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I Einleitung

Das Enzym lodiche Guanylyl Zyklase (SGC) nimmt eine Schlissdrolle im sog. NO-/cGMP
Sgndtransduktionssysem in  Eukaryonten en. Im Nachfolgenden werden zunéchst die

molekularen Komponenten dieses Systems und ihre Funktion vorgestelIt.

1 Die Guanylyl Zyklasen

Die Familie dar Guanylyl Zyklasen (GC) wanddt Guanosntriphosphat (GTP) in zyklisches
3, 5-Guanosnmonophosphat (cGMP) um. Sie werden durch eine Vidzahl von Sgnden
aktiviert: z.B. Stickstoffmonoxid (NO), Peptid-Liganden und Veranderungen der freen,
intrazellul&ren K& ziumionen (C&#*) Konzentration.

CGMP bednfluss die Zdlfunktion, indem es Proteinkinasen aktiviert, lonenkande
modifiziert oder die Aktivitd von Phosphodiesterasen verandert und somit die Konzentration
von intrazdlul&en zyklischen Nukleotiden. cGMP i¢ dso wie zyklisches 3,5-
Adenos nmonophosphat (CAMP) ein wichtiger ,, second messenger”.

Nach der Entdeckung des cAMP ds wichtiges Botenmolekil bei der Regulation vider
wichtiger Zdlfunktionen (Rall and Sutherland, 1958), begann die Suche nach waelteren
dhnlichen Botendoffen, die zur Entdeckung von cGMP fihrte (Ashman et al., 1963). 1969
wurde sowohl in der lédichen ds auch der patikul&en Fraktion von verschiedensen
Zdlextrakten GC-Aktivitdt gemessen (Schultz et al.,, 1969;White and  Aurbach,
1969;Hardman and Sutherland, 1969;Ishikawa et al., 1969). Es wurde gezeigt, dass diese
Aktivitd auf unterschiedlich lokdisete Enzyme zuriickzufihren war (Garbers and Gray,
1974;Kimura and Murad, 1974;Kimura et al., 1975). Nach ihrer subzdlul&en Vertelung
tellte man die Enzymein |16diche und partikulére Guanylyl Zyklasen auf.



1.1 Die l6slichen Guanylyl Zyklasen

Die lodichen Guanylyl Zyklasen (SGC) snd im Zytoplasma fast dler Shugetierzdlen zu
finden und mediieren enen grof¥en Bereich wichtiger physologischer Prozesse, wie z.B.: die
Inhibition der Pétchen Aggregation (Buechler et al., 1994), die Reaxation der glaten
Muskulatur (Warner et al., 1994), die Vasodilatation, die neuronde Sgnatransduktion und
die Immunmodulation (Collier and Vallance, 1989).

Die Aufreinigung der Guanylyl Zyklasen aus der l6dichen Fraktion von Zdlextrakten zeigte,
dass die l6diche Isoform ein Heterodimer i, bestehend aus ener a- und b- Untereinhat.
Wobe die b-Untereinheit ein Molekulargewicht von ~70 kDa und die a-Untereinheit @n
Gewicht von ~73 bis 82 kDa aufweist (Kamisaki et al., 1986;Gerzer et al., 1986). Es dauerte
weltere vier Jahre, bis die sGC in reiner Form aus Rinder- bzw. Raitenlunge isoliert und ihre
Primarsequenz aufgeklart wurde (Nakane et al., 1988;Koeding et al., 1988;Nakane et al.,
1990;Buechler et al., 1990).

1.1.1 Isoformen und Gewebeexpression der sGC

Zur Zet snd funf verschiedene Untereinheiten der SGC bekannt: a1, az, azi, b1 und ba. Zur
Ubersicht der Gewebedigtribution im Menschen und der chromosomaen Lokdisation siehe
Tabelle 1. Fur die Ratte snd bisher nur die Untereinheiten a1, a», by und b, beschrieben
wurden. Dabe liegt die Smilarité der Aminosiuren zwischen Mensch und Rette fur die ai-
Untereinheit bel 84% (Chromosomae Lokdisation: 2931-933), fur die a, bel 90%, fir die bs-
Untereinheit bei 99% (Chromosomae Lokdisation: 2g31-g33) und fur die b,-Untereinheit bel
81% (Chromosomae Lokaisation: 5g36) (Denninger and Marletta, 1999)

Die am haufigden exprimierten Untereinheiten snd a1 und b;. Diese Untereinheiten waren es
auch, die erssmas von Koeding und Nakane kloniert wurden (Koeding et al., 1988;Nakane et
al., 1990;Koeding et al., 1990). Nur Heterodimere von a und b ergeben en funktiondles
Enzym (Harteneck et al., 1991).



Tabdle 1: Gewebedistribution und Chromosomale L okalisation der sGC Untereinheiten im Menschen.
Modifiziert nach (Lucas et al ., 2000).

Untereinheit Chromosomale Lokalisation Gewebe Distribution

a; (as) 4g31.3-g33 (Giuili et al., 1992) Lunge (Koedling et al., 1990), Cerebellum, Cerebrum, Herz, Niere, Leber,
Lunge, Skeletmuskulatur (Nakane et al., 1990), Niere (Ujiie et al., 1993)

a, 11921-g22 (Yu et al., 1996) Hirn, Retina (Harteneck et al., 1991), Niere (Ujiie et al., 1993), Plazenta
(Russwurm et al., 1998)

ay SpleiRvariante a, Leber, Darm, Endothel (Behrends et al., 1995)

by (bs) 40g31.3-g33 (Giuili et al., 1992) Lunge (Koedling et al., 1988), Cerebellum, Cerebrum, Herz, Niere, Leber,

Lunge, Skelettmuskulatur (Buechler et al., 1990), Niere (Ujiie & al.,
1993), Plazenta (Russwurm et al., 1998)
b, 13g14.3 (Behrends et al., 1999)  Niere, Leber (Yuen et al., 1990), Niere (Ujiie et al., 1993)

Die verschiedenen Untereinheiten werden Gewebe- und Entwicklungs-spezifisch  exprimiert
(Giuili et al., 1992;Hobbs, 1997). Dadurch exigieren mehrere Isoformen des heterodimeren
katalytisch  aktiven  Holoenzyms.  Speziesabhdngig  zeigen die  aj-Untereinheiten
Molekulargewichte von 70-82 kDa, die bji-Unterenheaten 70-73 kDa Die sdtenere
Untereinhet a, (82 kDa) wurde nur in humanem fétdem Gehirn nachgewiesen (Harteneck et
al., 1991), wahrend die b»-(sGC)-Untereinheit (76 kDa) vornehmlich in der Niere und Leber
von Raten exprimiert wird (Yuen et al., 1990). Eine wetere, flnfte inhibitorische SGC-
Untereinhait ayj, konnte in verschiedenen humanen Zdl- und Gewebeproben identifiziert
werden (Behrends et al., 1995). Diese dominant-negative Unterenhet bestzt aufgrund
dternativen Splefens innerhdb der humanen a,-mRNA en Inset in der kataytischen
Region (31 Aminosauren), welches die Aktivitdt des Holoenzyms blockiert (Behrends et al.,
1995). Durch Transfektion in COS Zelen konnte nachgewiesen werden, dass es sich hierbel
um ene dominat-negative Mutation handdt, die zur Heterodimerbildung mit der bs-
Untereinheit befahigt ist, aber kein katalytisch aktives Enzym bildet (Behrends et al., 1995).
Fir die im Menschen beschriebene Untereinheiten a; und bs (Gidli et al., 1992) wurde
inzwischen gezeigt, dass diese der ai- bzw. b; -Untereinhet entsprechen (Zabd et al., 1998).



1.1.2 Aktivierung durch Liganden

Jede Untereinheit der SGC kann in drel Funktionelle Bereiche aufgetellt werden: einen Ham-
Bindungs-, enen Dimeisieungs- und enen kadytischen Bereich (sa Abbildung 1).
Obwohl beide Untereinheiten ene katdytische Doméne bedtzen, ig die Bildung enes
Heterodimers in Kombination mit der Koordination der Ham-Gruppe nétig (Buechler et al.,
1991;Schmidt et al., 1993;Nakane and Murad, 1994). Die Aktivierung schent ein Dre-
Schrittmechanismus zu sein. Ohne Ligand i das Eisenatom in enem pentakoordinierten
Komplex in der prosthetischen HamGruppe mit vier Bindungen mit dem Porphyrin Ring und
axid durch ene Bindung zur Imidazol-Gruppe des Higtidin 105 der bj;- Untereinheit
verbunden (Stone and Marletta, 1994).

Heme Binding
Damain

Dimerization Domain

Guanylyl Cyciase
Catalytic: Domain

Carboxyl Terminal

Abbildung 1: Schematische Darstellung desa;/b;-Heterodimers.
Aus (Lucaset al., 2000)

Bindet NO an das Eisenion, bildet sch ein Nitrosyl-Eisen-Komplex, und das Eisen wird in
enen hexakoordinierten Zudand Uberfuhrt. Dies it mit ener viefachen Stimulation der
Enzymaktivitdt verbunden (Stone and Marletta, 1994). Kurz nach dem Binden von NO, 16st
dch die axide Bindung zur Imidezol-Gruppe und das Eisenatom wird aus dem Porphyrin



Ring herausgezogen. Dies erzeugt ene wetere Steigerung der Aktivitée um den Faktor 100.
Insggesamt kommt es zu einer 400fachen Aktivitéissteigerung (Buechler et al., 1990;Stone and
Marletta, 1995). Die Losung der Imidazolbindung schent fir ene effektive kataytische
Aktivierung notwendig zu sein, denn wenn CO ds Ligand bindet, kommt es zu enem
hexakoordinierten Eisen-Komplex, ohne nachfolgende Trennung der axiden Koordination
und zu ener maxima viefachen Steigerung der Enzymektivitét (Brune et al., 1990;Stone and
Marletta, 1994).

1.1.3 Modulation der Enzymaktivitat

Eine Maoglichkeit der endogenen Regulation der SGC-Aktivitdt wére die dterndive
Expresson der verschiedenen Isoformen der SGC- Untereinheiten. Das Heterodimer ai/bi
bestzt die hochge Aktivité dler Kombinationen (Andreopoulos and Papapetropoulos, 2000).
Andere Kombinationen zB. die durch Trandfektionen hergestdlten ai/b, und aj/b;
Heterodimere bestzen nur ewa en Drittd diessr Aktivitde (Andreopoulos et al., 1997).
Zusitzlich exidiert ene Splefvariante der humanen a»- Untereéinhet, a;, die sch mit dlen
anderen b-Untereinheiten paaren kaan und immer en Heterodimer ohne Enzymeaktivitét
erzeugt (Behrends et al., 1999).

Eine notwendige Vorraussetzung fUr die sGC-Aktivita is, wie ba dlen Nukleotidzyklasen,
die Komplexierung der Nukleotidtriphosphate mit zweiwertigen lonen. Diese ist notwendig
fur die Bindung der Subgtrate an die katdytische Region der Zyklasen (Waldman and Murad,
1987). Biologisch am wichtigten ist das Metdlion Magnesum?® (Mg?") experimentdl wird
auch Manga?™ (Mrf") eingesetzt. In Gegenwart von Mdf ist eine basde Aktivitdt der SGC
messbar, die 400fach durch Ligandenbindung simuliet werden kann. In Gegenwart von
Mr?* seigt die basde SGC-Aktivitt stak an, glechzeitig nimmt die Stimulierbarkeit durch
Ham-Ligadenbindung stark ab (Hardman and Sutherland, 1969;Kimura et al., 1976;Tsa et
al., 1978 Levine et al., 1979;Garbers, 1979;Gerzer et al., 1981;Zwiller et al., 1981).
Kazium (C&*) scheint sowohl die Vmax ds auch die Ky, durch Interaktion mit den Produkten
der Zyklase, cGMP und Pyrophosphat, zu verringern, indem es die Abdissoziation aus der
katalytischen Region verlangsamt (Parkinson et al., 1999).



In den letzten Jahren haben neben den oben erwdhnten endogenen Regulatoren der sGC-
Aktivitdé synthetische Subgtanzen ds SGC-Aktivatoren und Inhibitoren pharmakologisches

Interesse gefunden.

