellenenergie aus einem
hochfrequenten elektromagnetischen Feld. Wird die folgende Resonanzbedingung erfiillt

(Formel 2), erfolgen Ubergiinge der ungepaarten Elektronen zwischen den Energieniveaus:

Formel 2: Resonanzbedingung (Elektronenspinresonanz)
AE =hv = gugBy

h = Planksches Wirkungsquantum

v = Frequenz des elektromagnetischen Feldes
g = Aufspaltungsfaktor

ug = Bohrsches Magneton

By = magnetische Feldstédrke

Aus messtechnischen Griinden wird die Absorption der Mikrowellenenergie meist als
erste Ableitung registriert. Das entstandene Spektrum wird wesentlich durch den Aufspal-
tungsfaktor (g) und durch die Hyperfeinaufspaltung bestimmt.

Ein freies Elektron besitzt einen g-Wert von gejekiron = 2,00232. Der g-Wert ist aber abhédngig
von der Orientierung des radikalischen Molekiils/Ions im &uBleren Magnetfeld, so dass der
g-Wert sich meist vom gejekiron —Wert unterscheidet.

Die Hyperfeinaufspaltung reflektiert die Wechselwirkung des Magnetfeldes des unge-
paarten Elektrons (Spin) mit dem benachbarten Kernspin (I). Die Anzahl der Spektrumslinien
(2I+1) und die Aufspaltungskonstanten sind vom Kernspin, von der Art und von der Position
des Kerns in einem Molekiil abhingig.

Das ‘O, war wegen seiner Kurzlebigkeit in unserem biologischen Zell-System fiir eine di-
rekte Messung nicht erfassbar. Mit Spintrapping war es moglich, ‘O, in einem biologischen
System durch eine spezifische Reaktion mit 1-Hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetra-
methylpyrrolidinhydrochlorid (CMH) unter Bildung eines stabileren paramagnetischen
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Pyrrolidin-N-oxyl-Radikals (Abbildung 11) nachzuweisen (Hwang et al., 2003; McNally et
al., 2003).

CMH CwMr
OOCH, OOCH,
H.C Hy 'Oy H,C Ha
HC  N. CH, HC ™ N~ CH,
H OH o*
Hydroxypyrrolidin Pyrrolidin-N-oxyl -Radikal

Abbildung 11: Reaktion von CMH mit ‘O’

Die ESR-Messungen erfolgten mit einem EMX-Spektrometer von Bruker mit einem X-
Band-Hohlraum-Resonator. Konfluente VSMC (Passage < 20) in 10 cm Zellkultur-schalen
wurden fiir 24 Stunden in einem Hungermedium kultiviert, mit PBS zweimal gewaschen und
anschlieBend mit Trypsin/EDTA abgelost. Nach dem Zentrifugieren bei 1000 rpm wurde der
Uberstand abgenommen und das Zellpellet in modifiziertem Hepes-Tyrode-Puffer (180 pl)
resuspendiert. Nach einer Ruhezeit von 15 min bei 37 °C im Inkubator wurde CMH (Endkon-
zentration: 2 mM) zugegeben, die Zellsuspension in Einmal-Mikro-Kapillaren tiberfiihrt und
die Kapillare im Hohlraum-Resonator fixiert (siche Abbildung 12). Die Messungen wurden
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Dabei wurde zuerst ein Feld-Scan mit folgenden Parame-
tern durchgefiihrt: microwave frequency = 9,72 GHz; modulation amplitude = 2 G; micro-
wave power = 20mW; conversion time = 81,92 ms; time constant = 81,92 ms. Die Bildung
des stabilen paramagnetischen Pyrrolidin-N-oxyl-Radikals CM" wurde anschlieBend in einem
Zeit-Scan der Intensititsverdnderung des Tieffeld-Signals erfasst. Dazu wurden folgende
Parameter eingestellt: conversion time = 655,4 ms; time constant = 81,9 ms, total time =
671,1 sec. Die Aufzeichnung und Bearbeitung der Signale erfolgte mit WinEPR. Die
Steigungen der aufgezeichneten Kurven der Zeit-Scans wurden mittels linearer Regression
(Graphpad Prism) ermittelt. Die Steigung fiir den Leerwert wurde von den Steigungen der

Kontrolle und der Probe abgezogen.
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Probe _ ] EMX-Konsole

Hohlraum-Resonator

Auswertung mit
WInEPR

Abbildung 12: Aufbau der ESR-Messung

Magnet

2.9.2 Lucigenin-vermittelte Chemilumineszenz zum Nachweis von ‘O

Bei der Messung der Lucigenin-vermittelten Chemilumineszenz werden Lichtquanten, nach
Reaktion des Lucigenins mit ‘O;’, erfasst.

Das Messprinzip der Lucigenin-vermittelten Chemilumineszenz basiert auf einer chemischen
Reaktion des Lucigenins mit ‘O,” (Abbildung 13). Dabei entstehen angeregte Reaktionspro-
dukte im Triplettzustand, die nach einer Dissipation von Lichtquanten in den Grundzustand
zuriickfallen. Diese Lichtquanten wurden mit einem modifizierten Szintillationszéhler (siche
1.8) erfasst. Zur Steigerung der Empfindlichkeit waren die Photoverstdrker-Rohren, die die
Lichtimpulse in elektrische Messsignale umsetzen, in einen out-of-Koinzidenz-Modus ge-

schaltet.
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CH, aHs
f
Lucigenin \ O O
=
) o [0
N L0
Lucigenin-Radikal &, .
+0, Lucigenin Lucigenin-Dioxetan
v C‘Hs
Lucigenin-Dioxetan ! \
/\ )
> N-Methylakridon N-Methylakridon

N-Methylakridon
(angeregter Zustand) \ (Grundzustand)
Photon (hv)

Abbildung 13: Lucigenin-vermittelte Chemilumineszenz (Vasquez-Vivar et al., 1997)

Fiir die Messung wurden konfluente VSMC in 10 cm Zellkulturschalen (Passage < 20) in
Hungermedium fiir 24 Stunden kultiviert, mit PBS zweimal gewaschen und mit
Trypsin/EDTA abgeldst. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand abgenommen und
das Zellpellet in modifiziertem Hepes-Tyrode-Puffer (siche 1.9) resuspendiert und in
Szintillationsvials (2 ml) tiberfiihrt. Nach einer Wartezeit von 15 Minuten im Inkubator bei
37 °C wurden die Vials unter Ausschluss von Licht in den Zahler gestellt. Die Zugabe von
Lucigenin (Endkonzentration: 5 uM) erfolgte unter Ausschluss von Licht. Nach einer Warte-
zeit von 2 min wurde die Ziahlung bei Raumtemperatur gestartet. Die Probe, die Kontrolle und
der Leerwert wurden seriell in Reihe gemessen. Dabei wurde jede Probe sechsmal 30 Sekun-
den gemessen und die Signale in Zdhlungen pro Minute (counts per minute, cpm) angezeigt.
Aus den letzten 4 Messungen wurden Mittelwert und Standardabweichung gebildet. Der
Leerwert wurde von Kontrolle und Probe abgezogen und die Ergebnisse als Vielfaches der

Kontrolle dargestellt.
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2.9.3 Cytochrom-c-Reduktionsassay

Der photometrische Cytochrom-c-Nachweis von ‘O, (McCord und Fridovich, 1969b) be-
ruht auf der Reduktion des Himproteins Ferricytochrom-c (Fe**-Cyt.-c) zum Ferrocytochrom-
c (Fez+-Cyt.-c) mit einer Anderung des Extinktionskoeffizienten bei 550 nm (Agssonm =
21 mM*cm™). Bei diesem photometrischen Nachweis wurde der sGC-Aktivititspuffer ver-
wendet. ‘O,” wurde mit XO (0, 1, 3, 6, 10, 15 mU/ml) und Hypoxanthin (0,2 mM) erzeugt.
Die Messung erfolgte in Einmal-Kiivetten (d=1cm) bei Raumtemperatur fiir 5 min. Nach Zu-
gabe von Cytochrom-c (Endkonzentration: 80 uM) wurde die Reaktion mit XO gestartet. Ein
Uberschuss an SOD (100 U/ml) blockierte die "0, -vermittelte Reduktion von Fe*'- zu Fe?'-
Cyt.-c und diente deshalb bei allen Versuchsbedingungen als Kontrollwert (Abbildung 14).
Die Zunahme der Extinktion bei 550 nm wurde fiir 5 min registriert und die Steigung mittels

linearer Regression (Graphpad prism) berechnet. Der Abzug des Kontrollwerts ergab die Ab-

sorptionsdifferenz (AA). Mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes wurde ausgehend von

AA die Konzentration des gebildeten Fe*-Cyt.-c bestimmt (Formel 3 A). Die Berechung der

‘0, -Bildungsrate basierte auf der 1:1-Stochiometrie der Nachweisreaktion (Formel 3 B, C).

Formel 3:Bestimmung der ‘O, -Bildungsrate

AA(Fe?*-Cyt.-c) AcFe*'-Cyt.-c:  Bildungsrate (d[Fe’"-Cyt.-c]/dt)
2+_ - = T ’
A) heFet-Cyt-c) = 4 AAFe*'-Cyt-c: Absorptionsdifferenz (dA/dt)
k550: 21 mM™ * cm™
B) Fe3*-Cyt.-c + ‘O,” = Fe?*-Cyt.-c + O, Ac (‘Oy): Bildungsrate (d['O,]/dt)

d: Schichtdicke der Kiivette (1 cm)
C) Ac(Fe?*-Cyt.-c)

Ac("Oy)

A B

2.0 1.3F

120 o
+ XO/SOD

dA(Fe?*-Cyt.C)/dt

00 T T T 1
450 500 550 600

Wellenldnge [nm] Zeit [min]

Abbildung 14: (A) Verinderung des UV-VIS Spektrum von Cytochrom-c¢ mit XO
(15 mU/ml) und Hypoxanthin (0,2 mM) iiber die Zeit; (B) Zeitverlauf der Extinktions-
anderung bei 550 nm.

Parallel zu allen Versuchsbedingungen wurde eine Referenz mit einem Uberschuss SOD
(100 U/ml) ermittelt. Die tatsidchliche ‘O, -Produktion ergab sich aus der Subtraktion der Stei-
gungen (XO - XO/SOD).
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2.10 Nachweis von Sulfinylradikalen

Die direkte Messung von Sulfinylradikalen (R-SOO®) mit ESR liefert einen Hinweis auf
eine oxidative Modifikation von Proteinthiolen.

Héamoglobin (2 pg/ul) in modifiziertem Hepes-Tyrode-Puffer mit Hypoxanthin (0,2 mM)
wurde entweder mit einem Ein-Elektronen-Oxidant Ce*/NTA (2 mM) oder mit XO
(4 mU/ml) 2 min bei Raumtemperatur inkubiert, in Teflonréhrchen iiberfiihrt und in fliissigem
N tiefgefroren. Die ESR-Messung erfolgte mit einem EMX-Spektrometer von Bruker (siche
1.8) bei 77 K (-196 °C). Dabei wurde die tiefgefrorene Probe in ein Dewargetfall aus Glas, das
mit fliissigem N, gefiillt war, iiberfiihrt und in den Hohlraum-Resonator eingebracht. Es
wurde ein Feld-Scan durchgefiihrt mit folgenden Parametern:
microwave frequency = 9.45 GHz; modulation amplitude = 4 G; microwave power = 20 mW;
conversion time = 81,92 ms; time constant = 327,68 ms; sweep time = 83,89 s; number of
scans = 10 — 16.

Zur Blockierung der Thiolgruppen wurde Himoglobin (10 pg/ul) mit DTNB (4,5 mM)
10 min auf Eis inkubiert. Die Entfernung des iiberschiissigen DTNB erfolgte mit der Grofen-
ausschlusschromatographie und fiihrte zu einer Endkonzentration des Hadmoglobins von

2 pg/ul (siehe 2.5.4).

2.11 cGMP-Enzym-Immuno-Assay (cGMP-EIA)

Die Messung von cGMP in VSMC erfolgte mit einem Enzym-Immuno-Assay (EIA)
(siehe 1.1.11). Dieser Ligandenbindungsassay beruht auf einer kompetitiven AK-Antigen-
Reaktion. Bei diesem Assay binden in-vivo produziertes cGMP und in-vitro zugesetztes
Peroxidase-konjungiertes cGMP kompetitiv und konzentrationsabhéingig als Antigene an ei-
nen Anti-cGMP-Antikdrper (Anti-cGMP-AK) aus Kaninchen. Zusétzlich kommt es zu einer
AK-AK-Reaktion von Anti-cGMP-AK und immobilisiertem Anti-Kaninchen-AK (Zweitanti-
korper). Nach Herauswaschen nicht gebundener Komponenten wird Substrat zugegeben, das
die Peroxidase in einen photometrisch detektierbaren Farbstoff umsetzt (Abbildung 15).

Fiir die Messung von cGMP-Konzentrationen wurden konfluente VSMC in 24-well-Zell-
kulturschalen (Passage < 20) in Hungermedium fiir 24 Stunden kultiviert, zweimal mit PBS
gewaschen, mit 500 pl modifiziertem Hepes-Tyrode-Puffer (siche 1.9) liberschichtet und an-

schlieend im Inkubator fiir 10 min stehen gelassen. Danach erfolgte die Zugabe des unspezi-
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fischen Phosphodiesterase-Inhibitors IBMX (siehe 1.1.2) mit einer Endkonzentration von 0,5
mM. Nach weiteren 10 min im Inkubator wurden die VSMC je nach Versuchsprotokoll mit

folgenden Agenzien (Tabelle 14) behandelt:

Tabelle 14: ‘O, -Bildner und -Blocker im cGMP-EIA

‘O, -Bildner Inkubationszeit ‘O, -Blocker Inkubationszeit
PDGF (50 ng/ml) 2 min PEG-SOD (100 U/ml) 15 min

Ang IT (100 nMol) 20 min

DMNQ (10 uMol) 2 min

Die cGMP-Produktion erfolgte bei 37 °C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit im Inku-
bator fiir 10 min. Je nach Versuchsprotokoll fand dabei eine basale oder eine
YC-1-stimulierte cGMP-Produktion statt. Nach Beendigung der cGMP-Produktion wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit fliissigen N, schockgefroren. Bis zur Ver-
wendung im cGMP-EIA wurden die 24-well-Platten bei -80 °C autbewahrt.

Vorgefertigte Puffer und Losungen waren in dem cGMP-EIA-Kit meist in fester Form
enthalten und mussten vor Versuchsbeginn nach Anweisung aufgelost werden (Amersham
Pharmacia Biotec, 1999). Die Lyse der gefrorenen VSMC in den 24-well-Platten erfolgte mit
dem Lyse-Puffer (Bestandteil des Kits). Zur Erhohung der Sensitivitit der cGMP-Detektion
wurde das Zellhomogenat mit einem Acetylierungsreagenz aus einem Volumenanteil Acetan-
hydrid und zwei Volumenanteilen Triethylamin (Bestandteile des Kits) behandelt. Danach
wurden die Proben in Reservoirs (wells) gegeben (Bestandteil des Kits), die mit Anti-Kanin-
chen-AK beschichtet waren. Zusitzlich wurde der Anti-cGMP-AK zugegeben. Parallel zu den
Proben wurden Reservoirs vorbereitet fiir eine Standardreihe mit bekannten cGMP-Konzent-
rationen (0 — 512 fmol/well), fiir einen Leerwert und fiir eine Bestimmung unspezifischer
Bindungen. Es folgte eine Inkubation von zwei Stunden, der sich nach Zugabe Peroxidase-
konjugierter cGMP eine einstiindige Inkubation anschloss. Danach wurden die Reservoirs
sehr intensiv mit einem Waschpuffer (Bestandteil des Kits) gewaschen und das Substrat
3,3°,5",5 -Tetramethylbenzidin (TMB, Bestandteil des Kits) zugegeben. Nach einer Inkuba-

tion von 30 min wurde fiir eine Endpunktsbestimmung Schwefelsdure (1 M) hinzugegeben.

62



Material und Methoden

Die Absorption wurde bei 450 nm mit dem Mikrotiterplatten-Photometer MRX Revelation
TC (siehe 1.8) erfasst.

Die cGMP-Bestimmung der Proben erfolgte anhand einer Standardkurve aus eingesetzten
Standards fiir cGMP (0 — 512 fmol/well) und der prozentualen photometrischen Absorptions-
anderung (% B/B0). Die Werte wurden angegeben als fmol/well.