3-(5'-Hydroxylmetheyl-2' - Furyl)- 1-Benzyl-Indazol  (YC-1) bindet mdglichewese an zwe
Cysteine (238 und 243) der ai-Untereinhet, aktiviert so die SGC direkt und erhdht zudem die
Sengtivitdt gegeniber NO und CO (Friebe et al., 1996;Mulsch et al., 1997;Stasch et al.,
2001)

H-(1, 2, 4)-Oxadiazolo-(4, 3a)-Quinoxdin-1 (ODQ) bewirkt eine Steigerung der Ky, und eine
Veringerung der Vmax nNach e@nem gemischten inhibitorischen  Mechanismus. Momentane
Hypothese id, dass unterschiedliche zetabhdngige Wirkungsmechanismen exidieren. Initid
i ODQ en kompetitiver Inhibitor der NO-Bindung. Spéter, nach mehr ds dra Minuten,
setzt ein nicht kompetitiver Mechanismus en, be dem das Fe?* zu Fe** oxidiert wird. Diese
Oxidation ig¢ nach 10 Minuten vollgandig und irreversbd (Schrammd et al., 1996). Auf
enen dnlichen Mechanianus berunt die Wirkung der Subgtanz NS2028, die die sGC
inaktiviert, indem es ebenfdls das Eisen(2+) zu Eisen (3+) oxidiet (Olesen et al., 1998).

Die neueste Subgstanz it BAY 41-2272, ein Pyrazolopyridin, weches die sGC Ham
unabhéngig dimuliert, indem es mit den Cydenen 238 und 243 der a; Unterenheit
interagiert (Stasch et al., 2001).

1.1.4 Modulation in der Expression der sGC

Obwohl die SGC oft ds en konditutiv exprimiertes Gen bezeichnet wurde, mehren sch in
den letzten Jahren in der Literatur die Hinwese auch auf ene transkriptiondle oder
postranskriptionelle Regulation der Zyklase. Allein die gewebespezifische Expresson der
Untereinheten (Gulli et al., 1992) deutet auf ene transkriptiondle Regulaion hin. Ein
weterer Hinweis snd die Mengenverhdtnissen der Untereinheiten in der Niere, in der
veranderliche Verhditnisse zwischen a; und b, gefunden wurden (Ujile et al., 1993).

Auch entwicklungsphysiologisch finden sch immer wieder Hinweise auf eine Regulation der
SGC-Expresson. Wahrend in adulten Lungen von Ratten die SGC sich vor dlen Dingen in der



glatten Muskulatur und Endothel findet, wird kurz vor der Geburt und bis zu einem Tag nach
der Geburt eine starker Angtieg der SGC gefunden (Bloch et al., 1997;Behrends et al., 2001).
Auch wéhrend der Hirmentwicklung wurde eine drenge raumliche und zeitliche Regulation
der sGC-Untereinheiten beschricben, wobel ene dleinige Expresson der ai; Untereinheit
beschrieben wurde (Smigrodzi and Levitt, 1996). Nach Klonierung der ersten Promotoren im
Medakafisch konnte mit Green Fluorescent Protein-Fusionkongtrukien eine transkriptionelle
Regulation wdahrend der frihen Entwicklung der Fschembryonen nachgewiesen werden
(Mikami et al., 1999).

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Anderungen der sSGC-Expression.

Regulation Gewebe und Literaturstelle

- ay/by GC in der neonatalen Rattenlunge (Bloch et al ., 1997;Behrendset al., 2001)

- a;GC wéhrend der Hirnentwicklung der Ratte (Smigrodzki and Levitt, 1996)

- ai/b; GC in der Aorta Nitrat-toleranter Ratten (Mulsch et al., 2001)

- by GC in den glatten GeféRmuskel zellen von spontan hypertensiven Ratten (SHR)
(Papapetropoulos et al ., 1994)

- b, by in der Niere von Salz-sensitiven Dahl Ratten (Andreopoulos et al., 1997)

- by GC wahrend d. Schwangerschaft in ovinen Uterusgefélien (Itoh et al., 1998)

" by GC in der Gefél3wand von stroke-prone spontaneously hypertensive (SHRSP)
Ratten (Lopez-Farre et al ., 2002)

- by GC nach Behandlung von SHRSP Ratten mit Doxazion (Lopez-Farre et al ., 2002)

- ai/by GC bei Hypoxie in Geféllen der Rattenlunge (Li et al., 1999)

- ai/by GC bei Hypercholesteroldmie Kanninchenoarta (Laber et al ., 2002)

T- ai/by IGC  wéhrend der Entwicklung des Medakafisch (Mikami et al ., 1999)

T ai/by BC inAorten von SHR altersabhangig (KI6R et al ., 2000)

“ay/by GC nach I11-b und TNF-a in der Pulmonalatherie d. Maus(Takata et al ., 2001)
“ay/b; GC durch cAMP in fetalen Rattenlungen Fibroblasten (Shimouchi et al., 1993)

“ai/by GC durch cAMP in kultivierten, glatten Muskelzellen der Rattenaorta
(Papapetropoulos et al ., 1995)

“ai/by GC durch Nerve Growth Factor in PC12 Zellen (Liu et al ., 1997)

“ai/by GC durch cGMP in der glatten Gefédimuskulatur der Ratten Pulmonalartherie
(Filippov et al., 1997)

“ay/by GC durch Ostrogen im Utersus von jungen Ratten (Krumenacker et al ., 2001)

Auch in enem Moddl fir Bluthochdruckerkrankungen, der spontan hypertensven Ratte
(SHR), wurde eine Verringerung der Expression der aj- und bj-Untereinheiten der sSGC und

zudem ene Reduktion der mRNA Mengen der PKGla in Aorten-Ringen, im Verglech zum



normotensven Kontroll-Rattengamm Widar-Kyoto gefunden. Jedoch war eine Stérung der
Endothel-unabhdngigen Relaxaion nur in dteren Tieren vorhanden (Ruetten et al., 1999);
(K163 et al., 2000). Zudem wurde ene Reduktion der NO (SNP) induzierten Relaxation in
Verbindung mit dem Alter der Versuchdiere (Widar-Kyoto) und Bluthochdrucktieren (SHR)
be glechzatiger veringerter Expresson der bi-Untereinheit beschrieben. Auch waren beide
Untereinhaten in dten Tieren in den SHR geringer exprimiet ds in den Kontrolltieren,
wahrend es keinen ggnifikanten Unterschied be jungen Tieren geb (KIOR et al., 2000). Einen
gegenteiligen Befund delt die Beobachtung dar, dass kultiviete glaite Muskdzdlen von
SHR ene deutlich erhohte SNP-induzierte cGMP Produktion und b; Expresson im Vergleich
zu Zdlen von normotensiven Retten zeigen (Papapetropoulos et al., 1994).

Die SGC-Expresson wurde in enem weteren Tiermoddl untersucht, den saz-sendtiven Dahl
Ratten, welche bel sdzreicher Di& einen Bluthochdruck entwickeln. In diesen Tieren konnte
eine Hochregulation der b,-Untereinheit bel glechzeatiger Reduzierung der b;-Untereinheit in
der Niere gezeigt werden (Andreopoulos et al., 1997).

Eine wetere pathophysologische Stuation, in der der NO/cGMP-Sgnaweg verandert i, ist
die Nitrat-Toleranz, eine  Unempfindlichkeit gegeniber NO-freisstzenden Nitraten. In
Untersuchungen konnte nach Nitroglycerin-induzierter  Nitrat-Toleranz  in-vivo sowohl ene
erniedrigte cGMP-Akkumulation as auch ene abgeschwéchte vasorelaxierende Potenz der
organischen Nitrate gezeigt werden, be glachzatiger versté&kter Expresson der sGC-
Untereinhaten (Milsch et al., 2001); (Molinaet al., 1987)

Zusitzlich  zu den aufgezéhlten  entwicklungshiologischen und  pathophysologischen
Verdnderungen haben auch enige Subdanzen Einfluss auf die Expresson der SGC-
Untereinheiten. Die Zytokine 111-b und TNF-a, sowie cGMP-Anaoga konnen die a1- und bs-
Expresson in Zelen der glatten Muskulatur der Pulmondatherie der Maus reduzieren. Zum
einen durch eine Aktivierung der NO-Synthase 2 (NOS2) und damit durch eine gesteigerte
cGMP-Bildung, aber auch durch einen noch nicht geklarten NO-unabhéngigen Weg, da auch
Zdlen aus NOS2-ddetierten Tieren ene dgnifikante Veringerung der Expresson zeigen
(Takata et al., 2001). Eine Behandlung mit der Substanz Forskolin, die die Adenylyl Zyklase
aktiviert, und somit den intrazdlul&ren cCAMP-Spiegd erhoht, verringern die mRNA- und
Proteinexpresson der SGC sowohl in  Kultivierten, fetden Fbroblasen der Rattenlunge



(Shimouchi et al., 1993), ds auch in glatten Muskelzdlen der Rattenaorta (Papapetropoulos et
al., 1995)

In Widar-Kyoto Ratten wurde nachgewiesen, dass bel ener chronischen Herzinauffizienz
ene erhdhte SGC-Expresson in der Aorta besteht, die sch durch Gabe von Vitamin E weiter
deigern lield, wobel gleichzeitig die Superoxidanionbildung reduziet wurde (Bauersachs et
al., 2001). Der gleiche Autor konnte in ener friheren Publikation zeigen, dass nach enem
Myokardinfarkt die Expresson der bi-Untereinheit der SGC und die NO-Synthase in Raiten
erhoht it (Bauersachs et al., 1999).

Die Behandlung mit dem Hormon 17 b-Esradiol veringerte die a; und b; Expresson auf
MRNA- und Proteinebene im Uterusgewebe von jungen Méusen (Krumenacker et al., 2001).

In der Rattenzdlinie PC12, einer Pheochromocytoma Zelinie, fihrte eine Expodstion mit dem
Nervenwachsumsfaktor (nerve growth factor, NGF) zu ener verminderten mRNA- und
Proteinexpresson der aj;- und bi- Untereinheiten, sowie zu ene veringeten NO-
dimulierbaren SGC-Aktivité (Liu et al., 1997)

1.2 Die partikularen Guanylyl Zyklasen

Insgesamt wurden seben partikuldre Guanylyl Zyklasen (pGC) in Sdugetieren beschrieben (s.
Tabelle 3). Die pGC bedtzen ene hochkonsarvierte Strukiur, ene extrazdlulére
Bindungsdoméne am N-Terminus, an die in enigen Fdlen Liganden binden (GC-A, -B, -C),
ene Transmembranregion, ene zytoplasmatiscche Membranregion, enen regulaorischen
Bereich, welcher dgnifikante Homologie mit Proteinkinasen aufweis und C-termind  enen
katdytischen Bereich. Aufgrund ihrer Ligandenspezifitdien wurden die pGC in folgenden
Rezeptorklassen aufgetellt: 1. naturetische Peptid Rezeptoren, 2. intestinale Peptid Rezeptoren
und 3. sogenannte OrphanRezeptoren, d.h. Rezeptoren, fir die noch kein Ligand gefunden

wurde.



Tabelle 3: Die verschiedenen bekannten pGC's und deren Liganden, Kofaktoren, chromosomale
L okalisation und Expressionsmuster.
Nach (Lucaset al ., 2000)

Rezeptor Ligand K ofaktor Chromosomen Lokalisation ~ Gewebeexpression
GC-A (NPR-A) ANP,BNP  ATP 1g21-022 (Lowe et al., 1990) Fettgewebe, Nebenniere, lleum,

Niere, Plazenta (Lowe et al., 1989);
Nebenniere, Cerebellum, Herz, Niere
(Wilcox et al., 1991); Lamina
propria (Uhler, 1993); Cochlea
(Furutaet al., 1995); Thymus
(Vollmar et al., 1996); Ovarien
(Jankowski et al., 1997)

GC-B (NPR-B) CNP ATP 9p12-p21 (Loweetal., 1990)  Plazenta (Chang et al., 1989);
Nebenniere, Cerebellum, (Wilcox et
al., 1991); Nebenniere, Atrium,
Cerebellum, Lunge,
Verdauungstrakt, Testis, Ventrikel
(Ohyama et al., 1992);
Uterus/Ovidukt (Chrisman et al.,
1993); Thymus (Vollmar et al.,
1996); Ovarium (Jankowski et al.,

1997)
GC-C ST, 12p12 (Mann et al., 1996) Mukosa (Li and Goy, 1993);
Guanylin, regeneratives L ebergewebe (Laney,
Uroguanylin Jr. etal., 1994)
GC-D ? 11p15,4 oder 11913-g4,1 (Yang Olfaktorisches Epithel (Fulleet al.,
et al., 1996) 1995)
GC-E (Ret GC-1) ? GCAP1,2,3 17p13,1 (Oliveiraet al., 1994) Retina, Pineal Driise (Yang et al.,
1995)
GC-F (RetGC-2) 2 GCAP23  Xq22(Yangetal., 1996) Retina (Yang et al., 1995)
GC-G ? 10g24-g26¢ (Schulz et al., 1998) Darm, Niere, Lunge, Skelettmuskel

(Schulz et al., 1998)

2 Stickstoffmonoxid

Schon 1977 wurde gezeigt, dass Stickstoffmonoxid (NO) as Gas, oder freigesetzt von
Vasodilatoren wie Nitroglycerin und SNP, die sSGC aktiviert (Schultz et al., 1977;Arnold et
al., 1977;Miki et al., 1977). Zu diessm Zetpunkt gab es jedoch keine Hinwelse auf ene
endogene Produktion von NO in tierischen und menschlichen Geweben. Erst 1980 fand
Furchgott, dass das Endothe eine Subgstanz produziert, die die Rdaxation von Blutgefélien
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audod, der sogenannte endothdium-derived relaxing factor (EDRF) (Furchgott and
Zawadzki, 1980). Sechs Jahre spéter schlugen Furchgott und Ignarro unabhéngig voneinander
vor, dass es sich be EDRF um NO handde (Moncada et al., 1988). Schon ein Jahr spéter
wurde dies bewiesen (Pamer et al., 1987;Ignarro et al., 1987). Wenig spéter wurde auch das
Enzym eindeckt, welches NO synthetisert, die NO Synthase (NOS) (Heve et al., 1991). Nun
waren die Hauptbestandteile des Signalweges bekannt. Die NO-Synthase produziert NO,
welches die SGC aktiviert und so zu einen Angtieg des cGMP fiihrt.

Als wichtige Vorgange, die vom NO/cGMP Sgndweg beeinflusst werden, snd zu nennen:
Die Reaxation der glatten Muskulatur und die Blutdruckregulation (Warner et al., 1994), die
Pléttchen- Aggregetion (Buechler et al., 1994), die Neurotrangmisson in peripheren non
adrenergen und non-cholinergen Nerven (Jaffrey and Snyder, 1995) und as zentrder
Modulator bel der Langzeit- Potentierung bzw. - Depression.

NO Effekte bei > 1uM ‘ NO Effekte bei < 1uM

NITROSYLIERUNG L-Arginin
Cys-NO NOS
GS-FDH
Glutathion-abhangige L-Zitrullin
Formaldehyd- Transkriptionsfaktoren
Cys-SH NO /

dehydrogenase
T Ham-haltige Enzyme

>

\

DNA
DEAMINIERUNG
PKG
sGC /
—
De-NITRASE \
PKA PDE
NITRIERUNG
Tyr-NO

Abbildung 2: Ubersicht der ver schiedenen Wirkungsmechanismen von NO.

Abkirzungen: CNG zyklische Nukleotid regulierte lonenkandle, Cys Cystein, PKG cGMP-abhangige
Proteinkinase, PKA cAM P-abhéngige Proteinkinase, PDE Phosphodiesterase, Tyr Tyrosin. Nach (Hanafy et al.,
2001)

Neben der indirekten Wirkung Uber die Aktivierung der sGC kann NO auch Uber andere
Mechanismen die Sgnakaskaden der Zdlen beanflussen. So kann es direkt auf die Aktivitét
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von Enzymen und Transkriptionsfaktoren wirken, welche Metdlionen beinhdten (Gunther et
al., 1997;Goodwin et al., 1998). In héheren Konzentrationen (>1 pM) kann es zu
Nitrosylierungen von z.B. p21 ras (Lander et al., 1995) kommen. Eine weitere Moglichkelt ist
die Entsehung von Peroxinitrit (ONOO) durch die Resktion von NO mit Superoxid
Radikden (O,"), weches zu Nitrierungen fihrt, wie zum Beispid der Prostazyklinsynthase
(Zou et al., 1998;Zou et al., 1999). Abbildung 2 gibt eine kurze Ubersicht tiber die genannten
Mechanismen.

3 Zyklisches 3',5-Guanosinmonophosphat

Wie shon ewdnt ha  zyklisches (cGMP)  vier
Zidproteintypen, welche sane Effekte mediieren: cGMP-abhéngige Proteinkinasen (PKG),
zyklische Nukleotid regulierte lonenkandle (CNG), cAMP-abhdngige Proteinkinasen und

Phosphodiesterasen (Lucas et al., 2000).

3',5'-Guanos nmonophosphat

Tabelle 4: Ubersicht (ber Substrate der PKG | und die durch die Phosphorylierung hervorgerufene

Effekte.
Frei nach (Hanafy et al., 2001).

Substr at

Effekt der Phosphorylierung

Physiologischer Effekt

Inositol Triphosphat Rezeptor/Kanal
(Raeymaekers et al., 1990)

IP3-Rezeptor-assoziertes Protein (IRAG)
(Schlossmann et al., 2000)

Phospholamban (Komaavilas and
Lincoln, 1996)

Vasodilator stimuliertes Protein in
Plattchen (Pryzwansky et al., 1995)

Vimentin in Neutrophilen (Aszodi et al.,
1999)

Thromboxan A2 Rezeptor in Pléttchen
(Wang et al., 1998)

CcAMP Responce Element Binding
Protein (Gudi et al., 2000)

Myosin bindende Untereinheit der
Myosin leichten Kette Phosphatase
(Surkset al., 1999)

Cystein-reiche Proteine (Huber et al .,
2000)

Inhibition

Inhibition

Sarkoplasmatische Retikulum Kalzium
ATPase Aktivierung
?

Inhibition

Aktivierung

Aktivierung

Verringerter zytosolischer
Kaziumgehalt der zur Muskel
Relaxation fuhrt

Verringerter zytosolischer
Kaziumgehalt der zur Muskel
Relaxation fuhrt

S.0.

?

Verringerte Pléttchenaggregation

Erhohte Transkription des fos Genes

Erhdhte Myosin Dephosphorylierung
flhrt zu Relaxation der glatten
Muskulatur

?
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Die PKG snd Serin/Threonin Kinasen, de durch die Bindung von cGMP &ktiviert werden. Es
snd zwel Typen bekannt: PKG | und PKG Il. Die PKG | ig ein zytosolisches 76 kDa
Homodimer. Se wird in den mesten Geweben exprimiet, besonders stark jedoch im
Cerebdlum, in den Blutplétchen und in der glatten Muskulatur. Zwei 1soformen der PKG |
wurden beschrieben, PKG la und PKG Ib. Die meisten Gewebe, mit Ausnahme des Uterus,
exprimieren beide Isoformen (Tamura et al., 1996;Lohmann et al., 1997). Eine Ubersicht ber
die Wirkungern/Funktionen der PKG | igt in Tabelle 4 gegeben. In M&usen, in denen das Gen
fir die PKGI ausgeschatet wurde, wurden vaskuldre, intestinde und erektile Dysfunktionen
beschrieben (Pfefer et al., 1998;Hedlund et al., 2000).

Die PKG Il ig en 86 kDa Protein, welches ebenfdls in einer grofien Zahl von Geweben
exprimiert  wird, nicht aber im kadiovaskuld&en Sysem (Uhler, 1993;Jarchau et al.,
1994;Lohmann et al., 1997). Das einzige bekannte Ziedmolekll der PKG Il it der Cydische
Fibrose Transmembran Conductance Regulator (CFTR) (Vaandrager et al., 1997). In
Knockout-Studien  in Mé&usen  wurden  intestinde  Sekretionsdefekte und  Zwergwuchs
beobachtet.

Die von zyklischen Nukleotiden abhéngigen lonenkande snd spannungsregulierte Kationen
Kande, die aus vier Untereinheiten bestehen, die eine spannungsmodulierende Pore in der
Pasmamembran formen. Es snd funf Isoformen der CNG bekant (McCoy et al.,
1995;Frings, 1997;Misaka et al., 1997;Bid et al., 1999). Die Isoformen CNG 1 und CNG 3
snd an dea reinden Sgndveabdtung in den SiEchen und Zdpfchen betaligt.

Obwohl die cAMP-abhdngigen Proteinkinasen (PKA) nicht en klasssches Zid des cGMP
snd, kann es diexe ativieren. Die fir die Bindung de zyklischen Nukleotide
verantwortlichen Regionen snd be der PKG und der PKA sehr dhnlich. Dennoch ig die
Aktivierung der PKA durch cGMP um den Faktor 50 weniger sdektiv (Lohmann et al.,
1997;Pfeifer et al., 1999).

Die Phosphodiesterasen (PDE) snd die letzte Gruppe der cGMP aktivierten Signdmolekiile.
Diese Enzyme katdyseren die Umsetzung von cAMP oder cGMP zu 5-AMP oder 5'- GMP,
die kene biologische Aktivitst bestzen. Insgesamt wurden finf  Familien von PDE's
beschrieben: die Kazium/Cadmodulin-abhéngigen (PDE 1), die cGMP dimulierten (PDE 1),
die durch cGMP inhibieten (PDE Ill), die CAMP spezifischen (PDE V) und die cGMP
spezifischen (PDE V) (Schmidt et al., 1993;Sonnenburg and Beavo, 1994;Pfeifer et al.,
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1999). Besonders hervorzuheben it die cGMP-spezifische PDE V, welche von zentraer
Bedeutung fir die Sgndwetergabe in den Sdbchen und Zdofchen id.

4  Angiotensin Il

Angiotenan 11 (Angll), ein Octapeptid, ist der Hauptmediator des Renin-Angiotensn Systems
(RAS). Der Hauptsynthesaweg fur Angll it in Abbildung 3 skizziert. Renin katdysert die
Umwandlung von Angiotensnogen zu dem Decagpeptid Angiotensin |, welches anschlief3end
vom Angiotensn konvertierenden Enzym (angiotensan converting enzyme, ACE) hydrolysert
und in Angll umwanddt wird. Weitere mdgliche Synthesawege sind die direkte Umwandlung
von Angiotensnogen in Angll durch den Gewebe Plasminogen Aktivator (tissue plasminogen
activator), Cahepsn G und Tonin oder durch die Hydrolyse von Angl durch Chymase und
Cathepsin G (Johngton and Risvanis, 1997).

Im humanen Sysem wurden zwe Hauptrezeptortypen fir Angll charakterisert: der
Angiotenan |lI-Rezeptor Typl (AT;) und der Angiotensin Il-Rezeptor Typ2 (AT,). Bede
Rezeptortypen snd an en Guanogntriphosphat  bindendes Protein  (G-Protein) gekoppelt
(Timmermans et al., 1993;de Gasparo et al., 2000).

Angiotensinogen

gﬂ/

ACE
unabhangig Angiotensinl
ACE ? ﬂ
Angiotensinll
AT, AT,

Abbildung 3: Synthesewege von Angiotensin | 1.
Abkurzungen: ACE Angiotensin converting enzyme, AT;; AT, Angiotensin I1-Rezeptor Typ 1 bzw. Typ 2.
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Der AT,-Rezeptor scheint eine dem ATi-Rezeptor entgegengesetzte Funktion zu haben. Seine
Expresson wird nach Herzversagen, bei der Regeneration nach Infarkt und bei L&sionen der
Haut bzw. des Nervensystems deutlich erhtht (Nio et al., 1995;Unger et al., 1996;Lucius et
al., 1998Lucius et al., 1999). Dea AT,-Rezeptor i somit in der Kontrolle der
Zdlproliferation, der Zdldifferenzierung, der Entwicklung, der Angiogenese, der
Wundheilung, der Geweberegeneration und der Apoptose beteiligt (sa. Tabelle 5). Dies snd
biologische Prozesse, die den trophischen Effekten, die durch den AT1-Rezeptor vermittelt
werden, entgegenwirken (Kimura et al., 1992;Stoll et al., 1995;Nakajima et al., 1995;Unger
et al., 1996;Unger et al., 1998;de Gasparo et al., 2000)

Tabelle5: Ubersicht der verschiedenen Wirkungen der Angll Rezeptortypen.
Nach (Unger, 2002).