Standard

Immobilisierte Phase Ligandenbindung
oder unbekannte Probe Substrat

e

Esel

cGMP

Kaninchen

Photometrische
Messung

_
N /

cGMP-peroxidase + | TMB

Anti- Anti-
Kaninchen/ /' .gmp

well

3 Stunden Inkubation 60 min Inkubation

Abbildung 15: Schematische Darstellung des cGMP-EIA
(Amersham Pharmacia Biotec, 1999)

2.12 Computerprogramme

- MS Office 2000 fiir Windows, Microsoft Deutschland (Bad Homburg)

- Graphpad Prism 3.02 fiir Windows, GraphPad Software, San Diego (USA)
- Bruker WinEPR 2.11 fiir Windows, Bruker Biospin (Rheinstetten)

- Bruker WinEPR Aquisition fiir Windows, Bruker Biospin (Rheinstetten)

- Revelation Software 4.06, Dynex Technologies, Chantilly (USA)

- Scion Image beta 4.0.2, Scion Corporation, Frederick (USA)
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2.13 Statistische Bewertung der Versuchsergebnisse

Die meisten Ergebnisse stellen Mittelwerte + Standardfehler dar. Die Bestimmung der
Enzymaktivitit wurde mit verschiedenen Chargen der gereinigten sGC mit unterschiedlichen
basalen Enzym-Aktivititen durchgefiihrt. Bei einigen Versuchen wurden deshalb die Kon-
trollwerte auf 100 % gesetzt. Die Kurvenanpassungen der graphischen Darstellungen, die
statistischen Berechnungen der Signifikanz und die Bestimmung der ICso-Werte erfolgten mit
Graphpad Prism. Die Berechnung der ICs;-Werte von Konzentrations-Wirkungs-Kurven
(KWK) und deren statistischer Vergleich erfolgte nach Normalisierung der Werte auf
Maximal- und Minimalwerte (%) und anschlieBender Kurvenanpassung nach nichtlinearer
sigmoidaler Regression mit variablen Hill-Koeffizienten. Die statistische Signifikanz zwi-
schen 2 Mittelwerten wurde mit dem ungepaarten Student’s t-Test errechnet. Bei multiplen
Vergleichen wurde eine One-way analysis of variance (ANOVA) durchgefiihrt, gefolgt von
einem multiplen Vergleichstest nach Bonferroni bzw. Newman-Keul oder gefolgt von einem
Vergleichstest in Bezug zur Kontrolle (Dunnett-Korrektur). Der statistische Vergleich von
KWK erfolgte mit den logarithmierten ICso-Werten.

Ein P-Wert von weniger als 0,05 (p < 0,05) wurde als statistisch signifikant angenommen.
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III Ergebnisse

1 sGC-Aktivitatsmessungen

1.1 Hemmung der sGC-Aktivitit durch Superoxid

Zur Charakterisierung des Hemmeffekts von Superoxid (‘O,) auf die Aktivitit der ge-
reinigten sGC wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve (KWK) mit dem "O,-generieren-
den System Xanthinoxidase/Hypoxanthin erstellt. Dabei wurde eine KWK der basalen und
der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitit gemessen. Die Aktivitdt der ungehemmten basalen und
YC-1- (100 uM) stimulierten Aktivitit war in diesen Versuchen 69,1 + 5,6 bzw. 684,2 + 83,1
nmol * mg™ * min”'. YC-1 fithrte zu einer Stimulation der sGC-Aktivitit um den Faktor 10
(Abbildung 16 A). Die KWK mit XO (0,001 — 10 mU/ml) zeigte eine abnehmende basale und
YC-1-stimulierte Aktivitdt (Abbildung 16 B). ‘O, fiihrte zu einer maximalen Hemmung der
basalen und der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitdt um 63 % bzw. um 85 % (Abbildung 17 C).
Die Normalisierung der in Abbildung 16 B dargestellten Werte und die anschlieBende
nichtlineare Regression (siehe 112.13) ergab ICso-Werte der basalen und der YC-1-stimulier-
ten Aktivititsabnahme durch ‘O, von ICsggpasay = 0,003 mU/ml bzw. ICsg (vc-1) = 0,022 mU/ml
(Abbildung 18). Die log;oICso-Werte der basalen und der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitat
waren signifikant unterschiedlich:

10g10 I1Cs0 (basal) = -2,51+0,3 vs. IOglo ICso (YC-1) = -1,65+0,2.

A B A basal XO

800+ 500 0 YC-1X0
g ] F — 7003
Z S 600- Z 'S 500
4
< E < _E 3001
o ! o™
5 £ 400 £ 2100~
D o« 2 = goJ
E=Sre] = 5
8 E N £ eo{A
@ = o £ VY
S £ 200- 2 E 0]
1 20
0_ 0-_'_' 3 2 1 0 1
basal YeA 0 10° 102 10" 10° 10

[XQO], mU/ml

Abbildung 16: (A) Basale und YC-1- (100 pM) stimulierte sGC-Aktivitit; (B) KWK
mit XO (0; 0,001; 0,015 0,03; 0,1; 1; 10 mU/ml) und Hypoxanthin (0,2 mM).

Es wurden pro Probe ca. 5 - 10 ng gereinigte sGC eingesetzt und bei 37 °C fiir 10 bzw.
20 min im Wasserbad inkubiert. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte + SEM aus 4 bis 5
unabhéngigen Experimenten, die im doppelten Ansatz durchgefiihrt wurden. Die Kurven-
anpassung in (B) erfolgte nach einer nichtlinearen sigmoidalen Regression mit variablem
Hill-Koeffizienten.
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Abbildung 17: Maximale Hemmung
durch XO.

Die basale (A) und die YC-1- (100 puM)
stimulierte (B) sGC-Aktivitdt wurden
durch XO = 10 mU/ml maximal ge-
hemmt. Zusétzlich zur Darstellung der
absoluten Werte sind die prozentualen
Relativwerte (% Aktivitit) dargestellt
(C). Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte
+ SEM aus 4 bis 5 unabhingigen Expe-
rimenten, die im doppelten Ansatz
durchgefiihrt wurden. ***p<0,001
*p<0,05 mit ungepaartem Student’s t-
Test.

Abbildung 18: Berechnung der 1Cs
aus Abbildung 16 B.

Normalisierung auf Maximal- und Mi-
nimalwerte und anschlieBende lineare
Regression mit variablen Hillkoeffi-
zienten. Die beiden Kurven unterschei-
den sich signifikant (p<0,05).
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1.2 Hemmung der sGC-AKktivitiit ist mit SOD reversibel

Um zu iiberpriifen, ob der Hemmeffekt der sGC-Aktivitat durch ‘O, aufgehoben werden
kann, wurde Superoxiddismutase (SOD) zugegeben, ein spezifischer Finger von ‘O;". In
Abbildung 19 ist die Authebung der Hemmung der basalen und der YC-1-stimulierten sGC-
Aktivitdt durch Vorinkubation mit SOD dargestellt. Die SOD zeigte dabei eine zusétzliche
Aktivierung der sGC-Aktivitit um das 2,1-fache (basal) und 2,8-fache (YC-1).

wo. A basal 0. B YC-1
5 50 % . 4000
= cEn i *kk S 'o 3500-_ *%
% & 200- a 2 F 3000
o 'c o ] N
2°S 150] 2 g 2500
2 = 2 = 2000
= =
N £ 100- N € 1500
I $ = 1000-
50+ @ ] = gisses
] 500
oLl | e s 1 I
+XO +SOD +SOD +XO +SOD +SOD
+XO +XO

Abbildung 19: Die Aufhebung der basalen (A) und der YC-1-stimulierten (B) sGC-
Aktivititshemmung durch Pria-Inkubation mit SOD.

Pro Probe wurden ca. 5-15 ng gereinigte sGC eingesetzt. Die Proben wurden 10 min bei 37°C
im Wasserbad inkubiert. Die Versuchsbedingungen bei (A) und (B) waren wie folgt:

X0 =0,1 mU/ml; SOD = 100 U/ml; YC-1 =100 uM. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte =
SEM aus 5 bis 6 unabhéngigen Experimenten, die im doppelten Ansatz durchgefiihrt wurden.
*#%p<0,001; **p<0,01 mit Newman-Keuls-Korrektur.

Um herauszufinden, ob es sich bei der Hemmung der sGC-Aktivitit durch ‘O, um einen
reversiblen Inhibitionsmechanismus handelt, wurde bei einigen Proben 5 min nach dem Start
der Inkubation SOD hinzugegeben. Sowohl bei der basalen als auch bei der YC-1-stimulierten
sGC-Aktivitdt war nach Zugabe von SOD eine signifikante Zunahme der ‘O, -gehemmten
cGMP-Produktion zu beobachten (Abbildung 20), was eine schnelle reversible Modifikation
der sGC durch "0 anzeigt.
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Abbildung 20: Reversible Hemmung der basalen (A) und der YC-1- (100 pM) stimulier-
ten (B) sGC-Aktivitit durch ‘O,

Pro Probe wurden ca. 5-15 ng gereinigte sGC eingesetzt. Die Proben wurden bei 37°C fiir 5
und 10 min mit XO (0,1 mU/ml) oder Aqua bidest als Kontrolle im Wasserbad inkubiert. Bei
den Inkubationen von 10 min wurde nach 5 min entweder SOD (300 U/ml) oder Aqua bidest
als Kontrolle hinzugegeben. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte + SEM aus 3 unabhéngigen
Experimenten, die im doppelten Ansatz durchgefiihrt wurden. *p<0,05 mit ungepaartem Stu-
dent’s t-Test.

1.3  Einfluss von H,0, auf die sGC-AKktivitit

Da bei der Produktion von ‘O, durch Disproportionierung auch H,O, entsteht, war es un-
umgénglich, den Einfluss von H,O, auf die basale und YC-1-stimulierte sGC-Aktivitit zu
untersuchen. Die Inkubation erfolgte mit 1, 10 und 100 uM H,O, und ergab keine signifikante
Anderung der basalen und YC-1-stimulierten sGC-Aktivitit (Abbildung 21).

-O0-YC-1
700- —@— basal
g — 6007 Abbildung 21: Basale und YC-1- (100 pM)
g g’ igg: B stimulierte sGC-Aktivitit mit Wasserstoff-
L 300. peroxid (H,O»; 1, 10, 100 uM).
;C‘g’ £ 2004 Pro Probe wurden ca. 5-15 ng gereinigte sGC ein-
N g 30— gesetzt. Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte + SEM
& = 204 . i”"'{\i aus 3 unabhdngigen Experimenten, die im doppel-
10+ ten Ansatz durchgefiihrt wurden.
iy
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1.4 Hemmung der sGC in Gewebe- und Zell-Homogenaten

Um zu zeigen, dass auch die Aktivtit der sGC in Homogenaten durch ‘O,” gehemmt wird,
wurden Aktivititsmessungen in Homogenaten aus VSMC (Abbildung 22 A) und aus isolier-
ten Schweinekoronararterien (porcine coronary artery, PCA) (Abbildung 22 B) durchgefiihrt.
YC-1 (100 uM) steigerte die Aktivitit der sGC in VSMC um das 23-fache und in PCA-Ho-
mogenaten um das 13-fache gegeniiber der basalen Aktivitit (Abbildung 22 A, B). Die sGC-
Aktivitidt in VSMC konnte durch Zugabe von 3 mU/ml XO um 74 % gehemmt werden. Diese
Hemmung wurde durch Zusatz von SOD (25 U/ml) komplett aufgehoben (Abbildung 22 A).

Um zu iiberpriifen, ob die endogene SOD in den Homogenaten die Sensitivitdt der sGC
gegeniiber ‘O,  vermindert, wurde der Einfluss des SOD-Inhibitors Diethyldithiocarbamat
(DETC) auf die Hemmung der sGC durch XO/HX untersucht. Die sGC in den mit DETC
(1 mM; 20 min) vorbehandelten Koronararterien zeigten gegeniiber den unbehandelten Kon-
trollen eine groBere Empfindlichkeit gegen "O,” (Abbildung 22 B). Die sGC-Aktivititshem-
mung der DETC-vorbehandelten Koronararterien war bei 1 mU/ml XO signifikant niedriger

als die sGC-Aktivitdt der entsprechenden Kontrollen.
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Abbildung 22: sGC-Aktivititsmessungen an Homogenaten von VSMC und PCA.

(A) Pro Probe wurden 30 pg Gesamtprotein des VSMC-Homogenats eingesetzt. Die Proben
wurden 10 min bei 37°C im Wasserbad unter folgenden Bedingungen inkubiert:

YC-1 =100 uM; XO =3 mU/ml; SOD =25 U/ml.

(B) PCA wurde mit DETC (1 mM) oder unbehandelt (Kontrolle) fiir 20 min inkubiert. Pro
Probe wurden 20 pg Gesamtprotein des PCA-Homogenats eingesetzt (YC-1 = 100 uM; XO =
0/ 0,1/ 1/ 10 mU/ml). Gezeigt wird eine statistische Auswertung aus jeweils 3 unabhédngigen
Experimenten, die im doppelten Ansatz durchgefiihrt wurden (Mittelwert = SEM). *p<0,05;
##p<0,01 mit Bonferroni-Korrektur; §p<0,05 mit ungepaartem Student’s t-Test.
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2 Superoxidmessungen

2.1 In-vitro-Superoxidmessung mit der Cytochrom-c-Methode

Um die Superoxid-Bildungsrate des Systems Xanthinoxidase/Hypoxanthin (XO/HX) zu
bestimmen, wurde die Cytochrom-c-Methode angewandt. Bei dieser Methode wird die Re-
duktion des Ferri-Cytochrom-c (Fe’*-Cyt ¢) zum Ferro-Cytochrom-c (Fe*"-Cyt ¢) photomet-
risch bei 550 nm erfasst und die O, -Bildungsrate mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes
berechnet (siehe 112.9.3).

Die in Abbildung 23 dargestellten Kurven zeigen Angleichungen aus der eingesetzten
Menge XO (0, 1, 3, 6, 10, 15 mU/ml) zur nachgewiesenen ‘O, - Bildungsrate. Eine polynomi-
sche Regression 2. Ordnung (Abbildung 23 A), eine lineare Regression (Abbildung 23 B) und
eine doppelt-logarithmische Regression (Abbildung 23 C) wurden zur Angleichung der Kurve
probeweise gewihlt. Dabei zeigt die polynomische Regression 2. Ordnung eine bessere An-
passung an die experimentellen Daten als die lineare Anpassung. Die ‘O, -Bildungsraten wur-
den daher nach der polynomischen Regression 2. Ordnung und nach der doppelt-logarithmi-

schen Regression bei niedrigen Bildungsraten (< 0,1 mU/ml) berechnet.
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2 Abbildung 23: Kurvenangleichungen der
o & y =15517x-1,08 eingesetzten Menge XO (HX = 0,2 mM)
5§ 5 r=0,99 zur ‘O, -Bildungsrate.
o 2E . : :
3=, . Die dargestellten Angleichungen zeigen
ga 2 1 eine polynomische Regression 2. Ordnung
2 S = eingesetzte Menge (A), eine lineare Regression (B) und eine

X0 [logso mU/ml] doppelt-logarithmische Regression (C).
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Tabelle 15: Darstellung der ICs-Werte und Berechnung der "O, -Bildungsrate mit Hilfe
der Kurvenangleichungen

ICso Kurvenangleichung
Stimulation | Kapitel | XO [mU*ml"] O, [uMol*min™']
Abbildung 23 A Abbildung 23 C

basal 1.1 3,09E-03 — 1,02E-05
YC-1 1.1 0,02 - 2,23E-04
YC-1/CO 4 0,49 0,06 0,03
DEA-'NO 4 0,37 0,04 0,02
PIX 5.1 7,46 1,88 1,88
HMR3448 5.1 22,85 10,62 10,66
YC-1* 14 0,77 0,11 0,06
YC-1/DETC * 1.4 0,07 -—- 1,42E-03

* . .
Homogenat aus Schweinekoronararterien

2.2 Nachweis von Superoxid in-vivo mit ESR

Die ESR-Spintrapping-Methode mit CMH wurde fiir den Nachweis von ‘O, in VSMC
angewendet (I12.9.1). Diese Methode basiert auf einer spezifischen Reaktion von CMH und
‘0O,” zum paramagnetischen CM'-Radikal.

Der intrazelluldre Redoxcycler DMNQ zeigte im Vergleich zur basalen ‘O, -Produktion
einen ca. 5-fachen Anstieg der Superoxid-Produktion (Abbildung 25). Dieser Anstieg konnte
fast komplett mit einem Uberschuss an membrangingiger Polyethylenglykol-Superoxiddis-
mutase (PEG-SOD, 100 U/ml) geblockt werden. Die Zugabe von Katalase zeigte dagegen
keine Auswirkungen auf die Radikalbildung (Daten nicht abgebildet).

Die physiologischen Aktivatoren der membranstindigen NADPH-Oxidase Ang II
(Abbildung 26) und PDGF (Abbildung 25) zeigten einen Anstieg der O, -Produktion um das
2,0-fache. Die Superoxidproduktion konnte dabei durch Zugabe von PEG-SOD (50 U/ml)
signifikant geblockt werden. PEG-SOD alleine reduzierte die basale Superoxidproduktion um
8 %.
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Abbildung 24: Superoxid-Messungen mit ESR-Spintrapping. DMNQ produziert
durch intrazellulires Redoxcycling ‘O,  (CMH =2 mM).

Dargestellt ist eine exemplarische Messung eines CM -Tripletts (A) und die zeitabhédngige
Intensititsverdnderung des CM -Tieffeld-Signals einer Versuchsreihe (B). Gezeigt wird eine
statistische Auswertung aus mindestens 3 unabhéngigen Versuchsreihen (n>3): ***p<0,001;
###p<0,001 mit Bonferroni-Korrektur.
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Abbildung 25: ESR-Spintrapping von ‘O, ; PDGF aktiviert membranstindige
NADPH-Oxidasen.

Dargestellt ist eine exemplarische Messung eines CM -Tripletts (A) und die zeitabhédngige
Intensititsverdnderung des CM -Tieffeld-Signals einer Versuchsreihe (B). Dargestellt ist
eine statistische Auswertung aus mindestens 3 unabhingigen Versuchsreihen (n>3):
*p<0,05; #p<0,05 mit Bonferroni-Korrektur.
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Abbildung 26: Superoxid-Messungen mit ESR-Spintrapping; Ang II aktiviert
membranstindige NADPH-Oxidasen.

Dargestellt ist eine exemplarische Messung eines CM - Tripletts (A) und die zeitabhidngige
Intensititsverdnderung des CM -Tieffeld-Signals einer Versuchsreihe (B). Dargestellt ist
eine statistische Auswertung aus mindestens 3 unabhingigen Versuchsreihen (n>3):
*p<0,05; #p<0,05 mit Bonferroni-Korrektur.
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2.3 'O, -Nachweis in glatten GefaBmuskelzellen mit Lucigenin

Um die mit ESR-Spintrapping erhaltenen Ergebnisse mit einer unabhéngigen Methode zu
tiberpriifen, wurde die Lucigenin-abhingige Chemilumineszenz (CL) zur Bestimmung von
‘0, eingesetzt. Mit dieser Methode zeigte sich bei Zugabe von DMNQ (10 uM) in VSMC ein
ca. 40-facher Anstieg der Superoxidproduktion gegeniiber der basalen "O,-Produktion
(Abbildung 27 A). Dieser Anstieg konnte durch Zugabe von 100 U/ml PEG-SOD fast kom-
plett gehemmt werden. Auch die physiologischen Aktivatoren der NADPH-Oxidase indu-
zierten einen signifikanten Anstieg der ‘O,-Produktion (Abbildung 27 B). PDGF
(50 ng/ml) und Ang II (100 nM) steigerten die ‘O, -Produktion um das 2,8 bzw. 2,2-fache.
Auch hier zeigte sich, dass ‘O, durch Zugabe von PEG-SOD (50 U/ml) abgefangen werden
konnte. Die Lucigenin-abhingige CL als unabhdngige Methode zur Detektion von Superoxid
in-vivo flihrte also zu qualitativ dhnlichen Ergebnissen wie die ESR-Spintrapping-Methode
mit CMH.

Abbildung 27: Lucigenin-abhéingige
A DMNQ o
i Chemilumineszenz-Messung
30000~ ’ ] ' (A) Produktion von “O,” durch intrazelluléres
© 25000+ Redoxcycling:
g 20000- DMNQ = 10 uM; PEG-SOD = 100 U/ml.
g 15000-- (B) PDGF (50 ng/ml, 5 min) und Ang II (100
2 50007 nM, 30 min) steigerten die O, -Produktion
0 40007 um das 2,8-bzw. 2,2-fache. Gezeigt wird eine
& 30007 statistische Auswertung aus mindestens 3
@ 20001 == unabhéngigen Experimenten (n>3, Mittelwert
1°°°tj + SEM). **%p<0,001; ##p<0,001 mit Bon-
0- +PSOD ferroni-Korrektur; *p< 0,05 mit ungepaartem
+DMNQ +DMNQ Student’s t-Test.
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3 Hemmung der sGC-Aktivitat durch ‘O, in-vivo

3.1 Nachweis der sGC-Hemmung durch ‘O, in VSMC (cGMP-EIA)

Um nachzuweisen, dass die in-vitro mit isoliertem Enzym und Gewebehomogenaten beo-
bachtete Hemmung der sGC auch in-vivo in intakten Zellen durch erhohte intrazelluldre "0, -
Produktion erfolgt, wurde die YC-1-induzierte cGMP-Bildung in intakten VSMC unter Kon-
trollbedingungen und unter erhdhtem oxidativem Stress mit einem Enzym-Immuno-Assay
(ETA) bestimmt. Die VSMC wurden zur Blockierung der cGMP-abbauenden Phospho-
diesterasen mit IBMX (0,5 mM) fiir 20 min vorinkubiert. Zur Stimulation der endogenen ‘O, -
Produktion wurden die Zellen mit DMNQ (10 pM) oder PDGF (50 ng/ml) fiir 2 min
vorinkubiert. AnschlieBend wurde die Inkubation mit YC-1 gestartet und fiir 8 min
durchgefiihrt. Die weitere Verarbeitung der Zellen zur Bestimmung von cGMP erfolgte dann
wie in 112.11 angegeben. Zur Auswertung wurde eine cGMP-Eichkurve erstellt (Abbildung
28). In Abbildung 29 A wird gezeigt, dass die YC-1-stimulierte Aktivitit der sGC (100 uM =
100 %) durch DMNQ (10 uM) um 79 % gesenkt wurde. Durch PDGF wurde der cGMP-
Spiegel um 23,4 % gesenkt (Abbildung 29 B). Bei Zugabe von PEG-SOD wurde der cGMP-
Spiegel wieder bis auf das 2-fache der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitéit erhoht. Diese Versu-
che zeigen, dass eine erhohte Superoxidbildung in intakten Zellen die sGC-Aktivitit direkt
beeinflussen kann, d.h. unabhingig vom Abfangen des ‘NO.

100-
75- .
o L |
Q
@ 50
N
25- . .
0 T T T
1 10 100 1000

fmol/well

Abbildung 28: Exemplarische cGMP-Eichkurve. KWK mit cGMP-Standards.
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Abbildung 29: Einfluss von DMNQ und PDGF auf den cGMP-Gehalt in VSMC in
Anwesenheit von YC-1 (100 pM) und SOD.

Die Produktion von "0, erfolgte einerseits (A) durch intrazellulidres Redoxcycling mit
DMNQ (10 uM), andererseits (B) durch Aktivierung der NADPH-Oxidasen durch PDGF

(50 ng/ml). Die Vorinkubation mit PEG-SOD (A: 100 U/ml; B: 50 U/ml) verhinderte die "O; -
Bildung. Die Werte sind als Mittelwerte von Doppelbestimmungen dargestellt. Gezeigt wird
eine statistische Auswertung aus mindestens 3 unabhingigen Experimenten (n>3, Mittelwert
+ SEM); *p<0,05 mit Bonferroni-Korrektur; #p<0.01 mit ungepaartem Student’s t-Test.
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3.2 Nachweis der sGC-Hemmung durch "O, in Rattenaortenringen
(VASP)

Die Hemmung der sGC-Aktivitdt durch eine erhohte Superoxidbildung in isolierten Rat-
tenaorten sollte mittels Bestimmung der cGMP-abhéngigen Phosphorylierung des Vasodila-
tor-stimulierte Phosphoprotein (VASP, vasodilator-stimulated phosphoprotein) nachgewiesen
werden. Die Phosphorylierung am Ser239 von VASP (P-VASP) eignet sich als spezifischer
Biomarker fiir die Aktivierung des ‘'NO/cGMP-Signaltransduktionswegs (siehe auch 13). Dazu
wurde die sGC in endothelfreien Rattenaortenringen, die zusétzlich zur Hemmung von "NO-
Synthasen mit dem NOS-Inhibitor N®-Nitro-L-Arginin (L-NAG; 30 uM) inkubiert wurden,
mit YC-1 (100 uM) stimuliert. Nach der Inkubation wurden die Ringe homogenisiert und
anschlieBend die VASP-Phosphorylierung im Homogenat mittels Western-Blot bestimmt
(I12.4.2 und 112.6). P-VASP wurde im Westernblot als eine immunogene Bande bei 47 kDa
nachgewiesen. YC-1 induzierte einen signifikanten Anstieg des P-VASP gegeniiber den un-
behandelten Kontrollringen (Abbildung 30). Bei gleichzeitiger Anwesenheit von DMNQ (10
uM) wurde die YC-1-stimulierte VASP-Phosphorylierung signifikant gesenkt. Diese Hem-
mung konnte durch Vorinkubation mit PEG-SOD (100 mU/ml) vollstdndig aufgehoben wer-
den. Die quantitative Analyse der Densitogramme der Western-Blots ergab eine Reduktion
von 44,4 % des YC-1-stimulierten P-VASP bei Einsatz von 10 uM DMNQ im Vergleich zu
YC-1 allein. Damit konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Superoxid-Bildung auch eine
Hemmung der sGC in intakten GefdBringen, unabhingig von einem Abfangen des ‘NO, be-

wirkt.
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Abbildung 30: Die Produktion von ‘O, durch intrazellulires Redoxcycling
(DMNQ, 10 uM) reduzierte die YC-1- (100 pM) stimulierte VASP-Phosphorylierung in
isolierten Rattenaorten.

Die Vorinkubation mit PEG-SOD (100 U/ml) verhinderte die Hemmung der VASP-Phospho-
rylierung. Abgebildet ist ein exemplarischer Blot. Die semiquantitative Auswertung erfolgte
mit Scion Image (I12.12) aus 3 unabhéngigen Experimenten; *p<0,05; ###p<0,001 mit
Bonferroni-Korrektur.

4 Einfluss des ,,Umwelt-"NO* auf die sGC-Hemmung durch ‘O,

Um den Einfluss von ,,Umwelt-"NO* fiir die sGC-Aktivititshemmung durch ‘O, aufzukliren,
wurde der Einfluss einer CO-gesittigten Atmosphire auf die ‘O, -Hemmung der sGC in-vitro
untersucht. Die sittigende CO-Begasung (ca. 1 mM) sollte den Einfluss an Umwelt-NO
durch Verdringung minimieren. In Abbildung 31 sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven
der ‘O, -induzierten Hemmung der ‘NO- und YC-1/CO- aktivierten sGC-Aktivitit dargestellt.
Wie in der Einleitung beschrieben, ist CO ein schwacher Aktivator der sGC, dessen Wirkung
allerdings durch Zugabe von YC-1 potenziert wird (siehe auch 12.2.2). So konnte auch in die-
sen Versuchen mit CO eine schwache 1,3-fache, in Gegenwart von YC-1 eine 10-fache und in
Gegenwart von YC-1/CO eine 28-fache Stimulation der basalen sGC-Aktivitit gemessen
werden (Daten nicht abgebildet). Fiir die Hemmung der YC-1/CO- (10 uM/1 mM) stimulier-
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ten sGC-Aktivitdt durch XO ergab sich eine ICsy von 0,485 mU/ml. Zum Vergleich wurde der

Einfluss des Superoxid-generierenden Systems XO/HX auf die 'NO-stimulierte sGC-Aktivitt
bestimmt. Dazu wurde der 'NO-Donor DEA-NONOate (10 uM) eingesetzt, der die sGC um

das 91-fache der basalen Aktivitdt stimulierte. Diese Aktivierung wurde bei einer XO-Kon-

zentration von 0,368 mU/ml halbmaximal gehemmt. Nach Normalisierung der KWK auf Ma-

ximal- und Minimalwerte fielen die Hemmkurven fiir YC-1/CO und ‘NO-induzierte sGC-Ak-

tivitdt libereinander (Abbildung 32).
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Abbildung 31: KWK der Super-
oxid-induzierten Hemmung der
YC-1/CO- (10 pM)/(1 mM) und
der DEA-NO- (10 pM)
stimulierten sGC-Aktivitiit.

Die Hemmung der sGC-Aktivitit
erfolgte mit

XO (0 - 100 mU/ml)/HX (0,2 mM).
Gezeigt wird eine statistische Aus-
wertung von 4 unabhédngigen Expe-
rimenten (Mittelwert = SEM). Die
Kurvenanpassung erfolgte nach
einer nichtlinearen sigmoidalen Reg-
ression mit variablen Hill-Koeffi-
zienten.

Abbildung 32: Berechnung der
ICsp aus Abbildung 31

Darstellung der KWK nach Trans-
formation auf Maximal- und Mini-
malwerte und anschliefender Kur-
venanpassung nach einer nicht-
linearen sigmoidalen Regression mit
variablen Hill-Koeffizienten. Die
Kurven unterscheiden sich nicht
signifikant.
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In einem weiteren Versuch sollte die mogliche Interferenz durch das ,,Umwelt-"NO* mit dem
‘NO-Féanger 2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethyl-imidazolin-1-oxyl-3-oxid (C-PTIO)
verhindert werden. Ein Vorversuch zeigte, dass durch C-PTIO (30 uM) die Aktivitdt der
YC-1-stimulierten sGC um 49 %, die Aktivitit der mit dem "NO-Donor GSNO,- (10 uM)
stimulierten sGC um 88,4 %, die SNP- (10 uM) stimulierte sGC-Aktivitdt um 61 % und die
basale Aktivitdt um 14,1 % (Abbildung 33 A, B) reduziert wurde.
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Abbildung 33: KWK mit C-PTIO bei basaler, YC-1- (10 pM), SNP- (10 pM), GSNO,-
(10 uM) stimulierter sGC-Aktivitit. Gereinigte sGC wurde 5 min mit Carboxy-PTIO
(0/1/3/10/30 nM) vorinkubiert.

Pro Probe wurden ca. 5-15 ng gereinigte sGC eingesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen von 3 unabhéngigen Experimenten (n=3 pro Bedingung, Mittelwert +
SEM). (A) KWK unter Angabe der spezifischen Aktivitit. (B) Darstellung der auf Maximal-
werte (100 %) transformierten Daten aus (A).

Im nachfolgenden Experiment wurde der Einfluss des Superoxid-generierenden Systems
XO/HX auf die YC-1/CO- stimulierte sGC-Aktivitdt in An- und Abwesenheit von Carboxy-
PTIO (10 uM) bestimmt. Carboxy-PTIO hatte keinen signifikanten Einfluss auf die KWK der
‘0O, -induzierten sGC-Hemmung (Abbildung 34 und Abbildung 35).
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Abbildung 34: KWK nach Vorinkuba-
tion mit C-PTIO (10 nM).

Pro Probe wurden ca. 5-15 ng gereinigte
sGC eingesetzt. Die Proben wurden 10
min bei 37°C im Wasserbad inkubiert:
YC-1 =10 uM; CO-Sittigung = 1 mM;
X0 =0/0,01/0,1/1/ 10/ 100 mU/ml;
HX = 0,2 mM. Gezeigt wird eine statisti-
sche Auswertung aus 4 unabhingigen
Experimenten, die im doppelten Ansatz
durchgefiihrt wurden (Mittelwert = SEM).
Die Kurvenangleichung erfolgte nach
nichtlinearer sigmoidaler Regression.