AT1-Rezeptor AT2-Rezeptor

Vasokonstriktion Inhibition von Zellwachstum/ Proliferation
Aldesteron Synthese & Sekretion Vasodilatation

Natrium Reabsorption Modulation der extrazelluléren Matrix
Erhohte VVasopressin Sekretion (neuronale) Regeneration

Verringerter Blutflussin der Niere Zelldifferenzierung

Herz Hypertrophie Apoptose

Herz Kontraktilitét Foétale Gewebeentwicklung

Proliferation der vaskuldren glatten Muskulatur
Extrazellulére Matrix Bildung

Zentrale Osmokontrolle

Verringerung der peripheren noradrenergen Aktivitat
Modulation der Aktivitét des zentralen sympathischen

Nervensystems

Angll beeinflusst den Blutdruck, die Osmoregulation, die Natrium-Reabsorption in der Niere
und die Sekretion von Aldesteron und Vasopressn (Unger, 2002). Darlber hinaus spidt
Angll ene Rolle in der Regulation der Proliferation der glatten Gefaimuskulatur (Carini et
al., 1988), Kardiomyozyten (Stoll et al., 1990) und der koronaren Endothelzellen (Stoll et al.,
1995;Lucius et al., 1999). Angll ig adso en wichtiger Faktor bei der Entwicklung von
diversen Erkrankungen der Niere, des Hirn und des kardiovaskuldren Systems. Dabel werden
die oben genannten Effekte durch den AT;-Rezeptor mediiert (s.a. Tabelle 5).
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5 Endotheline

Endothdin (ET) wurde edmas 1988 in kultivieten Schwenesortenendothelzellen isoliert
(Yanagisava et al., 1988). Zuvor wurde schon en aus dem Endothd  stammender
vasokondtriktiver Faktor postuliert (Hickey et al., 1985). Endothdine snd Peptide aus 21
Aminosaure mit e@nem hydrophoben C-Terminus und 2 Cysein-Bricken am N-Terminus
Drei verwandte Peptide, die sich nur durch 2 bzw. 6 Aminosduren unterscheiden sind ET-1,
ET-2 und ET-3 (Inoue et al., 1989). Alle dre Peptide leiten sich jewels von zwe
Vorléuferformen ab. Prepro-Endotheline, ca. 200 Aminosduren lange Peptide, werden durch
ene Furin dnliche Proteese geschnitten und so das zwete, biologisch inaktive
Vorlaufermolekll  erzeugt, die groRen Endothdine (big ET's) mit einer Lange von 37-41
Aminosuren. Diese werden durch ene Gruppe von membrangebundenen  Zink
Metdloproteasen, die der Neprilyn-Familie der Proteasen zugehdrig snd, in die refen,
biologisch aktiven Peptide Uberfihrt (Inoue et al., 1989). Diese Proteasen werden Endothelin
konvertierendes Enzym (Endothdin converting enzyme, ECE) genant. Neben den
beschriebenen Enzymen ECE-1 und ECE-2 muss es noch ene wetere, dritte, noch
unbekannte Protease geben, die bigET zu ET spdten kann, da in ECE-defizienten Mausen
ene ausechende Menge von refem ET gefunden wird (Yanagisawa et al., 2000). Zur
Ubersicht siehe auch Abbildung 4.

In SAugetieren snd zwe Rezeptoren fur Endotheline beschrieben worden: ETa und ETg
(Yanagisawa et al., 1990;Sakurai et al., 1990). Beide sind , klasssche® GProtein gekoppelte
Rezeptoren, mit deben transmembrandren Doménen, die sich Uberlappende Typen von G-
Proteinen aktivieren, wobel der ETa-Rezeptor am héaufigten mit Gq, Gs und ETg mit G, Gq
gekoppet ist (sa Abbildung 4). Der ETa-Rezeptor bedtzt eine subnanomolare Affinitét fur
ET-1 und ET-2 und ene ca 100fach geringere Affinité fir ET-3. Der ETg-Rezeptor
hingegen bestzt fur dle Endothdin Peptide ene dliche Affinitéd im subnanomolaren
Bereich. Eine Besonderheit des ETg-Rezeptors ist, dass vermutet wird, dass er ds Clearance-
Rezeptor fungiert. Nach Blockade des ETg-Rezeptors mit dem spezifischen Antagonisten
BQ788 wurde eine veringerte Aufnahme von radioaktivem, intravends verabreichten ET-1 in
Lunge und Niere und somit eine geringere Klérung vom kardiovaskuldren System beobachtet
(Fukurodaet al., 1994).
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prepro ET-1 prepro ET-2 prepro ET-3

Furin ahnliche Furin &hnliche Furin ahnliche
Protease Protease Protease

big ET-1 big ET-3 big ET-3

l ECE-1, ECE-2 l ECE-1, ECE-2 l ECE-1, ECE-2

ET-1 ET-2 ET-3

NS

ET, Rezeptor ET; Rezeptor

! !

qu GSI .- GI, Gq1 e

Abbildung 4: Schema der Endothelinsynthese und Rezeptor bindungen.
Abklrzungen: ET-1 Endothelin-1, ECE Endothelin converting enzyme, ETa, ETg Endothelin-Rezeptor Typ A
bzw. Typ B. Nach (Kedzierski and Y anagisawa, 2001).

In Tabelle 6 it eine Ubersicht (iber die Expresson der beiden Rezeptoren (ETa und ETg) und
ET-1 aufgefihrt. Dabei snd die Endothezdlen in-vivo die hauptsschliche Qudle fur ET-1.
ET-2 und ET-3 werden von den Epithezdlen des Intedtindtraktes produziert und ET-3

dartiber hinaus von Neuronen und von den Epithelzellen der Nierentubuli.

Die Endothdine konnen nicht as zrkulierende Hormone bezeichnet werden, denn die
Plasmakonzentrationen von z.B. ET-1 liegen bel ca 1 pM, ene Konzentration, die etwa en
Hundertdel unter der Konzentration liegt, die fir ene pharmakologische Wirkung nétig is.
Die Mengen von zirkulierendem ET-2 und ET-3 snd noch deutlich geringer (Battigini et al.,
1993) . Endotheline snd dso ds autokrine und parakrine Faktoren zu betrachten.

Uber die Regulation der Endothdine ist wenig bekant. Da jedoch vide Endothdin-
produzierende Zdlen keine Vorratsvesikel oder regulierte Sekretionswege bestzen, findet die
Regulation auf Ebene der Synthese datt (Kedzierski and Yanagisawa, 2001). In einer Vidzahl
von Zdlen wird die ET-1 mRNA durch TGF-b, TNF-a, Interleuking, Insulin, Noradrendin,
Angiotensn 1l und Thrombin hochreguliert (Yanagisava et al., 1988;Kurihara et al.,
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1989;Emori et al., 1992). In den Endothdzelen des Gefdisystems wirken Dehnung und
Schubspannung biphesisch, die ET-1 mRNA wird zuerst induziert und anschliefiend reduziert.
Ebenso reduzierend auf die ET-1 mRNA-Expresson in den Endothelzdlen wirken NO,
Prostazykline und ANF (Boulanger and Luscher, 1990);(Kohno et al., 1992); (Prins et al.,
1994).

Tabelle 6: Ubersicht der Gewebeexpression von ET -1 und der beiden Rezeptortypen (ET o und ETg).
Nach (Kedzierski and Y anagisawa, 2001)

ET-1 ETa ETg

Endothel zellen + - +
Glatte Muskelzellen - + +
Kardiomyozyten + + +
Hepatozyten + + +
Sammerohr der Niere + - +
Neurone + + +
Osteoblaten - + +
Keratinozyten + + +
Adipozyten - + +

Im Gefdsysem wird nur ET-1 produziert. Die lokade ET-1 Konzentration in den
Gefddwanden i dabe mehr ds 100fach héher ds im Pasma (Yanagisawa et al.,
1988;Tonnessen et al., 1998), da die Endothelzellen ca. 80% des ET-1 in Richtung der glatten
Muskdzdlen sezernieren (Wagner et al., 1992;Howard et al., 1992). Neben den
Endothelzdlen konnen auch Gefdldmuskdzdlen wéhrend  Entzindungsprozessen  ET-1
erzeugen. Es interagiet mit dem ETa-Rezeptor auf den glaten Muskdzdlen und mit dem
ETs-Rezeptoren der  Endothelzdlen und eniger Muskdzdlen (Yanagisawa et al.,
1990;Sekural et al., 1990;Batra et al., 1993), wobe sich die Vertellung der Rezeptoren von
Gefdld zu Gefdd unterscheidet. So ist das Verhditnis ETa @ ETg in Venen geinger ds in
Arterien (Lipaet al., 1999).
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NO
ET-1 'jAG'z

/
NOS
cox-1 |Endothel

@uskulatur ggl
\ 2

Vasokonstriktion Vasodilatation

Abbildung 5: Ubersicht iiber die Signalkaskaden ET -1im GefalRsystem.
Abkirzungen: ET-1 Endothelin-1, ECE Endothelin converting enzyme, ETa, ETg Endothelin-Rezeptor Typ A
bzw. Typ B, NO Stickstoffmonoxid, NOS NO-Synthase, COX-1 Zyklo-Oxigenase-1, PG, Prostazyklin.

Intravenbse Gabe von ET-1 fiuhrt zu ener kurzfrigigen Erniedrigung des vaskuldren
Widergtandes (einige Minuten), anschlieRend folgt eine Vasokondriktion, die bis zu ener
Stunde anhdten kann (Wright and Fozard, 1988). Die Vasordaxation wird indirekt Uber die
ETs-Rezeptoren der Endothelzellen vermittet, die nach Bindung von ET-1 NO und
Prostazyklin ausschiitten (s.a. Abbildung 5).

Die Vasokondriktion efolgt Uber die Aktivieeung des ETa-Rezeptors der glatten
Muskelzdlen, wie durch die Gabe von spezifischen Antagonisten gezeigt wurde (Bird et al.,
1993;Haynes and Webb, 1994). Mause, in deren Endothezdlen spezifisch der ETa-Rezeptor
ausgeknockt wurde, zeigen enen um ca 15 mm Hg reduzierten Blutdruck (Kisanuki et al.,
1999). Vewirrenderweise haben Bluthochdruck-Patienten keine pharmakologisch  aktive
Pasmakonzentration von ET-1 (Battidini et al., 1993;Luscher et al., 1993). Dies zusammen
mit der Beobachtung, dass Patienten mit erhdhtem Blutdruck und Nierenversagen oder
vaskul&ren Erkrankungen ene etwa 10fach erhohte ET-1 Plasmakonzentration haben, deutet
auf eine lokal gestorte Produktion und/oder Clearance von ET-1 hin (Battigini et al., 1993).
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Auch bel der Pathogenese der Atheriosklerose spidt ET-1 ene Rolle. Hier sezernieren
Endothelzdllen und Makrophagen ET-1, welches ETa-Rezeptoren auf Makrophagen, glatten
Muskelzdllen und Fibroblagten aktiviert. Es hat mitogene Effekte auf die glatten Muskezelen
und Fbroblasen und dimuliet Entzindungsmediaioren in Makrophagen, sowie
Fribronektin-Bildung in der glaten Muskulaur (MacNulty et al., 1990;Hahn et al.,
1993;Fujitani et al., 1995;MacNulty et al., 1997).

Knockout-Experimente in Mausen haben deutlich gezeigt, wedche wichtige Rolle das
Endothdinsystem in der Entwicklung spidt. ET-1, ETa-Rezeptor und ECE-1 werden fUr die
richtige Entwicklung und Muderbildung der craniofeciden Strukturen und der Herzgefdle
benttigt (Kurihara et al., 1994;Yanagisawa et al., 1998;Clouthier et al., 1998). ET-1 und
ETa-Rezeptor Knockout Méuse sterben bel der Geburt durch mechanische Verletzungen,
hervorgerufen von den schweren Missbildungen der Gesichts und Halsstrukturen. Zu diesen
Misshildungen kommen noch schwere Defekte in der Entwicklung der Arterien. So fehlt die
rechte Arterie subclavia, es snd Unterbrechungen in der Aorta und im rechten Aortenbogen
2u finden (Kurihara et al., 1995;Yanagisawa et al., 1998;Clouthier et al., 1998). ET-3, ETs
und ECE-1 snd notwendig fur die korrekte Entwicklung der aus dem Neurarohr slammenden
epidermden Mdanozyten und enterischen Neuronen (Baynash et al., 1994;Hosoda et al.,
1994;Y anagisawa et al., 1998). ECE-1 defiziente Tiere sterben schon prénad, sSe zeigen den
Phanotyp der ET-VETA und ET-3ETB  defizienten Tieree Neben  ener
Pigmentierungsstorung der Haut und des Fdls fihrt der Verlust der enterischen Neuronen zu
ener Dilatation des proximden Dams und s0 zur intedinden Dysfunktion und damit
schliedich zum Tod (Baynash et al., 1994;Hosoda et al., 1994;Yanagisawa et al., 1998). Im
Menschen wird die Hirschsprung Erkrankung durch Mutationen in den Genen fir den ETg-
Rezeptor und ET-3 hervorgerufen (Gariepy, 2001) (Chakravarti, 1996;Edery et al., 1996). Fur
eine Ubersicht s. auch Tabelle 8.

Dariiber hinaus beanflussen Endotheline im Herz die lonotropie, Chrontropie und mediieren
Umbauprozese im Stauungs-Herzversagen. In den Lungen regulieren sie den Tonus der
pumonaren Luftwege und Gefde Auch snd de an der Entwicklung des pulmonden
Bluthochdruck betelligt. In der Niere kontrollieren sie die Exkretion von Wasser und Sdz, das
Saure-Base Gleichgewicht und snd an der Pathophysologie des akuten und chronischen
Nierenversagens  betelligt. Einen Uberblick Uber die verschiedenen Endothdin-Wirkungen
gibt Tabelle 8.

20



Tabelle8: Ubersicht der Funktionen des Endothelinsystemsin ver schiedenen Geweben.

Nach (Kedzierski and Y anagisawa, 2001)

Funktion(en)

beteiligte Endothelin Komponenten

Positive Effekte

in der embryonalen und neonatalen Entwicklung von:

Hirn- und Herzvorlauferzellen

Enterischen Neuronen und Hautmelanozyten
Neonatalen Wachstum & intestinalen Funktionen
in der renalen Homeostase

Salz Haushalt

Séure-Base Haushalt

Regulation des basalen Gefal¥onus

Herz Gewebsregeneration nach akuter Ischamie
Zentrale Atmungs-Regulation

Negative Effekte

Pathophysiologisch erhdhter Blutdruck
Chronische Gewebschadigung- Umbau,

Entziindungsantwort

ET-1, ECE-1,ETh
ET-3,ECE-1,ETg
ET-2,ECE-1(?),ETa & ETg (?)

ET-1, ECE-1(?), ETs

ET-1, ECE-1(?),ETg

ET-1, ECEL(?), meistens ET o

ET-1, ECE-1(?), meistensET 5

meistens ET-1, ECE-1 & ECE-2(?), meistensET 4

ET-1, meistens ECE-1, meistensET
ET-1, meistensECE-1, ETA & ETg
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Il Aufgabenstellung

Die Erkrankungen des Herzkredaufsysems snd ene der am haufigden auftretenden
Erkrankungen in den heutigen Industriestasten. Zunehmend wird bel den Forschungen an den
z2ugrundeliegenden  biologischen Mechanismen neben den Dysfunktionen des Endothels auch
die Dysfunktion der glatten Gefd3muskulatur as wichtige Ursache oder Konsequenz dieser
Erkrankungen gesehen.

Dabe ist der NO/cGMP Signdweg ener der vermutlich bedeutenden Mechanismen, die am
Geschehen diesr Krankhaten betelligt igt. Die lédiche Guanylyl Zyklase (SGC) ig enes der
zentrden Enzyme in diesr Signalkaskade, dennoch ist nicht vid Uber die Regulation dieses
Proteins bekannt. Zid dieser Arbeit soll es sein, den Einfluss von endogenen vasoaktiven
Substanzen, die auch be pahophysologischen Stuationen ene Rolle spiden, auf die
Expresson und NO-induziete Aktivitdt der lodichen Guanylyl Zyklase zu untersuchen.

Fir die Untersuchungen der Expresson auf Ebene der Transkription soll die mdgliche
Anderung des mRNA-Gehdts der aj;- und bj- Untereinheiten, die im Kardiovaskularen
Sysgem am wichtigden Untereinheiten der heterodimeren sGC, mittddls RT-PCR  bestimmt
werden. Dartiber hinaus sollen die Promotoren der ai- und bi- Unterenheiten kloniert und
deren basde Aktivitd und Induzierbarkeit in kultivierten, glaten Muskdzdlen der Rate
untersucht werden.

Fir die Bestimmung der NO-dimulierbaren Enzymaktivitdt wird en in-vitro Essay System
verwendet, in dem neben kultivieten glatten Muskdzdlen auch Ratteneorten und
Koronargefde des Schweins verwendet werden sollen, um ein mehr in-vivo nahes Modell-

System zu verwenden.
In isometrischen Kontraktionamessungen mit  Segmenten der thorakden Rattensorta <ol

zudem untersucht werden, inwieweit dch Effekte auf die SGC Expresson oder
Enzymektivitdt auf die NO-induziete Relaxation von vorkontrahierten Gefélien auswirken.
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Il Material und Methoden

1 Material

1.1 Chemikalien

Alle Chemikdien, sofern de hier nicht extra aufgefiihrt snd, wurden in p.a Quditét von den
Firmen. Sigma (Steinheim), Boehringer (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Aventis (Frankfurt
aM.) bezogen.

Die Bezugsqudlen fr die Substanzen waren:

Benzamidin, Bovines  g-Globulin,  Diclofenac,  Digthylenetriaminepentaacetic  Acid,
Dithiothreitol, Ethylen  Glykol-bis  (beta-Aminoethylether)  N,N,N°,N’-Tetraacetic  Acid,
Gluthation, Guanos ntriphosphet, zyklisches  Guanosinmonophosphat, 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin, Krestin-Phosphat, Leupeptin, N-Nitro-L-Arginin Methyl Ester, N-Nitro-L-
Arginin, Phenylephrin, Natriumnitroprussid, Sucrose von Sgma (Deisenhofen)

Cddumchlorid-Dihydrat, Ca-EDTA, CaTitriplex, Glucose, Kadiumchlorid, Natriumcarbonat,
Natriumhydrogencarbonat, Natriumnitrit, Zinkacetat von Merck (Darmstadit)

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsiure . (HEPES), Tween 20 von  Serva
(Heidelberg)

Magnesum-Heptahydrat, Magnesumchlorid-Hexahydrat, Natriumchlorid von  AppliChem
(Darmstadt)

Glycopherol/Cremophor RH40, S973448 von Aventis (Frankfurt aM.)
K etamin (Exalgon 1000%) von Rhone Merieux (Laupheim)

Xylazin (Rompun TS®) von Bayer (Leverkusen)

Dimethylsulfoxid von Huka (Neu-Ulm)
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[a-32P]-GTP von Dupont (Dreieich)

Heparin-Natrium (Liquemin N 25.000%) von Hoffmann-La Roche (Grenzach-Wyhlen)

K reatin- Phosphokinase von Boehringer (Mannhem)

Tris von United States Biochemica (Cleveland, Ohio, USA)

DNAzol®, Molecular Research Center, Inc. (Cincinnati, Ohio, USA)

Effectene™ von QIAGEN (Hilden)

1.2  Zellkultur Medien

L 6sung Firma

Minima Essentid Medium Gibco BRL
Dulbecco’'s MEM S.0.
Trypsn-EDTA S.0.
Einfriermedium S.0.
Pferdeserum S.0.
Penidllin-Streptomycin S.0.

PBS S.0.

Fotaes Kdberserum PAN Systems
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1.3 Verwendete Plasmide

Der Vektor Bluescript®l SK* (pBSSK*, von Strratagene) ist eine pBR322-Deriva und
wurde durch Einbau der T3 und T7-Promotoren, welche die Herstdlung von in-vitro
Transkripten erlauben, in die pUC19-, Polylinker*-Region, sowie eine im Gegensatz zu pUC-
Vektoren ewedtete multiple Klonierungsstdle erhdten. Ferner eemdglicht  eine  intragene
M13-Sequenz die Isolierung enzedrangiger DNA mit Hilfe enes Hdferphagen. Der
Leserahmen des b-Gaaktosidase-Gens wurde bel der Konstruktion des Vektor erhaten, daher
kénnen nicht rekombinante von rekombinanten Klonen in Gegenwart von X-Ga und IPTG
durch Blauférbung unterschieden werden.

Der Vektor pCRII (von Invitrogen) dient der Klonierung und anschlief3ender Sequenzierung
von PCR-Produkten. Er besitzt Sp6- und T7-Promotoren, welche die Hergtelung von in-vitro
Transkripten erlauben und ene multiple Klonierungsstelle. Ferner dienen zwa M13-
Sequenzen ds Startddle fur die Sequenzierung. Der Leserahmen des b-Galaktosidase-Gens
wurde be der Kondruktion des Vektor erhaten, daher konnen nicht rekombinante von
rekombinanten Klonen in Gegenwart von X-Ga und IPTG durch Blauférbung unterschieden

werden.

Der Vektor pGL3-Basic (Promega) ist en Reporter-Vektor zur Expresson enes
Reporterproteins in  eukaryontischen Zdlen. Er bedtzt neben den Ublichen Eigenschaften
enes Vektor (Ampicillin Resgtenz,  prokaryotischen  Replikationsstart,  multiple
Klonierungsstelle) keine eukaryotischen Promotor und Enhancer Sequerzen. Zusitzlich
bedstzt er das Gen fur die Frefly (Photicus pyrdis) Luziferase (Reporter-Gen), davor en
kingliches Poly(A) Signd zur Reduktion enes mdglichen Hintergrundrauschens und fir die
korrekte Trandation das Poly(A)-Signd des Smian Virus 40. GeneBank®/EMBL Sequenz
Zugangsnummer: U47295

Der Vektor pRL-TK (Promega) dient ds interne Kontrolle der Trandfektionseffizienz. Er
enthdt das Luziferasegen des marinen Organismus Renilla reniformis unter Kontrolle des
Herpes smplex Thymidin Kinase Promotors, welcher moderate, konditutive Expresson der
Renilla Luziferase in eukaryotischen Zdlen ezeugt. Zusdizlich enthdt e ene Ampidillin
Resgenz, prokaryotischen Replikationsstart, multiple Klonierungsstelle und fir die korrekte
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Trandation das Poly(A)-Signd des SV40. GeneBank®/EMBL Sequenz  Zugangsnummer:
AF025846

1.4 Verwendete Escherichia coli Stamme

Zur Klonierung und Amplifiketion von DNA wurde folgender Escherichia coli Stamm

verwendet:

DH5a (supE44 lacU169 [ F 80lacZM15] hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl)
(Rdeigh et al., 1989)

Die Mutation im Gen hsdR verhindert Methylierungsresktionen an Fremd-DNA. “Amber”-
Mutationen werden durch den von supE kodierten Suppressor supprimiert. Dieser baut bel
UAG Codons die Aminoséure Glutamin ein. Die Mutation F 80lacZM15 ermoglicht eine a-
Komplementation mit dem Aminoterminus der b-Gaactosdase. Das endA-Gen kodiert fir
die Endonuklease I, gyrA fir eine Untereinheit der DNA-Gyrase. Die Mutation im thi-1 Gen
charakterisert einen Defekt des Thiamingtoffwechsds und relA bezeichnet ein Gen der
Regulation der RNA-Synthese. Eine Mutation im recA-Gen hat einen Audfal der genetischen
Rekombination zur Folge.
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1.5 Gerate

Tabdle9: Liseder verwendeten Ger éte

Gerat Ger étebezeichnung Firma

Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus

Zentrifuge Biofuge Fresco Hereaus

Inkubator (Zelkultur) CO, Water Jacketed Incubator Heraeus

Sterilbank Hera Safe Heraeus

Autoklav Varioklav Varioklav

Wasserbad - K éttermann

Spektrometer GeneQuant

Tranderkammer Mini Trans-Blot Cdl Bio-Rad

Transferkammer Trans-Blot SD Bio-Rad

(Halbtrocken System)

Elektrophoresekammer Mini Protean |1 Cdll Bio-Rad

Orbital- Schiittler Unimax 2010 Heidolph

Expositionskammer Dr. Goose Suprema Universal 100 -

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Ind.