Abbildung 35: Berechnung der ICsy aus
Abbildung 34:

Normalisierung auf Maximal- und Mini-
malwerte und Kurvenanpassung nach
nichtlinearer sigmoidaler Regression mit
variablen Hill-Koeffizienten. Die Kurven
unterscheiden sich nicht signifikant.
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5 Mechanismus der sGC-Inhibition durch Superoxid

5.1 Einfluss des Hams der sGC auf die Hemmung durch Superoxid

Zur Aufkliarung der Funktion des Hims und dessen Oxidationszustand bei der Hemmung
der sGC-Aktivitit durch Superoxid wurde zum einen das Him-Eisen der sGC spezifisch mit
NS2028, dem Inhibitor der ‘NO-sensitiven sGC, oxidiert, zum anderen wurde das Him-Eisen
mit Tween 20 (1 %) entfernt (siche auch 112.5.4). Danach wurde der Einfluss von Superoxid
auf die mit HMR3448-stimulierte Him-oxidierte sGC bzw. die mit PIX-stimulierte Him-freie
sGC untersucht. Die Inkubation mit Tween 20 ergab eine Reduktion der YC-1-stimulierten
sGC um 91,7 %, die Oxidation mit NS2028 eine Reduktion der YC-1-stimulierten sGC-Akti-
vitdt um 82,5 %. Die basale Aktivitdt der Him-freien sGC war nicht nachweisbar, wohinge-
gen die hamoxidierte sGC ca. 50 % der basalen Aktivitdt der nativen gereinigten sGC aufwies
(Daten nicht dargestellt). Durch PIX (1 puM) wurde das Ham-freie Enzym maximal auf ca.
400 nmol * mg"' * min" aktiviert, wihrend das Him-oxidierte Enzym durch HMR3448
(30 M) maximal auf ca. 2500 nmol * mg” * min™' stimuliert werden konnte (Abbildung 36).
Im Vergleich zur YC-1-stimulierten sGC wurden sowohl die Him-freie als auch die Him-oxi-
dierte sGC erst bei viel hoheren Konzentrationen von XO gehemmt. Die ICs, fiir die PIX-
stimulierte sGC war ca. 100-fach und fiir die HMR3448-stimulierte sGC ca. 300-fach héher
als die ICsg fiir YC-1-stimulierte sGC (Abbildung 37). Dies bedeutet, dass sowohl die Him-
freie als auch die Ham-oxidierte sGC wesentlich insensitiver gegeniiber einer Superoxid-

Hemmung ist als die 'NO/CO- und YC-1-sensitive sGC mit zweiwertigem H&m-Eisen.
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Abbildung 36: KWK mit XO/HX der Him-freien und der Him-oxidierten sGC

20 bis 30 ng gereinigte sGC pro Probe wurden entweder mit NS2028 (10 uM, -4-], Tween 20
(1 %, -'¥-) oder unbehandelt (-o-) fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach einer Grofen-
ausschlusschromatographie (I12.5.4) wurden die Proben 10 min bei 37 °C im Wasserbad. Die
KWK wurde erstellt mit XO= 0/ 0,01/ 0,1/ 1/ 10/ 100/ 300 mU/ml. Gezeigt wird eine statisti-
sche Auswertung aus mindestens 3 unabhéngigen Experimenten (n>3 pro Bedingung, Mittel-
wert £ SEM).
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6 Bedeutung der Modifikation von sGC-Cysteinen fir die
Hemmung der sGC durch "O,

6.1 Messungen von Sulfinyl-Radikalen mit ESR

Die Superoxid-induzierte Hemmung der sGC kann moglicherweise iiber eine Oxidation
von Protein-Thiol-Gruppen erfolgen. Dabei sind sowohl die Bildung von Disulfid-Gruppen
als auch die Bildung von Sulfoxiden (Sulfen-, Sulfin-, Sulfon-Siuren) moglich. Als Interme-
diat bei der Sulfinsdure-Bildung entsteht das Sulfinyl-Radikal. Damit besteht die Moglichkeit,
diese Zwischenstufe der Protein-Thiol-Oxidation mittels ESR-Spektroskopie zu erfassen. Um
zu priifen, ob diese Oxidation durch das in diesen Untersuchungen eingesetzte Superoxid-ge-
nerierende System (XO/HX) mdglich ist, wurde die Bildung von Sulfinyl-Radikalen mit dem
Modellprotein Himoglobin untersucht. Als Vergleichssystem diente die 1-Elektronen-Oxida-
tion durch Ce*'-Ionen in Gegenwart von Nitrilotriessigsdure (NTA). Dazu wurde eine wéss-
rige Losung von Hamoglobin (2 pg/ul) entweder mit Ce* (2 mM)/NTA oder mit XO/HX (XO
=4 mU/ml; HX = 0,2 mM) bei Raumtemperatur inkubiert und nach 2 min in fliissigem N,
schockgefroren. Anschliefend wurden die ESR-Spektren bei —196 °C aufgezeichnet (siehe
auch 112.10). Wie in Abbildung 38 A, B gezeigt, wurde unter beiden Bedingungen ein Pro-
tein-stdndiges Radikal generiert, das charakteristische Eigenschaften eines Sulfinyl-Radikals
mit g-Werten bei 2,02, 2,01 und 2,00 aufwies (Kolberg et al., 2002). Durch Maskierung der
freien Cystein-Thiol-Gruppen des Hdmoglobins mit DTNB (4,5 mM, 10 min Vorinkubation
auf Eis) wurde die Bildung des Cer- und Superoxid-induzierten ESR-Signals teilweise ver-
hindert (Abbildung 38 C, D). In Abwesenheit von Cer-Ionen oder ‘O, zeigte Himoglobin
kein ESR-Signal im dargestellten Messbereich (Abbildung 38 E). Damit zeigt dieses Experi-
ment, dass ‘O, prinzipiell Protein-Thiol-Gruppen zur Stufe des Sulfinyl-Radikals oxidieren

kann.
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Abbildung 38: ‘O, -induzierte Sulfinyl-Radikal-Bildung am Hiimoglobin.

Die Bildung paramagnetischer Sulfinyl-Radikale durch Reaktion mit Ce*"(2 mM)/NTA (A)
oder mit XO(4 mU/ml)/HX(0,2 mM) (B) zeigten eine oxidative Modifikation von Protein-
Thiolen. Die Blockierung der Thiolgruppen durch Vorinkubation mit DTNB verhinderte die
Oxidation (C, D). Gezeigt wird eine reprisentative Messreihe aus mindestens 3 unabhéngigen
Messreihen (n>3; Mittelwert = SEM).
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6.2 Einfluss eines Austausches von Cystein 0,238 und B;541 gegen

Serin auf die Hemmung der sGC durch ‘O,

Um zu klédren, welche Cystein-Reste bei der Hemmung der sGC-Aktivitit involviert sind,
wurden Mutanten der sGC-Untereinheiten a;C238S und 3;C541S mit der jeweiligen WT-
Untereinheit als Heterodimer in COS1-Zellen kotransfiziert und exprimiert (I112.8). Die Mut-
ante a;C238S und die Wildtyp-Untereinheiten trugen zusétzlich einen VSV-Taq (I11.2 und
0). Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen transfiziert und nach mechanischer Ablésung und
Ultraschall-Lyse im hypotonen Homogenisierungs-Puffer die sGC-Aktivitit bestimmt.
Parallel wurden Zellen in 3,5 cm Zellkulturschalen transfiziert, lysiert und die Expression der
a1C238S Mutante und der Wildtyp-Unterheiten mittels Immunoblotting gegen den expri-
mierten VSV-Taq bestimmt. Zusitzlich wurden die Blots nach dem Strippen nochmals mit
einem polyklonalen Anti-sGCa;3;-AK inkubiert. Wie in Abbildung 39 dargestellt, konnten
die COS1-Zellen mit den Mutanten erfolgreich transfiziert werden. Dabei zeigten die Wiltyp-
sGC und die mutierte o;C238S/WTB;—sGC beim Immunoblotting gegen den exprimierten
VSV-Taq 2 Banden, die mutierte WTao.;/B;C541S-sGC dagegen nur eine WTa,; Bande, da die
B1C541S-Untereinheit nicht mit dem VSV-Taq markiert war (0). Das Immunoblotting mit
dem Anti-sGCa,f3;-AK offenbarte die erfolgreiche Transfektion von WTa,/WTR;—,
WTa,/B1C541S- und a;C238S/WT;—sGC. Die schwachen Banden bei den nicht transfizier-
ten COS1-Zellen wiesen auf eine schwache Expression der endogenen WT-sGC hin (unterer
Blot).

Die Stimulation der sGC-Aktivitit der Homogenate der transfizierten und nicht transfi-
zierten COSI1-Zellen erfolgte mit YC-1 und SNP. Zusitzlich wurde die YC-1-stimulierte
sGC-Aktivitit durch das ‘O, -generierende System XO (3 mU/ml)/HX (0,2 mM) gehemmt.
Die nicht transfizierten COS1-Zellen zeigten auch sGC-Aktivitét, die etwa 1/3 der sGC-Akti-
vitédt in den transfizierten Zellen betrug.

In der Abbildung 39 wurde diese endogene sGC-Aktivitit von der Aktivitit der
transfizierten Zellen subtrahiert, um ausschlieflich die Aktivitit der transfizierten sGC darzu-
stellen. Die Stimulation der sGC mit SNP war bei den sGC-Mutanten nicht signifikant unter-
schiedlich zur Wildtyp-sGC. Eine signifikant geringere Aktivierung um 69 % zeigte die YC-
1-stimulierte sGC-Mutante WTa;/B;C541S im Vergleich zur WT-sGC (Abbildung 39 B).
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Aus der Abbildung 39 A geht hervor, dass die Aktivitdt der YC-1-stimulierten Wildtyp-
sGC und der mutierten sGC o;C238S/WTP; und WTa,;/B1C541S durch “O, unterschiedlich
gehemmt werden. Die transfizierte WTo;/WTB;-sGC wurde um 62 %, die a;C238S/WTp; -
sGC um 93,7 % und die WTa,/B;C541S-sGC um 90,2 % gehemmt. Beide sGC Mutanten

wiesen eine erhohte Sensitivitit gegeniiber einer Hemmung durch ‘O, auf.
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Abbildung 39: (A) Transfektion von WTouw/WTB1, WTa/f1C541S und cuC238S/WTp1
sGC in COS1-Zellen und Bestimmung der sGC-Aktivititen der Homogenate.

Pro Probe wurden ca. 20 - 80 pg Gesamtprotein eingesetzt. Die Inkubation erfolgte im Was-
serbad bei 37 °C fiir 15 min (SNP =100 uM, YC-1 = 100 uM, XO =3 mU/ml). Die endogene
sGC-Aktivitit der nicht transfizierten COS1-Zellen wurde von den sGC-Aktivitdten der trans-
fizierten COS1-Zellen abgezogen. Gezeigt wird eine statistische Auswertung aus 4 unabhin-
gigen Experimenten (Mittelwerte = SEM), die im doppelten Ansatz durchgefiihrt wurden.
*p<0,05 mit Dunnett-Korrektur. Die Blots sind Beispiele einer repriasentativen Transfektion.
(B) Signifikant unterschiedliche Aktivierung durch YC-1. *p<0,05 mit ungepaartem Student’s
t-Test.
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6.3 Rolle von Kupfer bei der Superoxid-induzierten Hemmung der sGC

Die Hemmung der sGC-Aktivitit durch ‘O,” konnte durch Katalyse von Kupfer-lonen
vermittelt sein. So fanden Gerzer und Kollegen, dass die sGC in stochiometrischen Mengen
Kupfer-lTonen enthélt (Gerzer et al., 1981). Eine weitere Untersuchung zeigte, dass sich die
sGC durch Zugabe von Kupfer-lonen hemmen liel (Schrammel et al., 1996b). Die nachfol-
gend beschriebenen Untersuchungen sollten daher klaren, ob die "O,-induzierte Inhibition der
sGC-Aktivitdt durch Katalyse von Kupfer-lonen vermittelt wird.

Da das Glutathion (GSH) Kupfer-Ionen cheliert (Schrammel et al., 1996b), wurde bei der
Bestimmung der sGC-Aktivitdt Dithiothreitol (DTT, 3 mM) statt GSH als Schutz-Thiol
eingesetzt. In Abbildung 40 betrug die basale sGC-Aktivitdit mit DTT 948 + 2,8
nmol * mg™” * min™ und war damit um 86,3 % niedriger als die basale Aktivitit mit GSH. Die
YC-1-stimulierte sGC zeigte mit DTT im Vergleich zu GSH ebenfalls eine geringere
Aktivitit (DTT: 89,4 + 14,9 vs. GSH: 684,2 + 83,1 nmol * mg™" * min™).

Die Zugabe von CuSOy4 (3 uM) verringerte signifikant die YC-1-stimulierte sGC-Akti-
vitdt mit DTT um 59,3 % auf 36,4 nmol * mg " min”! (Abbildung 41). Durch Neocuproin
(50 uM), einem Cu'-spezifischen Chelator, wurde die CuSO;-induzierte Hemmung signifi-
kant aufgehoben. Dagegen zeigte Cuprizon, ein Cu’’-spezifischer Chelator, keine Auswir-
kungen (Daten nicht gezeigt) auf die CuSOy-vermittelte Hemmung der sGC-Aktivitdt. Um zu
klaren, ob die sGC-Prédparation endogene Kupfer-lonen enthélt, die die Hemmung der sGC-
Aktivitdt durch "O; katalysieren, wurde untersucht, ob eine Maskierung dieser Kupferionen
mit Neocuproin die Sensitivitit der sGC gegeniiber Superoxid beeinflussen kann. Neocuproin
beeinflusste nicht die basale sGC-Aktivitit (Daten nicht gezeigt). Die Hemmung der sGC-
Aktivitdt mit XO (0,1 mU/ml)/HX (0,2 mM) wurde dagegen durch Neocuproin leicht ver-
starkt (Daten nicht gezeigt).

Die Abbildung 42 stellt die KWK der sGC-Aktivitidt mit XO/HX plus DTT (3 mM) dar.
Verglichen wurde die Abnahme der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitit nach Vorinkubation mit
CuSOy4 (1 uM) und einer Kontroll-KWK ohne CuSO4-Vorinkubation. Es zeigte sich, dass die
Vorinkubation mit CuSO,4 die sGC-Aktivitdt um 38,8 % hemmte. XO verringerte zusétzlich
die Cu'-gehemmte sGC-Aktivitit, fiihrte allerdings im Vergleich zur Kontrolle bei 0,1 und
1 mU/ml zu keiner stirkeren Aktivitdtshemmung.

Insgesamt wurde die sGC-Aktivitdt nach CuSO4-Vorinkubation nur maximal um 34,3 %
durch "O;" gehemmt, die KWK der Kontrolle zeigte hingegen einen maximalen Hemmeffekt

durch 'Oy von 64,4 %. Die Normalisierung auf Maximal- und Minimalwerte und die lineare
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sigmoidale Regression mit variablem Hill-Koeffizienten ergab keinen signifikanten Unter-

schied (Abbildung 43).
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Abbildung 40: Basale und YC-1-stimu-
lierte sGC-Aktivitit mit DTT und GSH.

Pro Probe wurden ca. 15 - 20 ng gereinigte
sGC eingesetzt. Die Proben wurden 10 min
bei 37°C im Wasserbad inkubiert. (GSH =
3mM, DTT =3 mM, YC-1 =100 uM).
Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte = SEM
aus 4 bis 5 unabhéngigen Experimenten,
die im doppelten Ansatz durchgefiihrt
wurden. *p<0,05; ***p<0,001 mit New-
mans-Keul-Korrektur.

Abbildung 41: Hemmung der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitit durch CuSO4 (3 pM).

Die Hemmung konnte durch den Cu'-spezifischen Chelator Neocuproin aufgehoben werden.
Bei der Bestimmung der sGC-Aktivitit wurde DTT (3 mM) als niedermolekulares Thiol ein-
gesetzt. YC-1 =100 puM, CuSO4 =3 uM, Neocuproin = 50 uM. Die Ergebnisse zeigen Mit-
telwerte = SEM aus 5 unabhédngigen Experimenten, die im doppelten Ansatz durchgefiihrt
wurden. **p<0,01, #p<0,05 mit Bonferroni- Korrektur.
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Abbildung 42: KWK der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitat mit XO/HX nach Vorinkuba-
tion mit CuSO4 (1 pM).