Luminometer Autoluminat LB953 EG & G Berthold

Fluoreszenzmikroskop Letz

Homogenisator Ultra Turrax T25 IKA Labortechnik

Cycler PE 9700 Perkin Elmer

Redl- Time Cyder ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection ~ Applied Biosystems
System

Sequenzer ABI PRISM™ 310 Genetic Andyser Applied Biosystems

Bakterien Inkubator Function Line Hereaus

Bakterienschittler Unitron Infors

Geldokumentationanlage GelDoc® 1000 BioRad

1.6 Losungen und Puffer

1.6.1 Zellextrakte

Lysspuffer:
(Gesamtzdllextrakte)

20mM  HepesKOH pH 7,5
350mM  KCI
I1mM  MgCl
05mM EDTA pH 8,0
01mM EGTA pH 8,0
20% Glycerin
1% NP40
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Auggleichpuffer:
(Gesamtzdllextrakte)

TEN:

Lysspuffer:
(Luziferase Essay)

Puffer A (Hypotonischer
Lysspuffer):

Puffer B
(Kernextraktionspuffer):

20mM
0,2mM
20 %

40 mM
150 mM
1ImM

100 mM
0,25% (w/w)
2mM

2mM

10 mM
10 mM
1,5mM

20 mM
25 % (VIv)

400 mM
0,1 mM

Protease Hemmer: 1:500 DTT (1 M in DMSO),
1:1000 Aprotonin (1 M in 0,01 M HEPES pH
8,0), 1:2000 Leupeptin (1 M in Wasser), 1:500
PM SF (gesittigte Losung in Ethanol)

Hepes KOH pH7,5

EDTA pH8,0

Glycerin
Protease Hemmer: 1:500 DTT (1 M in DMSO),
1:1000 Aprotonin (1 M in 0,01 M HEPES pH
8,0), 1:2000 Leupeptin (1 M in Wasser), 1:500
PM SF (gesittigte Losung in Ethanol)

TrispH 7,5
NaCl
EDTA pH 8,0

KsPOy4 pH 74
Triton X 100
DTT

EDTA

Hepes-KOH pH 7,9

KCI

MgCl
Protease Hemmer: 1:500 DTT (1 M in DMSO),
1:1000 Aprotonin (1 M in 0,01 M HEPES pH
8,0), 1:2000 Leupeptin (1 M in Wasser), 1:500
PM SF (geséttigte Losung in Ethanol)

HepespH 7,9

Glycerin

NaCl

EDTA
Protease Hemmer: 1:500 DTT (1 M in DMSO),
1:1000 Aprotonin (1 M in 0,01 M HEPES pH
8,0), 1:2000 Leupeptin (1 M in Wasse), 1:500
PM SF (geséttigte Losung in Ethanol)
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Puffer D (Ausglechspuffer):

20mM
20% (Viv)
0,2 mM
0,25% (vIv)

HepespH 7,9

Glycerin

EDTA

Nonidet P40
Protease Hemmer: 1:500 DTT (1 M in DMSO),
1:1000 Aprotonin (1 M in 0,01 M HEPES pH
8,0), 1:2000 Leupeptin (1 M in Wassar), 1:500
PM SF (geséttigte Losung in Ethanol)

1.6.2 Guanylyl Zyklase Aktivitatstest

L 6sungen zur Bestimmung der Guanylyl Zyklase-Aktivitét

Homogenisations- Puffer :

Arbeitspuffer:

Subdtratl 6sung:

1.6.3 Bakterienmedien

Luria-Bertani Medium (LB):
(per Liter)

20 mv
0,25 M
02 mM
10 pg/ml
2mM
10 mM

30 mM
3mM

100 pg/mL
5mM

100 pg/mL
3mM

03 mM
05 mM
05 mM

50 nM/3 x 10° cpm
200 uM
50 uM

Tris-HCl (pH 7)
Sucrose

EDTA
Leupeptin
Benzamidin
DTT

Tris-HCI (pH 7,4)

M gC|2

g-Globulin
Kreatin-Phosphat
Kreatin-Phospokinase
Glutathion

L-NNA

IBMX

DTPA

(a-**P)GTP; 0,2 uCi
cGMP
GTP

10g Bacto-Trypton
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LB-Ampicillin Medium:

164 DNA

TriYEDTA-Puffer (10/2) (TE):

TriSEDTA-Puffer (50/10) (TE):

Tris/Acetat/EDTA- Puffer
(TAE 40x):

DNA-Gedladepuffer (6x):

EtBr- Stamml ésung (10.000x):

59 Bacto-Yeast Extrakt
10g NaCl

LB Medium
20 pg/ml Ampidllin

10mM  Tris
1mM EDTA, pH 8,0

50mM Tris
10mM EDTA, pH 8,0

16M Tris
0,8M NaAcetat
0,08M EDTA,pH 79

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

10mg/m H,O
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1.6.5 Organbad

Hepes-Tyrode- Pufferl dsung:

Krebs- Hensdeit- Pufferl 6sung:

Kdiumreiche Krebs-Hendeait-
Pufferlésung:

132,0 mM
94 mM
50mM
40 mM

0,49 mM
1,0 mM

1190 mM
4,7 mM
1,6 mM
1,2 mM

21,0 mM
1,2 mM
0,026 mM
12,0 mM
0,02 mM

80,0 mM
45,0 mM
1,6 mM
1,2 mM
21,0 mM
1,2mM
0,026 mM
12,0 mM
0,02 mM
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NaCl

Hepes
Glucose x H,O
KCI

M gC|2 X 6 H,O
CaC|2 X 2 H,0

NaCl

KCI

CaCl, x 2H,O
MgS()4 X 7H20
NaHCO3
KH>PO4
Ca-EDTA
Glucose x H,0
Diclofenac

KCI

NaCl

CaC|2 X 2H,0
M gS()4 X 7H20
NaHCO3
KH2PO4
Ca-EDTA
Glucose x H,0
Diclofenac



1.7 Diverse Verbrauchsmaterialen

Tabdle 10: Listediverser Verbrauchsmaterialien

Material Firma
Gewebekulturschaen (94/16 mm) Greiner Labortechnik
Gewebekulturschaen (6x Makroplatte TC) Greiner Labortechnik
Gewebekulturschaen (60/15 mm) Greiner Labortechnik
Kyroréhrchen Nunc Inter Med
Zd|schaber Costar
Luminatrohrchen Greiner Labortechnik
Pasmid Purification Maxi Kit Qiagen
Rongtenfilm Kodak
ProteingréfRenmarker (Low Range) BioRad
Proteingrof3enmarker (High Range) Sgma
DNAgrolenmarker (I DNA Hindlll verd.) MBI Fermentas
DNAgroRenmarker GeneRuler 100 bp ladder MBI Fermentas

1.8 Computerprogramme

Fur die Andyse und Bearbeitung der DNA Sequenzen wurden Telle des DKFZ Service

Softwarepaketes HUSAR verwendet.

Fur die Ergtellung von Diagrammen und Tabellen EXCEL 2000 von Microsoft.
Fir die Bearbeitung und Ergellung von Abbildungen wurde CordDraw9 und CoreDraw9

Photoshop benutzt.
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2 Methoden

2.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen (E. coli)

Von ene E. coli DH5a-Ubernachtkultur wurden 100 ml LB-Medium 1:100 angeimpft und
ba 37°C unter Schitteln inkubiert. Be einer ODgop zwischen 0,4 und 0,6 wurden die Zdlen
abzentrifugiert (10 min, 1500 g, 4°C). Anschliel¥end konnten die Zdlen in 20 ml RF1 Puffer
(100 mM RDbCl, 50 mM MgCh, 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl, 15% Glyzerin, pH 5,8)
aufgenommen und 2 Stunden auf Eis inkubiert werden. Nach Sedimentation der Zdlen durch
Zentrifugation wurden diese in 4 ml RF2 Puffer (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCb,
15% Glyzerin, pH 6,8) aufgenommen und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Diese Suspension
kompetenter E. coli-Zdlen wurde zur Lagerung be -70°C in 500 ul Aliquots aufgetellt.

2.2 Transformation von kompetenten E. coli

Zu 50 ul DH5a Zdlen wurden ca. 1 g Plasmid DNA (in TE Puffer) gegeben und 30 min auf
Eis inkubiet. Nun efolgte ein Hitze-Schock (37°C, 20 sec), danach wurden 450 pl LB
Medium hinzugegeben und fir ene Stunde inkubiet (37°C, unter schitten). Von dieser
Zdlsuspenson wurden 100-150 Y auf LB-amp Platen aufgetragen und Uber Nacht im
Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Wurde en Pasmid trandformiert, das eine BlarWeR-Sdektion ermdglicht, wurden die
Matten vor dem Aufbringen der Zdlen mit 30 yl X-Ga (2% in Dimethylformamid) und 30 |k
IPTG (0,01 M in HyO) bestrichen.

2.3 Plasmid DNA Praparation im grof3en Mal3stab

Fur die Gewinnung von Plasmid DNA wurden trandformierte Bakterien Zelen des Erischia
coli Stammes DH5a verwendet. Von LB-Paten wurde eine enzelne Kolonie gepickt oder
en 50 pl Aliquot von enem Glycerolgock entnommen und damit 5 ml LB-Medium
angeimpft (Inkubation Uber Nacht, 37°C, 160 RPM). Von dieser Vorkultur wurden wiederum
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100-150 ul entnommen um ene Grokultur mit 50 ml LB-amp-Medium anzulegen
(Inkubation Uber Nacht, 37°C, 160 RPM).

Nach Uberfihren diessr Grofkultur in Zentrifugenréhrchen und Zentrifugation bei 6000xg,
30 min wurde unter Nutzung eines Qiagen-Midi Plasmid Purification Kits die Plaamid DNA
euiet. Anschlie?end wurde die DNA mit 0,7 Volumen Isopropanol praezipitiet und
abzentrifugiert (15000xg, 30 min, 4°C). Nach Lufttrocknen des Pdlet wurde es in 450 yl TE
(10/1) Puffer (pH 8,0) aufgenommen in ein Eppendorf-Resktionsgefdd Uberfihrt und durch
Zugabe von 2 Volumen 100% Ethanol, 1/10 Volumen Natriumacetat (pH 5,2) und 30 min
Inkubation bel -20°C erneut praezipitiert. Nach Zentrifugation (30 min, 12.000xg, 4°C),
Waschen mit 70% Ethanol und erneuter Zentrifugation (5 min, 12.000xg, 4°C) und
Luftrocknen des Pdlet wurde die Pasmid-DNA in TE Puffer aufgenommen. Die

Betimmung der Ausbeute efolgte mit Hilfe des UV-Spektrometers. Dazu wurde die
Optische Dichte (OD) bei 260 und 280 nm gemessen (OD,,.=1»50 pg/ml). Zur Kontrolle auf

Verunreinigungen wird der Quotiert der OD,,,/OD,,, errechnet, welcher zwischen 1,8 und 2,0
liegen sollte (empirisch gefundener Wert).

Um die Korrektheit der Klonierung zu Uberprifen wurde die gewonnene Plasmid-DNA enem
andytischen Verdau unterworfen und in einem 0,8 % Agarosege aufgetrennt.

2.4 Plasmid DNA Praparation zum Screening

1 — 2 ml LB wurden mit einer Einzekolonie de jewelligen E. coli Klons beimpft und 816 h
be 37°C, 160 RPM inkubiert. Jewels 1 ml der gewachsenen Kulturen wurden in enem
Eppendorf-Reektionsgefdd  abzentrifugiert  (Eppendorfzentrifuge, 30 sek., 10.000xg). Der
Niederschlag wurde in 100 pl TE(50/10) /RNaseA (10mg/ml in 50 mM NaAcetat, pH 4,8,
Hitzeinaktiviert) suspendiert und mit 200 pl 0,2 M NaOH/1% SDS versetzt. Nun wurden 200
i 3 M K-Acetat (Fdllung von chromosomaer DNA, Proteinen und Lipiden) hinzugegeben,
geschiittelt und 5 min abzentrifugient (Eppendorfzentrifuge, 10.000xg). Der Uberstand wurde
von den ausgefditen Proteinen abgenommen und nach Zugabe von 500 pl Isopropanol 10
min be 10.000xg und 4°C zentrifugient. Der Uberstand wurde dekantiet und das Pellet mit
500 yl 70% Ethanol fir weitere 5 min zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde anschlief3end
getrocknet und in 20-50 pl TE(10/10) aufgenommen.
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2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelésungen

Die Konzentration von reinen Nukleinsurddsungen wurde spektrometrisch durch Messung
der Absorption bel 260 nm (Ezso) bestimmt. Dabe gilt:

Konzentration von Plasmid- oder genomischer DNA: = Exgo X 50 (ug/mi)
Konzentration von einzelstrangiger DNA oder RNA: = Epgo X 36 (ug/ml)

2.6 Restriktionsendonuklease-Spaltung von DNA

Plaamid-DNA sowie Raten gesamt-DNA  wurden in der Regd mit 1-2 Einhdten
Redriktionsendonuklease pro pg DNA fir 1-12 h unter den vom Herstdler angegebenen
Puffer- und Temperaturbedingungen inkubiert.