Pro Probe wurden ca. 15 - 20 ng gereinigte sGC eingesetzt. Die Proben wurden 10 min bei
37 °C im Wasserbad inkubiert. Bei der Bestimmung der sGC-Aktivitidt wurde DTT (3 mM)
als Thiol eingesetzt. YC-1 = 100 uM, CuSO,4 =1 uM, XO = 0,001/ 0,01/0,03/0,1/1 mU/ml.
Die Ergebnisse zeigen Mittelwerte £ SEM aus 4 unabhédngigen Experimenten, die im doppel-
ten Ansatz durchgefiihrt wurden. Die Kurvenanpassung erfolgte nach nichtlinearer sigmoida-
ler Regression mit variablen Hill-Koeffizienten.
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Abbildung 43: Berechnung der ICsy aus Abbildung 42:

Normalisierung auf Minimal- und Maximalwerte und nachfolgende nichtlineare sigmoidale
Regression mit variablen Hill-Koeffizienten. Die Kurven unterscheiden sich nicht signifikant.
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IV Diskussion

Bei vielen kardiovaskuldren Erkrankungen, die mit einer endothelialen und/oder glatt-
muskuldren Dysfunktion einhergehen, und die auf einer Stérung des L-Arginin/'NO/cGMP-
Signaltransduktionswegs beruhen, wurde als kausaler pathogener Mechanismus eine erhéhte
vaskuldare Superoxid-Bildung nachgewiesen (Rueckschloss et al., 2003b; Warnholtz et al.,
1999b; Cai und Harrison, 2000). Als Superoxidquellen in vaskulirem Gewebe wurden
Xanthinoxidase, entkoppelte NO-Synthasen, membranstdndige NADPH-Oxidasen, bestimmte
Cytochrom-P450-Isoenzyme und Mitochondrien identifiziert (Wolin, 2000; Ohara et al.,
1993b). Dabei besteht weitgehender Konsens, dass ‘O,” den 'NO/cGMP-Signaltransduktions-
weg durch Wegfangen des 'NO (Reduzierung der ‘NO-Bioverfiigbarkeit) und gleichzeitiger
Bildung des reaktiven Peroxynitrits (ONOQ") stort. Peroxynitrit hemmt die Funktion ver-
schiedener Proteine, die fiir die vaskulire Homdoostase wichtig sind, wie z.B. die Prosta-
zyklinsynthase (PGS) (Zou et al., 1997).

Weniger beachtet wurde bisher die Moglichkeit, dass ‘O, auch direkt die sGC hemmen
kann (Cherry et al., 1990a). Damit konnte dem Superoxid eine weit grolere biologische
Bedeutung zukommen als bisher angenommen: als Signaltransduktionsmolekiil mit der sGC
als definiertem Rezeptor und Effektor. Voraussetzung dafiir wire eine spezifische und
schnell-reversible Modulation der sGC-Aktivitét. In dieser Arbeit wurde deshalb die direkte
‘NO-unabhingige Hemmung der sGC-Aktivitdt durch ‘O,” auf molekularbiologischer und
biochemischer Ebene untersucht. Ein Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Klarung des Inhibi-

tions-Mechanismus.

1 Hemmung der sGC-Aktivitat durch "O, in vitro

Die direkte Hemmung der basalen und der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitdt durch Oy
wurde mit gereinigter sGC untersucht. 'NO als Aktivator der sGC eignete sich nicht fiir un-
sere Studien, weil 'NO durch ‘O, direkt abgefangen wird, ONOO™ bildet und damit bei einem
Uberschuss an 'NO die sGC vor einer Hemmung durch ‘O, schiitzt. So bendtigte die DEA-
NONOate-stimulierte sGC-Aktivitét eine im Vergleich zur basalen sGC-Aktivitit wesentlich

hohere Superoxidbildung zur halbmaximalen Aktivitdtshemmung (ICsopea-noy = 0,37 vs.
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ICs0basal = 0,0031 mU/ml). Zur Aktivierung der sGC wurde deshalb YC-1 eingesetzt, ein "NO-
unabhéngiger Aktivator der sGC (Miilsch et al., 1997; Friebe et al., 1996). In meinen
Untersuchungen aktivierte YC-1 (100 uM) die gereinigte sGC ca. 10-fach. Als ‘O, -generie-
rendes System wurde die Xanthinoxidase (XO) ausgewdhlt, die Hypoxanthin (HX) zu Xan-
thin und anschlieBend zu Harnsdure oxidiert und dabei ‘O, (gleichzeitig aber auch Was-
serstoffperoxid) freisetzt. Diese Methode erlaubte eine steuerbare und kontinuierliche
‘O, -Produktion. Mit zunehmender Menge an XO konnte eine Inhibierung sowohl der basalen
als auch der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitit beobachtet werden (Abbildung 16). Die signifi-
kant unterschiedlichen ICs)-Werte weisen auf eine unterschiedliche Sensitivitdt der basalen
und der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitit gegeniiber einer Hemmung durch ‘O, hin, die ba-
sale sGC-Aktivitdt war 7-mal sensitiver als die YC-1-stimulierte sGC-Aktivitit (Abbildung
18). Dieser Unterschied war nicht darauf zuriickzufithren, dass YC-1 ‘O, abfangt (Wang et
al., 2002). So konnte auch in dieser Arbeit mit der ‘O, -sensitiven Cytochrom-c-Reduktion
(siehe I12.9.3) nachgewiesen werden, dass YC-1 die Superoxid-Produktion durch XO/HX
nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt).

Weiterhin wurden die basale und die YC-1-stimulierte sGC-Aktivitit durch XO/HX in
signifikant unterschiedlichem Ausmall maximal um 67,7 % bzw. 85 % gehemmt. Diese
Beobachtung deutet auf einen unterschiedlichen Wirkungsgrad der ‘O, -Hemmung hin
(Abbildung 17).

Die ICso-Werte fiir die Hemmung der basalen und der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitét
durch "0, bei gereinigtem Enzym wurden experimentell ermittelt (Tabelle 15) und ergaben

‘0O, ’-Bildungsraten im Bereich von uM/min.

1.1 Aufhebung der Hemmung durch SOD

Die Hemmung der basalen und der YC-I-stimulierten sGC-Aktivitit durch XO/HX
konnte durch Pri-Inkubation mit SOD aufgehoben werden (Abbildung 19). Die Pra-Inkuba-
tion mit einem Uberschuss an SOD fiihrte nicht nur zu einer Aufthebung des Hemmeffekts,
sondern zeigte dariiber hinaus eine Aktivierung der basalen und YC-1-stimulierten Aktivitat.
Dieser zusitzliche Effekt scheint ein indirekter Aktivierungseffekt der SOD zu sein, weil eine

Pra-Inkubation der SOD alleine eine bis zu 2-fache Aktivierung bewirkte. Es ist davon auszu-
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gehen, dass bereits im Versuchsansatz bei der Bestimmung der sGC-Aktivitit eine basale
Superoxidbildung durch Autoxidation des zugesetzten Thiols (GSH oder DTT) erfolgte
(Misra, 1974), die zu einer Hemmung der basalen sGC-Aktivitit von ca. 50 % fiihrte.

Durch SOD wird diese basale Hemmung aufgehoben, wodurch die scheinbare Aktivie-
rung der sGC durch SOD zu erkldren ist. Zusétzlich kann an dieser SOD-abhédngigen sGC-
Aktivierung auch das in Spuren (ppb-Bereich) vorkommende 'NO aus der Atmosphére beitra-
gen, wie Friebe und Kollegen (Friebe et al., 1998b) nachweisen konnten. Dieser Aspekt wird

noch spéter diskutiert.

1.2 Reversible Modifikation der sGC

Um zu tiberpriifen, ob es sich bei der Hemmung der basalen und YC-1-stimulierten sGC
durch Superoxid um einen reversiblen Inhibitionsmechanismus handelt, wurde ein Experi-
ment, wie in Abbildung 20 beschrieben, durchgefiihrt. Dazu wurde bei kontinuierlicher "0, -
Produktion (XO/HX) zur Bestimmung der sGC-Aktivitdt nach der Hélfte der Inkubationszeit
(5 min) SOD hinzugefiigt und die Reaktion nach weiteren 5 min gestoppt. Es zeigte sich, dass
die Oy -induzierte Hemmung der basalen und der YC-1-stimulierten cGMP-Produktion nach
Zugabe von SOD sofort aufgehoben wurde.

Dieser Befund macht deutlich, dass es sich bei der Hemmung durch O, um eine schnell-
reversible Modifikation der sGC handelt. ‘O, kann daher im Sinne eines Signaltransdukti-

onsmolekiils die Aktivitdt der sGC reversibel regulieren.

1.3 Einfluss von H,0,

Da das zur ‘O,-Bildung eingesetzte System Xanthinoxidase/Hypoxanthin gleichzeitig
auch H,O; bildet (Lynch und Fridovich, 1979), war es notwendig den direkten Einfluss von
H,0, auf die sGC-Aktivitidt zu untersuchen. In meinen Versuchen zeigte die Zugabe von
Wasserstoffperoxid (1, 10, 100 uM) keinen signifikanten Einfluss auf die basale und YC-1-
stimulierte sGC-Aktivitit (Abbildung 21). Andere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls keinen
direkten Effekt von H,O, auf die Aktivitdt der gereinigten sGC feststellen (Sabetkar et al.,
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2001). Andererseits konnte eine schwache Aktivierung der sGC durch H,O; in Gegenwart von
YC-1 in Gewebehomogenaten nachgewiesen werden (Sabetkar et al., 2001).

Dieser Befund deutet auf eine zusétzliche Komponente in Gewebehomogenaten hin, die
die Aktivierung der sGC durch H,O, ermoglicht. Nach Ansicht von Wolin und Kollegen

konnte Katalase diese zusitzliche Komponente darstellen (Wolin und Burke, 1987).

1.4 Hemmung der I6slichen Guanylatzyklase in Homogenaten

Um zu zeigen, dass die Superoxid-induzierte Hemmung der sGC-Aktivitéit auch in einem
komplexeren System realisierbar ist, wurde der Einfluss des ‘O,-generierenden Systems
XO/HX auf die YC-1-stimulierte Aktivitit der sGC in Homogenaten aus kultivierten glatten
Muskelzellen und isolierten Rattenaortenringen untersucht.

Wie in Abbildung 22 A dargestellt, konnte auch in Zellhomogenaten eine Hemmung der
sGC-Aktivitit durch ‘O, nachgewiesen werden. Ebenso konnte die YC-1-stimulierte sGC-
Aktivitidt in Homogenaten aus Rattenaortenringen durch XO/HX konzentrationsabhingig ge-
hemmt werden (Abbildung 22 B). Allerdings wurde hier im Vergleich zur gereinigten sGC
eine halbmaximale Hemmung erst bei einer 35-fach héheren XO-Konzentration beobachtet.
Um zu iiberpriifen, ob dieser Unterschied auf der Anwesenheit von endogener SOD in den
Aortenhomogenaten beruhte, wurden die Aortenringe vor der Homogenisierung fiir 20 min
mit Diethyldithiocarbamat (DETC, 1 mM) inkubiert. DETC ist ein Zellmembran-permeabler
Inhibitor der CuZnSOD (Heikkila et al., 1976). Die Ausschaltung der endogenen CuZnSOD
filhrte zu einer signifikant potenteren Hemmung der YC-1-stimulierten sGC (ca. 30-fach)
durch Xanthinoxidase/Hypoxanthin im Vergleich zu Homogenaten aus unbehandelten Kon-
trollaorten (Abbildung 22 B).

Damit konnte in diesem Versuch gezeigt werden, dass die endogene SOD im Gewebe die
sGC vor Inaktivierung durch Superoxid schiitzt. Dies deckt sich mit Berichten iiber eine aus-
geprigte endotheliale und glattmuskuldre Dysfunktion in Méusen mit deletierter CuZnSOD
(Wambi-Kiesse und Katusic, 1999; Omar et al., 1991; Laight et al., 1998).
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2 Bestimmung der Superoxidproduktion in-vitro und in-vivo

Der Nachweis von ‘O, in-vitro und vor allem in-vivo gestaltete sich duBerst schwierig
und stellte eine besondere experimentelle Herausforderung dar. Das Superoxidanion-Radikal
ist einer direkten Messung kaum zugénglich. Dies basiert einerseits auf der extremen Instabi-
litdit gegeniiber Disproportionierung (Wolin, 2000; Beckman und Koppenol, 1996), die in
einer chemischen Halbwertszeit von <I s resultiert, andererseits auf der sehr groen Reakti-
vitit von ‘O, mit verschiedenen biologischen Reaktionspartnern, die die biologische Lebens-
dauer noch weiter verkiirzen. Zur Spezifititserhohung wird SOD eingesetzt, das O, zu Was-
serstoffperoxid und Wasser umsetzt. Alle Nachweisreaktionen von ‘O;” beruhen auf indirek-

ten Messungen.

2.1 In-vitro-Nachweis von ‘O, (Cytochrom-c)

Mit der photometrischen Bestimmung von Cytochrom-c (112.9.3 und I112.1) wurde die Su-
peroxid-Bildungsrate von Xanthinoxidase/Hypoxanthin ermittelt. Bei dieser Nachweisreak-
tion reduziert ‘O,” Fe’*-Cytochrom-c zu Fe**-Cytochrom-c. Diese Reduktion lsst sich durch
eine spezifische Anderung des Absorptionsspektrums bei 550 nm spektrophotometrisch ver-
folgen. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes konnte aus den eingesetzten XO-Konzent-
rationen die Superoxid-Bildungsraten (uM/min) ermittelt werden. Die Anwendung der dop-
pelt-logarithmischen Regression und der polynomischen Regression 2. Ordnung aus den ex-
perimentellen Daten fiihrte schlieBlich zur Bestimmung von teilweise extrapolierten 1Cso-
Werten der KWK aus den sGC-Aktivititsbestimmungen (Tabelle 15). Die XO zeigt bei unter-
schiedlichen Konzentrationen ein verdndertes Verhiltnis der O, -/H,O,- Produktion (Lynch
und Fridovich, 1979). Zusitzlich beeinflusst auch die Anderung des pH-Werts dieses Pro-
dukt-Verhiltnis (Udilova, 1999; Fridovich, 1970; Lynch und Fridovich, 1979). Die mit dieser
Methode ermittelten ‘O, -Bildungsraten sind daher nur als Schitzwerte zu betrachten

(Abbildung 23 und Tabelle 15).

96



Diskussion

2.2 In-vivo-Nachweis von ‘O,

2.2.1 ESR-Spintrapping mit CMH

Da sich die Cytochrom-c-Methode nicht zur in-vivo-Detektion von ‘O, eignete, musste zu
diesem Zweck ein alternatives Verfahren eingesetzt werden. Eine solche Methode ist die
ESR-Detektion von stabilen Radikalen, die bei Reaktion von Superoxid mit Nichtradikalen
(Radikalfangern) gebildet werden. Bei der hier angewendeten Methode reagiert ‘O, spezi-
fisch mit CMH, einem Hydroxylamin, zu einem paramagnetischen CM’-Radikal, einem
Nitroxid, das als stabiles Radikal mittels ESR-Spektroskopie detektiert wird. Das CMH ist
chemisch verwandt mit CPH (Abbildung 11), soll aber aufgrund der veresterten Carboxyl-
Funktion besser membrangéngig sein. Das ESR-Spektrum des CM'-Radikals zeigt wegen der
Kopplung des freien Elektrons mit dem N-Kern des Nitroxids eine Triplettaufspaltung. Die
ESR-Signalintensitidt des CM’-Radikals steigt mit zunehmender Superoxid-Bildung. Da ein
stabiles Radikal gebildet wird, kann die Superoxidbildungsrate iiber die Akkumulation des
CM’-Radikals, d.h. Zunahme der ESR-Signalintensitit, bestimmt werden (Hwang et al., 2003;
McNally et al., 2003).

Zunichst wurde die Superoxidbildung in kultivierten glatten Muskelzellen der Rattenaorta
mittels Spintrapping bestimmt. Dazu wurden die Zellen in Quarzkapillaren mit dem Spintrap
inkubiert und die Zunahme der Signalintensitit einer der Triplettlinien {iber die Zeit kontinu-
ierlich registriert (I12.9.1). Das Verfahren war geniigend sensitiv, um eine basale Superoxid-
Bildung nachzuweisen (Abbildung 24, Abbildung 25, Abbildung 26). Um die Superoxid-Bil-
dung zu steigern, wurden die Zellen gleichzeitig mit dem synthetischen Redoxcycler DMNQ
(10 uM) inkubiert. DMNQ ist ein Chinon-Derivat (Abbildung 44), das in der Zelle enzyma-
tisch reduziert wird. Die reduzierte Form reagiert mit molekularem Sauerstoff unter Reoxida-
tion zum Chinon und Freisetzung von ‘O,". DMNQ fiihrte zu einem 4,7-fachen Anstieg der
"0, -Produktion gegeniiber der basalen ‘O, -Bildung.