2.7 Gelelektrophorese von DNA

Die DNA Proben wurden mit 1/6 vol DNA-Ladepuffer versetzt und anschlielend in
Horizontagelen dekirophoretisch bei 40-120 V getrennt. Die Elektrophorese wurde im
dlgemanen 0 lange durchgefiihrt bis die Bromphenolblau-Bande das untere Viertd des Gels
ereicht hate Die Agarosskonzentration betrug je nach der Grole der zu trennenden
Fragmente 0,8-2% (w/v). Als Elektrophoresepuffer wurde TAE 1x verwendet. Die Gee
wurden anschliel¥end in 0,1% EtBr-Lésung 5 min geféabt und unter UV-Licht photographiert
(GelDoc®, Biorad).

2.8 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Um DNA Fragmente nach erfolgter eektrophoretischer Auftrennung aus Agarosegelen zu
isolieren wurde das NucleoSpin™ Kit von Machery & Nagd verwendet. Zuerst wurden die
DNA-Banden aus dem Gd geschnitten, in derile Eppendorfresktionsgefd3e tberfihrt und
gewogen. Die Gedsdtiicke wurden mit der vom Herddler angegebenen Menge Puffer versetzt
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und be 50°C geddog. Die Trennung von gedésem Gd und DNA efolgte durch
lonentauschersdulen. Nach zwel Waschschritten wurde die DNA von den Saulen mit 30 — 50
M TE-Puffer duiert. Die gereinigte DNA wurde sofort weterverwendet oder ba —20°C
gelagert.

2.9 Ligation von DNA Fragmenten

In eénem Volumen von meas 10 pl wurden dem jewelligen Experiment angepasste Mengen
der zu ligierenden DNA-Fragment fur 10 min auf 65°C erhitzt und langsam abgekihlt, um en
Anlagern der kohésven Enden zu ermoglichen. Nach Zugabe von 1/10 vol 10x Ligasepuffer
und 1-2 Einheiten T4-DNA-Ligase wurde der Ansatiz 10-16 h bei 14°C inkubiert. Die
Reektion wurde durch 10 min Erhitzen auf 70°C beendet. Danach wurden die Proben sofort
welterverwendet oder bei —20°C zwischengelagert.

2.10 Phosphatase Behandlung von gespaltener DNA

Um die Rdigierung linieariserter Vektor-DNA zu verhindern, wurden die 5'-Phosphat-
Gruppen diesser DNA mit dkdischer Phosphatase entfernt. Dazu wurden 5 pg zuvor durch
Redtriktionsverdau vollsténdig linieariserter DNA in 50-300 pl H,O und der entsprechenden
Menge 10x Phosphatasepuffer und 1 Einheit dkaischer Phosphatase 30 min bel 37°C
inkubiert. Die Resktion wurde durch Zugabe 1/10 Vol 0,2 M EDTA und 10 min Erhitzen auf
70°C beendet. Anschliellend wurde die Probe mit 1 Vol Wasser-gesittigtem Phenol
ausgeschittelt und die DNA mit /10 Vol 3 M NaActetat pH 4,6 und 2,5 vol Ethanol bel —
70°C auggefdlt. Der Niederschlag wurde nach Zentrifugation (100.000xg, 4°C) mit 70%
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20-50 pl TE (10/1) gelés. Die Lagerung erfolgte bei —
20°C.
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2.11 Praparation von Genomischer DNA

Um hochmolekulare Genomische DNA aus glatten Muskelzdllen der Ratten (Widar-Kyoto)
zu prgparieren wurden die Zdlen bis zu Konfluenz kultiviert, anschlief?end mit PBS gesplilt
und mit DNAzol® (1Iml/10" Zellen) versetzt. Das entsandene Lysat wurde von den
Kulturschalen gekraizt und mehrfach mit ener Pipette resuspendiert, in  Eppendorf-
ResktionsgefalRe tberfihrt und fir 10 min bel 10.000xg, 4°C zentrifugiet. Der Uberstand
wurde in neue Resktionsgefd3e UberfUhrt und die DNA durch Zugabe von 0,5 ml Ethanol/1ml
DNAzol® prézipitiet. Die DNA wurde mit einer serilen Glaspasteurpipette in  neue
Resktionsgefde  Uberfihrt und zweimd mit 70% Ethanol gewaschen. Nach ener
Zentrifugation be 4°C, 1000xg fur 3 min wurde der Alkohol entfernt und die DNA in H,O
unter Zugabe von 8 mM NaOH gddst. Die DNA wurde entweder direkt verwendet oder bel
4°C gdagert.

2.12 Gewinnung von gesamt RNA

Zur Gewinnung von RNA aus Ratenaorten und Zdlen wurde nach ener modifizierten
Methode (Chomczynski and Sacchi, 1987) extrahiet. Hierbe wurden zuvor inkubierte
Rattenaorten im flissgen N, mit enem Pidill fein gemdrsert und anschlief3end 50 - 100 mg
in 1 ml TriReagenz® (Sigma) (enthdt Guanidinthiozyanat und Phenol) geldst. Zellen wurden
nach efolgter Stimulation zweimd mit PBS gewaschen und anschlieRend mit TriReagenz®
lysert (1 ml/200 mm Kulturschae). Nach ener 10 minitigen Inkubation, bei der die Nukleo-
Protein-Komplexe dissoziieren, wurden die Ansdtize mit 1/5 vol Chloroform vermischt und
zur vollsténdigen Phasentrennung 5 min ba Raumtemperatur inkubiert und anschlief?end 15
min bel 12000xg und 4°C abzentrifugiert. Danach wurde die wassrige RNA-hdtige Phase (ca
60% des Gesamtvolumens) vordchtig abgenommen und die gereinigten Nuklenséuren durch
Zugabe von Y2 Vol eskdtem 96 %igem Ethanol bei Raumtemperatur gefdlt. Anschlief?end
wurde die RNA durch Zentrifugation (12000xg, 15 min, 4°C) sedimentiert, mit 75%igem
Ethanol gewaschen und getrocknet. Nach Aufnahme und Aufldsen des Pdlet in 30 pl DEPC-
H.O konnte die RNA-Konzentration photometrisch bei 260 nm bestimmt werden. Aul3erdem
wurde die RNA-Reinheit aus dem Quotienten der gemessenen Extinktionen bel 260 nm und
280 nm abgeschétzt.
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2.13 PCR

Die PCR-Methode diente der enzymatischen Amplifikation eines DNA-Abschnittes zwischen
zwe  Oligonukleotid-Primern, die gegenlaufig an komplementére  DNA-Stréngen  hybridisert
waren (Sambrook et al., 1989).

Hierbei wurden folgende publizierte Sequenzen (Papapetropoulos et al., 1995) zur Synthese

von Oligonukleotid-Primern zur  Amplifikation der ai- bzw. b;-(SGC)-cDNA, sowie des
Elongationsfaktors 11 (Eloll, Kontrolle), verwendet:

Tabdle11: Listeder fir die RT-PCR verwendeten Primer

Name 5---- 3" Sequenz Position
a,-sGC Forward GAAATCTTCAAGGGTTATG 1527 — 1545
a,-sGC Reverse CACAAAGCCAGGACAGTC 2352 - 2335
b,-sGC Forward GGTTTGCCAGAACCTTGTATCCACC 1491 — 1515
b,-sGC Reverse GAGTTTTCTGGGGACATGAGACACC 1775—- 1750
elol|- Forward GACATCACCAAGGGTGTGCAG 2039 - 2059
eloll- Reverse GCAGTCAGCACACTGGCATA 2057 - 2256

GenBank®/EMBL Zugangsnummer: M57405
* GenBank®/EMBL Zugangsnummer: M22562
" GenBank®/EMBL Zugangsnummer: NM 017245

Fur die PCR-Reaktion wurden 50 — 100 ng Matrizenn DNA (ca. 1 - 3 pl des jeweligen RT-
Ansaizes), je 10 pmol Primer, 10x Amplifikationspuffer (von Hersdler gdiefert) und 10x
Nukleotidmix (je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ad 50 pl Gesamtvolumen mit HOges. IN
enem 0,2 ml Resktionsgefdd gemischt. Nach Zugabe von 1 U thermostabiler Tag-Polymerase
(aus Thermus aquaticus) wurden die Reektionsansdize kurz gemischt und abzentrifugiert
(10000xg, 30 s=k). Zur vollstandigen Denaturierung der Doppelstrénge mussten die Ansdize
vor dem ergen Zyklus 5 min ba 95°C denaturiert werden. Die PolymerasenKettenresktion
wurde in enem Themocycder (PE 9700, Applied Biosysems) mit engebauter, oberer
Hezplate (Schutz vor Verdunsung wahrend der Reektion) mit 25 Resktionszyklen zur
Amplifikation fir eo I, 26 Zyklen fir b1-sSGC und 32 Zyklen fir a-9GC durchgefihrt. Ein
Resktionszyklus bestand aus folgenden Einzel schritten:
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1) 05 mn 96°C (Denaturierung der doppelstrangigen DNA)
2) 05 mn 54 - 58°C (Primer-Hybridiserung)
3) 15 mn 72°C (Polymerase- Regktion)

Nach dem letzten Resktionszyklus wurde zusizlich eine Polymerase-Regktionszait fir 7 min
zur vollgéndigen Auffillung jeglicher amplifizieten Fragmente durchgefihrt. Ein Tel der
gynthetiserten DNA wurde nach Beendigung der Resktion zur Kontrolle auf einem 1 %igen
Agarosegel aufgetrennt. Hierbel diente zur Bestimmung der FragmentgréRen eine mit Hindlll
geschnittene | -DNA von Pharmacia Biotech ds Standard. Die DNA-Banden wurden dann
durch Inkubation mit Ethidiumbromid (10 pg/ml, ca 10 min, RT) und durch enen UV-
Transilluminator (GelDoc®, BioRad) visudisiert.

2.14 Reverse Transkription

Um die RNA fir wetere Andysemethoden (zB.: RT-PCR) zugéanglich zu machen muss diese
zuers in DNA (complementary DNA, cDNA) transkribiert werden. Dies geschieht mit Hilfe
von virden Reversen Transkriptasen. Vewendet wurde hier das kommerzidle Enzym
Superscriptll, en modifizietes Moloney Murine Leukemia Virus Protein, von Invitrogen.
Im Regdfdl wurden 1 pg gesamt RNA mit 10 pmol enes OligodTTP Primer (15mer) fur 10
min ba 70°C inkubiert, anschlie?end wie vom Herseler angeben, Reektionspuffer, DTT,
dNTP und Enzym hinzugefigt und 60 min be 42°C inkubiert. Abschlielend efolgt ene
Denaturierung des Enzyms ba 95°C fir 5 min. Ba Vewendung von Random Hexamer
Primer entfid der Annedingschritt bei 70°C. Die erhdtene cDNA wurde entweder sofort
verwendet oder bei —20°C gdlagert.

2.15 Real-Time RT-PCR (TagMan™)

Das ABI PRISM 7700 TagMan™ Sequence Detection Syssem PCR System ermoglicht die
Anwesenheit einer bestimmten Sequenz wéahrend einer PCR-Regktion zu beobachten und zu

quantifizieren. Dies geschient durch die Messung der Huoreszenzzunehme ener
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Farbstoffmarkierten DNA-Sonde. Dabei wird die 5-3'Nuklease Aktivitdt von Tag-
Polymerasen  (hier  AmpliTag®  Gold) (Lavyer e al., 1989) genutzt.