DMNQ (2,3-Dimethoxy-1,4-naphthochinon)

(0]
e
OMe

(0]

Abbildung 44: Strukturformel von DMNQ
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Die physiologischen Aktivatoren Ang II und PDGF induzierten einen 2-fachen Anstieg
der "O, -Produktion, allerdings mit unterschiedlicher Kinetik. PDGF induzierte einen soforti-
gen Anstieg in der ‘O, -Produktion, Ang II induzierte erst nach einer Vorinkubation von min-
destens 20 min eine maximale ‘O, -Produktion. Die unterschiedliche Kinetik der ‘O, -Pro-
duktion von PDGF und Ang II ist mit den unterschiedlichen Signaltransduktionswegen zu
erkldren. Nach der Bindung von Ang II oder PDGF an ihre jeweiligen Rezeptoren kommt es
durch unterschiedliche Signalwege zur Zusammenfithrung der Untereinheiten der NADPH-
Oxidase in der Zellmembran. Die "O,-Produktion nach Stimulierung durch Ang II ist bipha-
sisch (Seshiah et al., 2002). So konnten Seshiah und Kollegen bei der Aufklarung der Ang II-
Stimulierung der vaskuldren NADPH-Oxidase eine erste, wenige Sekunden andauernde,
PKC-abhingige ROS-Produktion und nach 30 min eine zweite, ldnger andauernde ROS-Pro-
duktion nachweisen. Die zweite Phase der ROS-Produktion war abhingig von der Aktivie-
rung des EGF-Rezeptors und der Phosphatidylinositol-3-Kinase. Eine Messung der initialen
Ang II-stimulierten ‘O, -Produktion war mit der von mir angewendeten Messmethode des
ESR-Spintrapping und der Lucigenin-abhéngigen Chemilumineszenz (112.9.1 und 112.9.2)
nicht moglich. Stattdessen wurde die zweite Phase der ‘O, -Produktion erfasst. Die Aktivie-
rung der vaskuliren NADPH-Oxidase durch PDGF ist PKC-abhingig (Marumo et al.,
1997b). PDGF zeigte in dieser Arbeit mit ESR-Spintrapping und Lucigenin-abhingiger
Chemilumineszenz schon nach wenigen Minuten eine lang anhaltende Aktivierung der "O,-
Produktion.

Der hier beobachtete ca. 2-fache Anstieg in der ‘O,-Bildung nach Stimulation der
NADPH-Oxidasen in VSMC der Rattenaorta ist vergleichsweise moderat und deckt sich mit
fritheren Veroffentlichungen (Sorescu et al., 2001). Die Stimulation der NADPH-Oxidasen
der Leukozyten fithrt dagegen zu einer schnellen und massiven Freisetzung von ‘O;".

Mit CMH-Spintrapping ldsst sich ‘O, sensitiv und spezifisch in VSMC nachweisen. Der
intrazelluldre Redoxcycler DMNQ und die endogenen Peptid-Liganden Ang II bzw. PDGF
erhohten die Superoxid-Bildung in glatten Muskelzellen.
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2.2.2 Lucigenin-abhangige Chemilumineszenz

Zur Uberpriifung der mittels ESR-Spintrapping erzielten Ergebnisse wurde die Lucigenin-
abhingige Chemilumineszenz (CL) als eine unabhingige Methode eingesetzt. Die Nachweis-
reaktion beruht auf der Reaktion des Lucigenins mit ‘O, zu einem optisch angeregten Reak-
tionsprodukt (Vasquez-Vivar et al., 1997) (I112.9.2 und Abbildung 13). In einigen Publikatio-
nen wurde die Spezifitit der Nachweisreaktion flir Superoxid mit Lucigenin allerdings in
Frage gestellt (Vasquez-Vivar et al., 1997), weil Lucigenin zum Redoxcycling befédhigt ist.
Bei der Umwandlung des Lucigenins in ein reaktives Detektormolekiil durch eine Ein-Elek-
tronen-Reduktion kann es durch Redoxcycling zur Bildung von ‘O,” kommen. Andere Publi-
kationen gehen aber davon aus, dass es bei einer Lucigenin-Konzentration von 5 uM nicht
zum nachweisbaren Redoxcycling kommt (Skatchkov et al., 1999). Daher wurde in dieser
Arbeit eine Lucigenin-Konzentration von 5 uM eingesetzt. Die Superoxid-Produktion in
glatten Muskelzellen wurde mit dem Redoxcycler DMNQ oder mit den physiologischen Ak-
tivatoren der membranstindigen NADPH-Oxidase Ang II bzw. PDGF aktiviert (Griendling et
al., 1994; Marumo et al., 1997a). Mit DMNQ wurde ein 38,6-facher Anstieg der basalen ‘O, -
Produktion festgestellt (Abbildung 27 A), ein viel hoherer Anstieg als beim ESR-Spintrapping
mit CMH (ca. 5-fach). Die CL-Messung von Ang II und PDGF zeigten zur ESR-Messung
vergleichbare Anstiege der ‘O, -Produktion (Abbildung 27 B). Der aufBerordentlich starke
Anstieg der mit DMNQ ausgeldsten CL konnte darauf beruhen, dass DMNQ mit dem Luci-
genin ein direktes Redoxcycling eingeht und die artifizielle Superoxid-Bildung verstérkt. An-
dererseits wire es auch mdglich, dass DMNQ und NADPH-Oxidase Superoxid in unter-
schiedlichen Kompartimenten der inhomogenen Probe (Zellen, Medium) generieren, die fiir
Lucigenin und CMH unterschiedlich zugénglich sind.

Es bleibt festzuhalten, dass auch mittels Lucigenin-induzierter CL eine erhohte Superoxid-

Produktion in VSMC durch AT II und PDGF nachweisbar ist.
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3 In-vivo-Hemmung der sGC durch ‘O,

3.1 Bestimmung von cGMP in VSMC und Nachweis der sGC-Hemmung
durch 'O,

Um nachzuweisen, dass eine erhohte Superoxidbildung auch in intakten Zellen zu einer
‘NO-unabhingigen Hemmung der sGC fiihrt, wurde in kultivierten VSMC in Gegenwart von
YC-1 die Superoxid-Bildung mit DMNQ oder PDGF stimuliert und die sGC-Aktivitét indi-
rekt iiber die Messung der zelluliren cGMP-Konzentration (siche cGMP-EIA, 112.11 und
I13.1) bestimmt. Der durch YC-1-induzierte Anstieg des cGMP (7,4-fach gegeniiber der
basalen cGMP-Konzentration) wurde sowohl durch DMNQ als auch durch PDGF signifikant
gehemmt (Abbildung 29 A, B). Sehr deutlich ist dieser Effekt mit DMNQ (10 uM) zu sehen,
das die cGMP-Konzentration um 79 % verminderte. Auch die Zugabe von PDGF, das die
Superoxid-Produktion in VSMC ca. 2-fach erhohte, fiihrte zu einer Absenkung der YC-1-sti-
mulierten sGC-Aktivitit um ca. ein Viertel. Nach Vorinkubation (20 min) mit der
Zellmembran-permeablen PEG-SOD wurde die durch DMNQ und PDGF-induzierte Ab-
nahme der YC-1-induzierten cGMP-Bildung nicht nur vollstindig verhindert, sondern gegen-
iber den unbehandelten Kontroll-Zellen sogar auf das Doppelte erhoht (Abbildung 29 A, B).

Dieser Befund ldsst folgende Schlussfolgerungen zu: In den kultivierten VSMC muss die
sGC unter einer konstitutiv direkten oder indirekten ("Umwelt-'NO") Hemmung durch en-
dogenes Superoxid stehen, anders ist nicht zu erkldren, warum exogen zugesetzte SOD die
cGMP-Spiegel erhohen kann. Weiterhin scheint die endogene SOD-Aktivitéit nicht auszurei-
chen, um eine partielle Hemmung der sGC durch basales oder durch PDGF-generiertes Super-
oxid zu verhindern. Erst durch Inkubation mit PEG-SOD, das exogen zugesetzt wurde,
kommt es zur vollstdndigen Protektion der sGC und zur optimalen Produktion von cGMP.

Die Ergebnisse zeigen insgesamt klar, dass in-vivo die sGC-Aktivitdt und die cGMP-Pro-

duktion durch ‘O,” gehemmt werden.
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3.2 Auswirkung der sGC-Hemmung durch O, auf die ‘"NO/cGMP-

Signaltransduktion

Um zu iberpriifen, ob die 'O, -induzierte Abnahme der ¢cGMP-Konzentration in den
VSMC tatsédchlich zu einer Hemmung der cGMP-abhéngigen Signaltransduktion fiihrt, wurde
die Aktivitdt der cGMP-abhingigen Proteinkinase (¢cGK) in der Aorta thoracalis der Ratte mit
einem indirekten Verfahren bestimmt. Dazu wurde mit einem spezifischen Antikorper die
Phosphorylierung von VASP, eines ubiquitdren Substrats der cGK, im Westernblot bestimmt.
Die VASP-Phosphorylierung eignet sich als biochemischer Marker fiir den Aktivitdtszustand
des 'NO/cGMP-Signaltransduktionsystems in vaskulirem Gewebe und Thrombozyten
(Ibarra-Alvarado et al., 2002; Smolenski et al., 1998; Miilsch et al., 2001). Die Stimulation
mit dem 'NO-Donor SNP oder mit YC-1 fiihrte zu einem starken Anstieg der VASP-Phospho-
rylierung (Abbildung 30). Dieser Anstieg wurde durch DMNQ signifikant um 44,4 % ge-
hemmt. Diese Hemmung der VASP-Phosphorylierung durch DMNQ wurde durch PEG-SOD
vollstédndig verhindert.

Diese Ergebnisse sind konsistent mit den Befunden zur ¢cGMP-Messung in VSMC
(cGMP-EIA, siehe oben) und zeigen, dass die Hemmung der cGMP-Bildung durch ‘O, tat-
sdchlich zu einer verminderten Aktivitit der cGK fiihrt.

3.3 Biologische Bedeutung der ‘O, -induzierten Hemmung der sGC

Die durch biologische Signale modulierbare Produktion von ‘O, durch die vaskuldre
NADPH-Oxidase (Griendling et al., 1994; Sorescu et al., 2001; Warnholtz et al., 1999b;
Marumo et al., 1997b) stellt eine wichtige Komponente der in dieser Arbeit postulierten
Signaltransduktion durch ‘O, dar. Die Stimulation der NADPH-Oxidase in VSMC fiihrte zu
einem ca. 2-fachen Anstieg der ‘O, -Produktion, wie ich mittels ESR-Spintrapping mit CMH
und Lucigenin-abhiingiger Chemilumineszenz in Ubereinstimmung mit Griendling und Kol-
legen zeigen konnte. Die Stimulation der ‘O, -Bildung durch PDGF induzierte in meinen Un-
tersuchungen eine Reduktion der cGMP-Produktion um ca. 25 %, die durch Gabe von Zell-
membran-permeabler SOD nicht nur vollstindig verhindert wurde, sondern sogar zu einem

Anstieg der cGMP-Spiegel iiber das Ausgangsniveau hinaus fiihrte. Aus den vorherigen
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Uberlegungen (3.1) ergab sich, dass die aktuelle Aktivitit der sGC im Gewebe von endoge-
nem NO und ‘O; beeinflusst wird. In Abwesenheit von 'NO iiberwiegt der Einfluss von
Superoxid, der zu einer Verminderung der basalen sGC-Aktivitét fithrt. Der Aktivititszustand
der sGC konnte als Sensor des Redoxzustands der Zelle dienen. Bei einem ausgeglichenen
zelluldren Redoxzustand hat die sGC 100 % ihrer Aktivitdt. Kommt es zu einer Abweichung
von diesem Redoxgleichgewicht zugunsten eines erhdhten oxidativen Stresses, also einem
Ungleichgewicht zwischen Bildung und Abbau von ‘O,’, nimmt die Aktivitdt der sGC ab.
Uberwiegen andererseits in der Zelle antioxidative Systeme (hohe Expression von SOD und
GSH), fiihrt das zu einer Aktivititssteigerung der sGC und zu einer vermehrten Produktion
von cGMP. So zeigte der Uberschuss zellpermeabler PEG-SOD eine Aktivititssteigerung um
100 %. Eine erhohte Menge an SOD in der Zelle sollte somit zu einer erhdhten sGC-Aktivitét
filhren. Tatsdchlich konnten DeRubertis et al. zeigen, dass transgene Mduse mit erhohter
CuZnSOD cine erhohte renale cGMP-Exkretion haben (DeRubertis et al., 2004). Ebenso
konnte die Gruppe von Wolin zeigen, dass durch Hemmung der CuZnSOD mit DETC die
cGMP-Konzentration in isolierten pulmonaren Arterien signifikant abnahm (Cherry et al.,
1990b). Diesen Befund konnte ich in kultivierten VSMC bestétigen (nicht gezeigt). Auch
zeigte sich eine eingeschrinkte endothelabhingige Relaxation mit DETC-vorinkubierten Ko-
ronararterien (Omar et al., 1991)

Die Regulation von Enzymen durch ‘O, beschrénkt sich nicht nur auf die sGC. Andere
Enzymsysteme werden ebenfalls durch ‘O,  reguliert. In Tabelle 16 sind Enzymsysteme

aufgefiihrt, die sensitiv auf ‘O, reagieren.

Tabelle 16: Zusammenstellung von Enzymsystemen, die von ‘O, direkt reguliert werden

Enzym Mechanismus Referenz

. . Interaktion mit dem Fe"-Zn' -
ST binukledren Cluster des Calcineurins Namgaladze et al., 2002
Protein-Tyrosin- reversible Sulfoxidation von Thiolen

Phosphatase 1B (PTP 1B) | der PTP 1B Barrett et al., 1999

Stimulation der autonomen PKC-
Proteinkinase C (PKC) Aktivitdt tiber Thiol-Oxidationen und
Freisetzung von Zink

Knapp und Klann, 2000;
Knapp und Klann, 2002
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3.4 Bedeutung von Umwelt-"NO fiir die SOD-induzierte Aktivierung der
sGC

Es wurde von Friebe und Koesling (Friebe et al., 1998b) postuliert, dass die sGC-
Aktivitatssteigerung nach Zugabe von SOD darauf beruht, dass durch Wegfangen von basa-
lem Superoxid im Versuchsansatz zur Bestimmung der sGC-Aktivitit die Konzentration von
,,Umwelt-NO“, das die sGC konstitutiv aktiviert, erhoht wird. Die Konzentration an Umwelt-
NO in der Atmosphére betrdgt 1 — 5 ppb (Friebe et al., 1998b). Die Konzentration von ,,Um-
welt-"NO* in der Inkubationslosung ldsst sich nach dem Henry-Dalton-Gesetz berechnen und
liegt im subnanomolaren Bereich.

Um zu tiiberpriifen, welchen Anteil das Umwelt-"NO an der basalen sGC-Aktivitit hat,
wurde Carboxy-PTIO, ein "NO-Scavenger, dem Versuchsansatz zur Bestimmung der sGC-
Aktivitat zugesetzt. Unter diesen Bedingungen wurde die basale Aktivitit der sGC zwar ten-
denziell um ca. 30 %, wegen der grofen Streuung jedoch nicht signifikant vermindert
(Abbildung 33 A, B). Hingegen war mit 10 - 30 uM Carboxy-PTIO eine deutliche maximale
Abnahme der YC-1-stimulierten sGC-Aktivitdt um ca. 40 % nachzuweisen. Erwartungsgemaf
wurde die mit den 'NO-Donoren S-Nitro-Glutathion- (GSNO,) und SNP-stimulierte sGC-Ak-
tivitdt wesentlich potenter gehemmt als die mit YC-1-stimulierte Aktivitét, halbmaximal bei
ca. 1 uM (GSNO,) bzw. 20 uM (SNP) (Abbildung 33 A, B). Unter der Voraussetzung, dass
Carboxy-PTIO keine direkt hemmende Wirkung auf die sGC besitzt, zeigen diese Befunde,
dass Umwelt 'NO maximal 40 % zur YC-1-stimulierten sGC-Aktivitdt beitragen kann. Inso-
fern ist ein Beitrag des Umwelt-NO zur SOD-induzierten Aktivierung der sGC nicht voll-
kommen auszuschlie3en.

Es wurde anschlieBend untersucht, ob Wegfangen des Umwelt-"NO mit Carboxy-PTIO
die Hemmung der CO/YC-1-stimulierten sGC-Aktivitét durch ‘O, beeinflusst. Dabei zeigte
sich, dass durch C-PTIO die KWK fiir die XO/HX-induzierte Hemmung der sGC nicht signi-
fikant verdndert wurde (Abbildung 34 und Abbildung 35). Die Hemmung der sGC durch ‘O,
persistierte also auch nach Entfernung des Umwelt-"NO.

Diese Beobachtung macht ersichtlich, dass Umwelt-'NO nur eine untergeordnete Rolle bei

der Hemmung der sGC durch Superoxid spielt.
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4  Molekularer Mechanismus der sGC-Hemmung durch Oy

In den weiteren Untersuchungen sollte der molekulare Mechanismus der schnell-reversiblen

Hemmung der sGC durch Superoxid auf Ebene der sGC aufgeklart werden.

4.1 Modifikation von sGC-Thiolen durch ‘O,

4.1.1 Messung von Sulfinyl-Radikalen

Eine wahrscheinliche Interaktion von Superoxid mit Proteinen ist neben der Reaktion mit
Protein-gebundenen Ubergangsmetallen die oxidative Modifikation von Thiol-Gruppen in
Cysteinresten und Bildung von Sulfoxiden aus Methionylresten. Die sequenzielle Oxidation
von Cystein-Thiolen fiihrt zu Disulfiden, Sulfensduren, Sulfinsduren und Sulfonsiuren
(Abbildung 45). Von diesen Modifikationen sind nur die Disulfidbildung und die Sulfensiure-
bildung reversibel und kommen daher als potenzielle Modifikation der schnell-reversiblen
Hemmung der sGC in Frage (siche III1). Die Bildung von Sulfinyl-Radikalen ist ein
Zwischenprodukt in der Oxidation vom Thiol-Gruppen (-SH) zur Sulfonsédure (-SO3;H) und ist
tiber eine direkte ESR-Messung detektierbar (Kolberg et al., 2002). Damit weisen Sulfinyl-
Radikale auf eine oxidative Modifikation von Protein-Thiolen hin.

Gemadl Thannickal fiihrt die Oxidation von Sulfhydrylgruppen zur Bildung von Sulfen-
sduren. Diese Stufe der Sulfoxidation ist mit Glutathion unter intermedidrer Bildung eines
Disulfids reversibel. Die weitergehende Oxidation fiihrt zu den nicht reversiblen Oxidations-
stufen Sulfin- und Sulfonsdure (Thannickal und Fanburg, 2000). Fiir die Protein-Tyrosin-
Phosphatase 1B (PTP-1B) wurde eine reversible Sulfoxidation von Protein-Thiolen durch ‘O,
beschrieben (Barrett et al., 1999). "0, reguliert die Aktivitit der Phosphatase durch Bildung
eines Cystein-Sulfensdure-Derivats.

Die direkte ESR-Messung der Sulfinylradikale erfolgte mit Himoglobin als Modellprotein
nach der von Kolberg beschriebenen Methode (Kolberg et al., 2002). Die Ein-Elektronen-
Oxidation mit Cer/NTA und die Oxidation mit XO/HX (XO =4 mU/ml) fiihrten zu dhnlichen
ESR Signalen (I116.1) und lassen somit die Aussage zu, dass ‘O, Thiol-Gruppen oxidiert. Die
Oxidation von Thiolgruppen wurde in fritheren Publikationen mit verschiedenen Techniken

bestimmt. Dabei reichen die Angaben der Reaktionskonstanten von 1,8 * 10° Mol * sec
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(Dikalov et al., 1996) 200 Mol * sec” (Jones et al., 2002; Jones et al., 2003) bis 30 — 1000
Mol™ * sec” (Winterbourn und Metodiewa, 1999).
Diese Befunde lassen die Aussage zu, dass auch kritische Thiol-Gruppen der sGC durch

Superoxid reversibel oxidiert werden konnten.

] Sulfinsdurederivat
Sulfensdurederivat
Protein
Prot.ein 0, (H,0,) Protein 0;"(H,0,) | (inaktiv) — SO,H
(aktiv) | gy » | (inaktiv) — SoH ~— "
Sulfonsdurederivat
GSH Proteip
(inaktiv) — SOH
Thioltransferase
Protein

(reversibel) — SSG

Abbildung 45: Schema der oxidativen Modifikation von Proteinthiolen (Thannickal und
Fanburg, 2000).

4.1.2 Bedeutung von Cysteinen der sGC fir die Hemmung durch 'Oy

Da Cysteine der sGC eine Angriffstelle fiir oxidative Modifikationen (s.o.) darstellen,
sollte untersucht werden, ob bestimmte Cysteine die Hemmung der sGC-Aktivitit durch "0y’
vermitteln. Dazu wurden Cysteine der sGC ausgesucht, die als potenzielle Interaktionspartner
des 'O, die Aktivitit der sGC direkt beeinflussen.

Das Cystein 238 der a;-Untereinheit (a;C238S) stellt eine potenzielle Bindungsstelle des
YC-1 in der Himbindungsdoméne der sGC dar. Durch Photoaffinitits-Markierung konnten
Stasch und Kollegen zeigen, dass Bay 41-2272 an diesem Cystein spezifisch bindet (Becker et
al., 2001b). Der Austausch dieses Cysteins gegen ein Serin fiihrte zu einer neuen, noch nicht
publizierten sGC-Mutante, die im Rahmen dieser Arbeit als moglicher Interaktionspartner fiir

‘O, untersucht wurde.
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‘0O, konnte auch am Cystein 541 der B,-Untereinheit (;C541S) die Aktivitét der sGC re-
gulieren. Dieses Cystein ist in der katalytischen Doméne der sGC lokalisiert und wesentlich
am katalytischen Umsatz von GTP zu ¢cGMP beteiligt (Sunahara et al., 1998; Friebe et al.,
1999).

Beide Cysteine konnten durch ‘O, oxidativ modifiziert werden und damit eine lokale An-
derung der Ladungsdichteverteilung bzw. rdumlichen Struktur der sGC bewirken. Diese Ver-
anderungen hitten eine wesentliche Verdnderung der sGC-Aktivitit zur Folge. Um diese
Vermutung zu iiberpriifen, wurden die Cysteine durch Punktmutation mit Serin ausgetauscht.
Die Plasmide dieser punktmutierten Untereinheiten wurden zusammen mit der jeweiligen
Wildtyp-Untereinheit in COS1-Zellen kotransfiziert und nach der Expression der sGC-
Mutanten in Aktivitdtsstudien nidher charakterisiert (siehe 112.8 und I116.2).

Das Ergebnis der Aktivititsbestimmung zeigte eine vergleichbare SNP-Aktivierung der
Wildtyp-sGC und der beiden sGC-Mutanten. Die Aktivierung mit YC-1 hingegen wies auf
einen signifikanten Unterschied zwischen WTa;/WT;-sGC und WTa,;/B;C541S-sGC hin.
So betrug die Aktivitdt der YC-1-stimulierten WTa,/B1C541S-sGC nur ca. 30 % der YC-1-
stimulierten WTo;/WTP;-sGC. Bei Friebe und Kollegen zeigte diese sGC-Mutante eine sehr
geringe Aktivierung durch YC-1 und SNP (Friebe et al., 1999). Die Hemmung der YC-1-
stimulierten Aktivitit durch ‘O, fiihrte bei der Wildtyp-sGC zu einer Reduktion der Aktivitit
um ca. 60 %. Dagegen zeigten beide sGC-Mutationen eine Hemmung der YC-1-stimulierten
Aktivitdt durch O, um ca. 90 %. Dieser signifikante Unterschied in der Aktivititshemmung
macht deutlich, dass der Austausch des Cysteins 238 der o;-Untereinheit und 541 der [3;-Un-
tereinheit zu einer Sensitivierung gegeniiber ‘O, fithrten. Dabei konnte eine Rolle spielen,
dass die Punktmutation dieser Cysteine mit einer eingeschrinkten Funktion der benachbarten
Cysteine einhergeht. Vorstellbar wire, dass die Mutation von Cysteinen die Bildung von Di-
sulfidbriicken bei der Aktivierung der sGC verhindert. Diese Verdnderung konnte Thiole, die
an der Aktivierung der sGC wesentlich beteiligt sind, fiir eine oxidative Verdnderung durch
‘0, empfinglicher machen. In den nachfolgenden Abbildungen wurden diese Uberlegungen
skizziert (Abbildung 46 bis Abbildung 48).

Diese Studien mit sGC-Mutanten zeigen insgesamt, dass das Fehlen kritischer Cysteine

zur Beeintrachtigung der sGC-Aktivitt fiihrt, vor allem bei vermehrter ‘O, -Produktion.
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Hambindungs-
Domaéane

Dimerisierungs-
Domaéne

Katalytische

(- .....HoOC /4 \ COS:/% Domane

GTP ¢GMP

Abbildung 46: Basaler Aktivititszustand der sGC.

Das Ham-Eisen ist ungebunden. Die Signalweiterleitung von der Himbindungsdoméne zur
katalytischen Doméne ist nicht aktiv. Es kommt zu keinem Umsatz von GTP zu cGMP.

Aktivierung

COOH ‘
— S ?
cGMP R

GTP  cGMP + PPi

Abbildung 47: direkte (NO) und indirekte (YC-1) Aktivierung der sGC.

Die Signalweiterleitung zur katalytischen Doméne der sGC ist aktiv. Das Aktivierungssignal
fiihrt zu einer Anderung der Ladungsdichtestruktur und der Bindungsverhiltnisse innerhalb
der sGC. Das Aktivierungssignal bewirkt ferner eine gesteigerte cGMP-Produktion in der
katalytischen Doméne.
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Hemmung durch O,

SOt N

COOH

GTP cGMPl

Abbildung 48: Die Hemmung der basalen und der aktivierten sGC durch "O;.

Die Oxidation von Cystein-Thiolen fiihrt zur Bildung von Sulfoxiden. Diese Verdnderung in
Ladungsdichte und Enzymstruktur bewirkt eine eingeschrénkte intramolekulare Signalweiter-
leitung. Die Konsequenz ist eine reduzierte Produktion von cGMP.

4.2 Rolle des Ham-Eisens der sGC bei der ‘O, -Hemmung

Um zu untersuchen, welche Rolle das enzymgebundene Him und der Redox-Zustand des
Hédm-Eisens bei der Hemmung der sGC durch “O," spielen, wurde aus gereinigter sGC einer-
seits das Hiam durch Tween 20 entfernt, andererseits das Him-Eisen mit NS2028 oxidiert
(I12.5.4 und II15.1).

Die Entfernung des Him-Eisens fiihrte zu einer YC-1-insensitven sGC mit nur schwacher
YC-1-Aktivierbarkeit. Die himfreie sGC wird spezifisch durch Protoporphyrin IX (PIX) akti-
viert. Dies wurde ausgenutzt, um den Erfolg der Him-Entfernung aus dem Enzym zu verifi-
zieren (Abbildung 36). Die hdamfreie sGC wurde durch XO/HX signifikant weniger potent
gehemmt (ca. 100-fach) als die hdmhaltige YC-1-sensitive sGC (Abbildung 37).

Dieser Befund fiihrte zur Annahme, dass die Anwesenheit des Hams in der sGC fiir die
Hemmung durch ‘O, zwingend notwendig ist. Eine mit PIX-rekonstituierte Him-freie sGC

erfiillt diese Voraussetzung nicht mehr.

108



Diskussion

Die Oxidation des Hdm-Eisens der sGC mit NS2028 fiihrte zu einer YC-1-insensitiven
sGC (III5.1). Diese oxidierte sGC wurde mit HMR3448, einem Aktivator der Hdm-oxidier-
ten sGC (Topfer, 2001) konzentrationsabhingig (ECso = 15 uM) und effizient (30-fach) akti-
viert. Auch die HMR3448-aktivierte sGC wurde durch XO/HX signifikant weniger potent
gehemmt (300-fach) als die YC-1-sensitive sGC mit zweiwertigem Hédm-Eisen (Abbildung
37). Dies deutet darauf hin, dass die Hemmung der sGC durch Superoxid direkt mit dem
Oxidationszustand des Hdm-Eisens zusammenhingt. Ein moglicher Inhibitionsmechanismus
konnte hier die Bildung eines Hdmeisen-Peroxo-Komplexes sein, der die Aktivitdt der YC-1-
sensitiven sGC hemmt. Hameisen-Peroxo-Komplexe wurden bei der Katalyse der ‘O, -De-
toxifikation anaerober Mikroorganismen durch das Enzym Superoxid-Reduktase
nachgewiesen (Emerson et al., 2003; Clay et al., 2003). Allerdings miisste dann eine
Anderung des Him-Absorptionsspekrums der sGC durch ‘O,  nachzuweisen sein, wofiir es in
der Literatur (Milsch, 1986) und aufgrund eigener Untersuchungen (nicht gezeigt) keine
Anhaltspunkte gab. AuBerdem wurde keine verstirkte Aktivierung der sGC durch den
Aktivator der Ham-oxidierten sGC HMR3448 unter Superoxideinfluss beobachtet, sodass
eine Oxidation des Ham-Eisens durch Superoxid auszuschliessen ist.

Es ist daher eher anzunehmen, dass das zweiwertige Him-Eisen das Enzym in einer ‘O, -
sensitiven Konformation hailt, die kritische Thiol-Gruppen fiir den Angriff des Superoxids

zuganglich macht.

4.3 Hemmung der sGC-Aktivitat durch Kupfer

Die Hemmung der sGC durch Superoxid kann mdglicherweise iiber Katalyse von Uber-
gangsmetallen bewirkt werden. So ist noch nicht ganz geklért, ob enzymgebundenes Kupfer
und/oder nicht von Ham-gebundenes Eisen Kofaktoren der sGC sind. Gerzer et al. fanden
stochiometrische Mengen an Kupfer und Spuren von Eisen in der aus Rinderlunge gereinigten
sGC (Gerzer et al., 1981), was auf eine physiologische Funktion von Kupfer und nicht von
Hém-gebundenem Eisen im nativen Enzym hindeuten konnte. Dies konnte von Miilsch je-
doch nicht in vollem Umfang bestétigt werden - es fanden sich in 6 verschiedenen sGC-Pri-

parationen, die nach dem Verfahren von Gerzer und Kollegen (Gerzer et al., 1981) gewonnen
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wurden, nur Spuren von Cu (Miilsch, 1986). Hoenicka et al. untersuchten den Kupfergehalt
einer in einem Baculovirus/Sf9-System {iberexprimierten und zur Homogenitit gereinigten
rekombinanten sGC aus Rattenlunge (Hoenicka et al., 1999). Sie fanden eine nicht-stdchio-
metrische Menge an Kupfer, was eher auf eine Kontamination der sGC durch Kupfer hindeu-
tete.

Schrammel et al. (Schrammel et al., 1996b) konnten nachweisen, dass die sGC-Aktivitét
durch Kupfer-Ionen direkt hemmbar ist. In Ubereinstimmung mit Schrammel konnte ich be-
weisen, dass es sich um eine Cu’-vermittelte Hemmung handelt, da nach Zugabe von Cu™" in
Form von CuSO, die Aufhebung der Hemmung der sGC nur mit dem Cu'-spezifischen Neo-
cuproin erreicht wurde (Abbildung 41). GSH konnte allerdings Kupfer chelieren und den
Hemm-Effekt aufheben (Schrammel et al., 1996b), eine Beobachtung, die eine Affinitéit des
Kupfers zu Thiol-Gruppen aufzeigt. DTT hatte stattdessen keinen Einfluss auf die Hemmung
der sGC durch Kupfer (Abbildung 40).

Die Hemmung der sGC-Aktivitit durch Kupfer fiihrte zur Frage, ob O, bei dieser Inhibi-
tion eine wesentliche Rolle spielt. So konnten Shukla und Kollegen zeigen, dass Kupfer-Ionen
die Relaxation von GefidBlen diabetischer Kaninchen und die Bildung von cGMP hemmen und
dass diese Inhibition durch Zugabe von SOD und CAT aufgehoben werden konnte (Shukla et
al., 2004). Die Cu'-vermittelte Hemmung der sGC kénnte nach dem von Ullrich und Kolle-
gen vorgestellten (Ullrich und Bachschmid, 2000) Mechanismus ablaufen, der die Bildung
von Metall-Peroxo-Komplexen postuliert (Abbildung 49). Diese Autoren konnten zeigen,
dass Superoxid das Calcineurin iiber Interaktion mit dem binukledren Fe'-Zn"-Cluster direkt
hemmen kann (Namgaladze et al., 2002). Eine Ausbildung von Kupfer-Peroxo-Komplexen

konnte die Oxidation von sGC-Thiolen katalysieren und damit die sGC-Aktivitit hemmen.

+ -O -
2 Me" O0Z% oder Me"2=0

Men-1

Men + O,

Abbildung 49: Bildung von Metall-Peroxo-Komplexe (Ullrich und Bachschmid, 2000).

Die Vorinkubation mit Kupfer (I uM) und die anschlieBende KWK mit XO/HX zeigte,

dass zusitzlich zur Hemmung der sGC durch Cu' eine Hemmung durch "0, erfolgte. Die
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Hemmung durch ‘O, nach Kupfer-Vorinkubation war allerdings geringer (Abbildung 42) und
die Berechnung der I1Cso-Werte ergab keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 43).

Diese Befunde zeigen insgesamt, dass Cu'-Ionen die sGC-Aktivitit hemmen. Allerdings
verhalten sich "0, und Cu'-Ionen in Bezug auf die Aktivitdtshemmung der sGC nicht additiv,
sondern kompetitiv. Wahrscheinlich ist daher, dass Kupfer und ‘O, offensichtlich an einer
gemeinsamen Stelle der sGC, moglicherweise an der gleichen Thiol-Gruppe des Enzyms,

angreifen und die Hemmung ausldsen.

4.4 Schlussfolgerung

Schlussfolgernd lésst sich sagen, dass die basale und YC-1-stimulierte Aktivitdt der sGC
durch ‘O; signifikant gehemmt werden kann. Die Hemmung der gereinigten sGC lieB sich
durch Zugabe von SOD schnell autheben und zeigt damit, dass ‘O, wie fiir ein biologisches
Signaltransduktionsmolekiil zu fordern, die Aktivitdt der sGC schnell und reversibel hemmt.

Sowohl in VSMC (cGMP-EIA) als auch in Gefdlringen der Rattenaorta (P-VASP-Immu-
noblotting) konnte eine in-vivo-Hemmung der sGC durch Superoxid nachgewiesen werden.
Der ca. 2-fache Anstieg der endogenen cGMP-Produktion der VSMC nach Zugabe von exo-
gen zugesetzter PEG-SOD macht deutlich, dass die sGC konstitutiv partiell durch ‘O, ge-
hemmt wird. Bei einem Uberschuss an exogener SOD kommt es zu einer vollstindigen Pro-
tektion der sGC und damit zu einer optimalen cGMP-Produktion. Das deutet darauf hin, dass
die sGC als Signaltransduktionsmolekiil in der Redoxregulation der Zelle in zwei Richtungen
agieren konnte. Einerseits kann die Aktivitit der sGC durch ‘O,” gehemmt werden. Dieser Fall
konnte auftreten bei einem oxidativen Stresszustand. Andererseits konnte die Aktivitdt erhoht
werden, indem ‘O, vermehrt abgefangen wird. Dieser Fall konnte auftreten, wenn in der Zelle
antioxidative Abwehrmechanismen tiberwiegen. Damit kénnte ‘O,  neben dem Abfangen von
"NO auch iiber einen modulierenden Effekt auf die Aktivitdt der sGC selbst als biologisches
Signalmolekiil wirken.

Die Untersuchungen zur Aufkldrung des Mechanismus der ‘O, -vermittelten Inhibition der
sGC weisen auf eine oxidative Modifizierung von Thiol-Gruppen hin. Versuche mit Him-

oxidierter und Him-freier sGC machen eine Lokalisation dieser ‘O, -sensitiven Thiol-Grup-
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pen in unmittelbarer Ndhe des zweiwertigen Him-Eisens der sGC wahrscheinlich. Der Aus-
tausch von zwei Cysteinen gegen Serine offenbarte eine erhdhte Sensitivitit der mutierten
sGC gegeniiber “O,". Dieser Befund unterstreicht die Bedeutung der Cysteinreste bei der sGC-
Aktivitat. So konnten Cysteinthiole der Himbindungsdomine {iiber ihre Ladungsdichte und
rdaumliche Orientierung mit dem Hdm-Eisen interagieren und dessen Position in der Him-
bindungstasche ,,justieren®. Eine Storung dieser Justierung, z.B. bei einer oxidativen Modifi-
kation von Thiolgruppen durch ‘O,’, konnte zu einem Aktivitdtsverlust der sGC fithren. Auch
die Signalweiterleitung zur katalytischen Domine kann durch oxidative Modifikation durch
‘O, betroffen sein.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen in dieser Arbeit, dass ‘O, die sGC direkt und
schnell-reversibel hemmt. Die sGC fungiert dabei als biologisches Rezeptor- und Effektor-
enzym fiir das Signalmolekiil ‘O,". Die oxidative Modifikation von Thiol-Gruppen in der
Niéhe des Him-Eisens der sGC konnte dem Mechanismus der sGC-Aktivititshemmung durch

‘0, zu Grunde liegen.

5 Zusammenfassung der Diskussion

1. Die basale und YC-1-stimulierte sGC-Aktivitit wird 'NO-unabhidngig von ‘O, ge-
hemmt. Die Zugabe von SOD fiihrt zu einer Authebung der Hemmung und deutet auf
einen schnell-reversiblen Inhibitionsmechanismus hin. H,O, zeigte keinen Einfluss
auf die Aktivitdt der gereinigten sGC.

2. Auch in einem komplexeren System wie z.B. Gewebe und Zellhomogenaten war die
sGC-Aktivitdt durch “O, inhibierbar. Diese Hemmung lief sich aufheben durch exo-
gene Zugabe von SOD. Die groBeren Konzentrationen an O, zur halbmaximalen In-
hibierung der sGC-Aktivitidt waren zum Teil auf das Vorhandensein endogener CuZn-
SOD zuriickzufiihren.

3. Der Nachweis von "0, in-vitro fiithrte zur Berechnung der ‘O, -Bildungsrate des Sys-
tems XO/HX in uM/min und ermdglichte eine Abschétzung der ICsp-Werte der sGC-
Aktivititshemmung. Die in-vivo-Detektion von ‘O, in kultivierten glatten Muskel-

zellen der Rattenaorta mittels Elektronenspinresonanz mit CMH-Spintrapping zeigte
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eine 5-fache Steigerung der basalen "O,-Produktion mit dem intrazelluliren Redox-
cycler DMNQ und eine 2-fache Steigerung der ‘O, -Produktion nach Stimulation der
NADPH-Oxidase mit den physiologischen Aktivatoren PDGF und Ang II. Die mit
ESR-Spintrapping ermittelten Werte wurden mit der Lucigenin-abhéngigen Chemilu-
mineszenz qualitativ bestatigt.

4. Die Messung der zelluldren cGMP-Produktion in glatten Muskelzellen der Rattenaorta
(cGMP-EIA) zeigte eine deutliche Reduzierung der cGMP-Bildung durch kontinuier-
liche ‘O, -Produktion mit DMNQ. Die Detektion der VASP-Phosphorylierung als In-
dikator fiir den Aktivitdtszustand des 'NO/cGMP-Signaltransduktion bestitigte die
fehlende ¢cGMP-abhingige Signalweiterleitung nach Hemmung der sGC durch "O,".
Die physiologische Produktion von ‘O, durch Aktivierung membranstindiger
NADPH-Oxidasen mit PDGF verringerte die cGMP-Produktion um ca. 25 %. Die
Pri-Inkubation mit Zell-permeabler PEG-SOD fiihrte, alleine oder auch in Gegenwart
von PDGF, zu einer 2-fachen Steigerung der YC-1-stimulierten cGMP-Produktion.
Die biologische Bedeutung der sGC-Hemmung durch ‘O, kénnte ein ,,Redox-Signa-
ling* mit der sGC als biologischem Sensor sein.

5. Der Inhibitionsmechanismus konnte auf einer oxidativen Modifikation von Thiol-
Gruppen zu Sulfoxiden basieren. Zwischenprodukte dieser oxidativen Modifizierung
durch Oy sind Sulfinyl-Radikale, die mittels Elektronenspinresonanz direkt detektiert
werden konnten. Sowohl die Entfernung als auch die Oxidation des Hidm-Eisens fiihr-
ten zu einer signifikant geringeren Inhibierbarkeit durch ‘O,". Es ist daher anzuneh-
men, dass das zweiwertige Ham-Eisen die sGC in einer Superoxid-sensitiven Kon-
formation hélt, die kritische Thiolgruppen fiir ‘O,” zugénglich macht. Der Austausch
dieser kritischen Thiol-Gruppen fiihrte zu sGC-Mutanten mit einer erhohten Sensiti-
vitit gegeniiber ‘O,". Die Beteiligung von Cu'-Ionen an der Inhibierung der sGC durch

‘O, konnte nicht bestitigt werden.
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V Zusammenfassung

Im kardiovaskuldren System ist die 10sliche Guanylatzyklase (soluble guanylyl cyclase,
sGC) ein Schliisselenzym der 'NO/cGMP-Signaltransduktion. Stickstoffmonoxid (‘NO) akti-
viert durch direkte Anbindung an das Hdm-Eisen die Produktion von zyklischem 3’°,5’-
Guanosinmonophosphat (cGMP). In glatten Muskelzellen fiihrt ein erhdhter cGMP-Spiegel
zur Aktivierung von cGMP-abhingigen Proteinkinasen (cGK) und letztendlich zur Vaso-
dilatation.

Superoxidanionradikale (‘O,’) sind an der Entstehung und Progression von Herz-Kreis-
lauferkrankungen beteiligt. Im vaskulidren Gewebe stellt ‘O, einen Gegenspieler zum "NO
dar. So fiihrt eine vermehrte Produktion von "O;” zu einer eingeschrinkten Bioverfiigbarkeit
von ‘NO ('O;” + 'NO - ONOO") (Ohara et al., 1993a).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte aufgeklart werden, ob bei einer vaskuldren Storung des
‘NO-Systems die Funktion der sGC durch ‘O, auch direkt betroffen ist. Damit konnte dem
Superoxid eine weit groflere biologische Bedeutung zukommen als bisher angenommen,
nidmlich die Funktion als Signaltransduktionsmolekiil mit der sGC als definiertem Rezeptor
und Effektor.

Die sGC-Aktivitidtsuntersuchungen mit gereinigter sGC zeigten eine konzentrationsab-
hingige Hemmung der basalen und der YC-1- (100 uM) stimulierten (‘NO-unabhéngigen)
sGC-Aktivitdt durch das ‘O, -generierende System Xanthinoxidase/Hypoxanthin (XO/HX)
(ICs0 basary = 0,0031 vs. ICsp (yc-1) = 0,022 mU/ml). Die Authebung dieser Hemmung durch
Superoxiddismutase (SOD, 100 U/ml) deutete auf eine spezifische und schnell-reversible
Hemmung der sGC-Aktivitit durch ‘O, hin.

Die in-vitro gezeigte Hemmung der sGC-Aktivitit durch ‘O, konnte auch in-vivo nach-
gewiesen werden.

Die Produktion von ‘O, in kultivierten glatten Muskelzellen der Rattenaorta (VSMC)
konnte mit Elektronenspinresonanz (ESR) und Lucigenin-abhidngiger Chemilumineszenz ge-
zeigt werden. Dabei wurde mit ESR eine ca. 5-fache Steigerung der basalen “O,-Produktion
mit dem intrazelluldren Redoxcycler Dimethoxynaphtochinon (DMNQ, 10 uM) beobachtet.
Auch die Aktivierung membranstdndiger NADPH-Oxidasen durch die physiologischen Akti-
vatoren Angiotensin II (Ang II, 100 nM) und platelet-derived growth factor (PDGF, 50 ng/ml)

fithrten zu einer ca. 2-fach gesteigerten O, -Produktion.
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Die Hemmung der cGMP-Produktion durch ‘O, in kultivierten VSMC konnte in-vivo
mittels Enzym-Immuno-Assays (cGMP-EIA) [YC-1 (100uM) = 100 % vs. YC-1 + DMNQ
(10 uM) = 21 % vs. YC-1 + PDGF (50 ng/ml) = 76,6 %] nachgewiesen werden. Zusitzlich
wurde die Auswirkung von ‘O,  auf die ¢cGMP-abhingige Signaltransduktion mit Immu-
noblotting (Western-Blot) von phosphoryliertem Vasodilator-stimulierten Phosphoprotein
(VASP, vasodilator-stimulated phosphoprotein) gezeigt. Intrazellulire ‘O, -Produktion durch
Redoxcycling (DMNQ, 10 uM) reduzierte die YC-1-stimulierte Phosphorylierung von VASP
um 44,4 %.

In weiteren Untersuchungen sollte der molekulare Mechanismus der schnell-reversiblen
Hemmung der sGC durch “O,” auf Ebene der sGC aufgeklirt werden. Dabei wies die direkte
Detektion von Sulfinyl-Radikalen auf eine Oxidation von Proteinthiolen durch ‘O, hin. Der
spezifische Austausch von Cysteinen der sGC mittels Punktmutation und die Expression der
sGC-Mutanten in COS1-Zellen zeigte, dass Thiol-Gruppen der sGC mit ‘O, interagieren.
Dabei stellte sich heraus, dass die sGC-Mutanten o;/B;C541S und o;C238S/B; viel sensitiver
auf 'Oy (XO 3 mU/ml) reagieren als die Wildtyp-sGC (WTa/WTB; = -62 % vs.
WTo,;C238S/WTR; =-93,7 % vs. WTa/B1C5418 =-90,2 %).

Um zu untersuchen, ob das Him-Eisen der sGC an der Aktivititshemmung durch "O,” be-
teiligt ist, wurde einerseits das Hiam entfernt (Tween 20), andererseits das Him-Fe’" zum
Him-Fe®* oxidiert (NS2028). Beide Behandlungen fiithrten zu einer weitgehend YC-1-insen-
sitiven sGC. Die mit Protoporphyrin IX (PIX) aktivierte Hédm-freie sGC und die mit
HMR3448 aktivierte Him-oxidierte sGC wurden durch XO/HX wesentlich weniger potent
gehemmt als die YC-1-sensitive sGC. Dieser Befund deutet auf eine Beteiligung des Ham-

Eisens bei der Aktivitdtshemmung der sGC durch "O; hin.

Die in dieser Arbeit gezeigte direkte und schnell-reversible Hemmung der sGC-Aktivitét
durch ‘O, weist der 16slichen Guanylatzyklase eine neue biologische Funktion zu. Die sGC
konnte als Rezeptor- und Effektorenzym die Signaltransduktion des Signalmolekiils ‘O, ver-

mitteln.
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2 Abkilrzungen

°C Grad Celsius
v Mikro

Ampere
AC Adenylatzyklase (adenylyl cyclase)
Ang I Angiotensin II
CAT Katalase (catalase)
cGMP Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine monophosphate)
cGMP-EITA cGMP-Enzym-Immuno-Assay
CO Kohlenmonoxid
cpm Counts per minute
Cu Kupfer
Da Dalton
DETC Diethyldithiocarbamat (Chelator)
DMEM Dulbecco’s minimum essential medium
DMNQ 2,3-Dimethoxy-1,4-naphthochinon (intrazelluldrer Redoxcycler)
DMSO Dimethylsulfoxid
DTNB 5,5’-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesaure)
DTPA Diethylentriaminpentaacetat (Chelator)
DTT Dithiothreitol
ECsq halbmaximale Effektkonzenztration
EIA Enzym-Immuno-Assay
ESR Elektronenspinresonanz
FCS fetales Kélberserum (fetal calf serum)
Fe Eisen
g (Erd-)gravitation
g Gramm
G Giga
G Gauss
GSH Glutathion (Thiol)
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HX

MEM

min

MW

NADH
NADPH
OD

PBS
PCA
PDE
PDGF
pH
PIX
ROS
RPM
RT

Stunde

Hypoxanthin

halbmaximale Inhibitionskonzentration

Kilo

Korpergewicht

Geschwindigkeitskonstante
Konzentrations-Wirkungs-Kurven

Liter

N“-Nitro-L-Arginin, NO-Synthase-Inhibitor
Logarithmus

Meter

Milli

Molaritit (Stoffmenge/Liter)

Minimum essential medium

Minute

Millimeter

Molekulargewicht

Nano

reduziertes Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
reduziertes Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
optische Dichte (Absorption)

Piko

Phosphate-buffered saline

Schweineaortenringe (porcine coronary artery)
Phosphodiesterase

Platelet-derived growth factor, Wachstumsfaktor aus Pldttchen
log(H")

Protoporphyrin IX

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
Rotationen pro Minute

Raumtemperatur

134



Anhang

SEM
sGC
-SH
SOD

<

v/v
VASP
Vmax
VS.
VSMC
VSV

w/v
w/wW
WT
X0
YC-1

Sekunde

Standardfehler des Mittelwertes

soluble guanylyl cyclase, 16sliche Guanylatzyklase
Thiol-Gruppe

Superoxiddismutase

Unit(s), Enzymeinheit

Volt

Volumen

Volumen-Volumen-Verhéltnis (volume/volume)
Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein
maximale Umsatzgeschwindigkeit

versus

Glatte GefaBmuskelzellen der Rattenaorta
vesikuldre Stomatitis-Virus

Watt

Gewichts-Volumen-Verhiltnis (weight/volume)
Gewichts-Gewichts-Verhéltnis (weight/weight)
Wildtyp

Xanthinoxidase

Indirekter NO-unabhingiger sGC-Aktivator (12.2.5.2)
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