Die DNA-Sonde besteht aus einem Oligonukleotide mit 5 stdndigem Reporter Farbstoff und
gnem 3 sandigem Quencher Fabstoff. Ein  Reporter Farbstoff, wie FAM (6
Carboxyfluorescein) i kovdent an das 5Ende des Oligonukleotids gebunden. Dieser
Reporter wird durch den Farbstoff TAMRA (6-Carboxytetramethylrhodamin) am 3'Ende
supprimiert. Ist die Sonde intekt, fuhrt die Ndhe von Reporter und Quencher Farbstoff zu
ener Suppresson der Reporter Fluoreszenz, primér durch den Forger Energie Trandfer
(Forster, 1948); (Lakowicz, 1983). It wahrend der PCR die Matrize vorhanden lagert sch die
Sonde zwischen Sense- und Antisenseprimer an die Vorlage. Die 5-3 Nukleaseaktivitét der
DNA Polymerase schneidet die Sonde, wenn Se an die Matrize hybridisert hat, so dass
Reporter- und Quencher-Farbstoff von einander getrennt werden, freie Sonde wird nicht
verdaut. Anschlief3end dissosziert die Sonde von der Vorlage und die Anyplifikation wird
fortgesetzt. Dieser Vorgang wiederholt sch mit jedem Zyklus, s6rt jedoch nicht die
exponentielle  Produkt-Akkumulation. Die Trennung des Reporter- und Quencher-Farbstoffs
resultiert in enem Andieg des Reportersgnas Diessr Angdieg wird gemessen und ist direkt
proportiond der Amplifikation.

Das Reportersgna wird gegen die Emisson eines passven Reverenz-Farbstoffes (ROX)
normdiset. Um den normdigerten Reporter (R,) fir eine einzene Resktion zu berechnen
wird das Signd des Reporters durch das Signd der passven Referenz dividiet. Um die
Grole des wahrend der PCR generierten Signds zu berechnen gilt:

DR, = (Rn+) -(Rn)

wo,

R"= .E.mlss_lons th(ﬁnstat .Reporter PCR ohne Matrize
Emissons ntendtét passve Referenz

R = Emissons ntensté Reporter PCR mit Matrize

" Emissons ntensitdt passve Referenz
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Fir quantitativen Vergleich verschiedener Proben wird der sogenannte Cycle of threshold
(Cr) genutzt. Das ist der Zyklus an dem DR, dgnifikant Uber R, liegt. An diessm Punkt
beginnt die reguldre exponentidle Phase der PCR. Verschiedenen Proben miissen wéhrend
dieser Phese der PCR verglichen werden, da ansonsten bei erreichen eines Plateaus sich die

Unterschiede in den Matrizenausgangsmengen nivelieren.

Um rddiv (im Veglech zu enem Kdibraorwert zB.: Kontrolle) zu quantifizieren ergdlt
man ene Standardkurve in Form ene seridlen Vedinnung der Matrizen Menge. Anhand
ener Regressonsgeraden konnen nun die fiktiven Mengen der Matrize berechnet werden. Um
eventudle Unterschiede in der zuvor durchgefiihrten Reversen Transkription zwischen den
enzdnen Proben zu berlickschtigen, wird zusdzlich ene PCR mit  sogenannten
Haushatsgenen durchgefiihrt. Wie fir das Zidgen wird auch hier eine Standardkurve ergdlt.
Es wird die Raio zwischen Zidgen und Haushdtsgen gebildet. Bel diessr Divison erhdt
man enen dimensondosen Wert. Nun werden dle Werte auf einen Kdibrator (meigt die
Kontrolle des jeweiligen Versuches) normiert und man erhdt die Viefachen dieses Wertes.

In dieser Arbeit wurden folgende Oligonukleotide verwendet, nach (Krumenacker et al.,
2001):

Tabelle12: Listeder fur die Real -time PCR verwendeten Primer.

Name Sequenz 5" ------ 3 Position
a; TagMan Rev ACACAATATGCATCTCCGATGG 2055-2033
a, TagMan For GCTCTCTATACTCGCTTTGACCAA 1975-1998°
a; TagMan Sonde CCACCTTGTAGACATCCAGCTCTCCACA 20292002
b, TagMan Rev CCCGTGGAAACTGATGTCAA 842-823"
b, TagMan For CGGGACCTAGTAGTCACGCA 714733
b, TagMan Sonde ACAGAGT GCTCCCCCAGCTCCAG 751-773"

GenBank /EMBL Zugangsnummer: M57405
'GenBank®/EMBL Zugangsnummer: M 22562

Es wurde der TagMan® Universd PCR Mastermix verwendet. Die Primer/Sonden
Konzentrationen waren jewells 900 nM bzw. 500 nM. Wie vom Herstdler vorgeschrieben
wurden 40 Zyklen gefdren. Ein  Reaktionszyklus bestand aus folgenden  Schritten:

1) 15sek 95°C Denaturierung
2) 1min 60°C Anneding und Elongation
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Vor dem ergen Zyklus erfolgte noch ein 2 min Schritt bal 50°C, wahrend dieser Phase ist das
Enzym AmpErae® aktiv, zerstort eventuell schon vorhandene PCR-Produkte und unterdriickt
so PCR-Kontaminationen. Wahrend der 10 min 95°C wird die AmpliTaq Gold® Polymerase
aktiviert.

2.16 Bestimmung des Transkriptionstarts

Die Bestimmung des Transkriptiongtartes der Gene der a; ds auch der b; sGC Untereinheiten
efolgte mit Hilfe einer PCR basertem Methode (CapSte™ Kit, Eurogentec). RNA wurde
prépariert wie unter 1112.12 beschrieben und mit einer Phosphatase behandelt, da intakte
MRNA normdewese mit ener Guanodn-Kappe versehen gt trifft dieser Schritt nur
degradierte, ribosomae oder transfer RNA. Anschliellend wurden die Guanosin-Kappen
durch ene Behandlung mit ener virden Pyrophosphatase entfernt. An die nun freen
phosphorylieten Enden wurde ein synthetisches RNA  Oligonukleotid unter Verwendung
ener RNA-T4 Ligase gekoppelt. Diese Kondgrukte wurden nun mit einer Reversen
Transkriptase unter Verwendung von Random Hexamer Primern in ¢cDNA umgeschrieben.
Die Oligonukleotid Sequenz diente nun ads Anker, um mit Anker-spezifischen Primern und
Gengpezifischen Primern eine PCR  durchzufihren.  Diese  ¢cDNA-,Bank” wurde von
Eurogentec zusammen mit den fir die Ankersequenz passenden Primern geliefert. Die PCR
wurde wie von Eurogentec vorgeschrieben durchgefiihrt. Die entstandenen Produkte wurden
in enem 18% Agaosege aufgetrennt und begutachtet. AnschliefRend wurden se mit Hilfe
des TOPO-TA Klonierungssystems kloniert und sequenziert.

Tabelle13: Listeder fir die Transkriptionsstartbestimmung verwendeten Oligonuklectide.

Name 5---- 3" Sequenz Position
a;b ACCTGCCGCAATTGCTTCTTC 831- 811"
ascap GTGACTCCCTTCTGCATTCTC 630- 610
ah GGCTTGTCTTTCTTTGGGGG 650- 631"
b, cap Extern CTCGCAGCAGCCACCAAGTC 208 - 189"
b, cap Intern GGAATGATCGTAGATTATTCTC 179- 158"
1RC CAAGGTACGCCACAGCGTATG Linkerbereich
2RC GTACGCCACAGCGTATGATGC Linkerbereich

*GenBanK /EMBL Zugangsnummer: M57405
"GenBank®/EMBL Zugangsnummer: M 22562
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Da das Anker-Oligonukleotid an der Postion der Guanosin-Kappe beginnt, dso am Beginn
der ehemdigen mMRNA, ddlt der Ubergang von Ankersequenz zu mRNA-Seguenz  den
Beginn dr mRNA da Im Veglech mit der genomischen Sequenz kaan nun der
Transkriptiongtart bestimmt werden.

2.17 Klonierung von unbekannten genomischen Bereichen

Um genomische DNA 5von den kodierenden Bereichen der a; und b; Untereinheiten zu
klonieren wurde das GenomeWaker™ Kit von Clontech verwendet. Be diesem Kit handdt
es sch um eine Anker PCR Methode. Genomische DNA (von Sprague-Dawley Ratten) wird
mit enem blinde Enden erzeugenden Enzym geschnitten und an die Enden ein sog. Anker
Oligonukleotid ligiert. Mit einem Primer aus dem kodierenden Bereich und enem Primer aus
der Ankersequenz kann nun ene PCR durchgefihrt werden. Be dlen Schritten wurde exakt
nach den VVorgaben des Hergtellers verfahren.

Tabelle14: Listeder flr die Promotorklonierungen verwendeten Primer.

Name 5---- 3" Sequenz Position
a;GWK3 extern GTGCAGGTGTCTTCGCT TCGAGGACT 319 bis 319*
a; GWK3intern CTGAGCACTGCATGCTCCTTCGCCTT 287 bis 262*
a, GWK4 extern CTCTCCTCCCTTGGCTTTGGTGGCCTG -262 bis-287°
a, GWK4 intern GCTTTGAGGCTAATCTACTCTGTTCGAAG  -296 bis-324°
a, 2,5 kb extern CAATTATATGGGATCCATATAGGCATTA  -2830 bis-2803°
a; 2,5kbintern CTTCATCTGCATCCTCTGCTCCCTTTC -2793 bis-2768°
a; 1,0Kkb extern CTGATGGTGGCTCCTTTTCACCATGAG -1133 bis-1107
a; 1,0kbintern CCTTCTGGGTCTTATGTTCATGGTCTG -1092 bis-1066°
a, 3kb distal CAGATCTCTTCATCTGCATCCTCTGCTC  -2793 bis-2762°
a; 3kb proximal CAAGCTTCTGAGCACTGCATGCTCCTT 62 bis 81
a; 1kb distal CAGATCTCCTTCTGGGTCTTATGTTCATG  -1092 bis-1070°
b; GWK extern GACCGTAATTGCGGATCACCAGCAGCT 96 bis 70"
b; GWK intern TTCACAAAACCGTACATGGTGTCCGCTC  58bis 31
Beta/HindIll GCTTGAGCCTGGGAGGCAGCC 27bis11"
Beta593/Xhol GCTCGAGCTGTGATGACACAGT -564 bis—550°
Beta341/Xhol GCTCGAGGCGCT CGCAGGCAGA -312 his—297°

“GenBank®/EMBL Zugangsnummer: M57405, 'GenBank®/EMBL Zugangsnummer: M 22562
§‘Abbildung 14, $Abbildung 17, Basen zur Einfihrung von Schnittstellen sind grau unterlegt.

Die erhatene PCR-Produkte wurden entweder in einen EcoRV geschnittenen pBluescript®l|
SK* (Stratagene), pGEM®-T EASY (Promega) oder mit Hilfe des TA-Topo doning Kit
kloniert und anschlief3end sequenziert. Verwendete Oligonukleotide



2.18 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA efolgte nach der Sanger-Methode. Verwendet wurde das Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit™ und das automatische Sequenziergerét ABI PRISM® 310
von Applied Biosysems. Es wurde nach den Vorgaben des Hergdlers verfahren.

Tabelle15: Listeder verwendeten Sequenzierprimer.

Name 5 ---- 3" Sequenz Position
M13(+) GTAAAACGACGGCCAG Vektor

M13(-) CAGGAAACAGCTATGAC Vektor

b 1% ACTTACAGGAGCAGGGATG -1287 bis—1269
b 1% ATGTCCTGTGAAGTTCACAGA -940 bis-919

b 19 ACCACAGGTGAAAATGAATTC -643 bis-613"

b 19d AATAACCCCGTCCATGTTG -292 bis-274"

b 19Ra CGACTACAGCGGCGACAGCGC +5 bis-15'

b 19Rb ATTCTGCCTGCGAGCGCGC -295 bis-313"

b 19Rb2 TCCAACATGGACGGGGTTA -272 bis-290

b 19Rc GAATTCATTTTCACCTGTGGT -613 bis-633’

b 19 Rd GTGAACTTCACAGGACATGCT -923 bis-943’
a, GWK4 Revl CACTCTATTCCTATTTTGAAAAGG -2768 bis-2745"
a, GWK4 Rev2 GATTTGGGAGTAAGAGAAGTTTAT -1019 bis-995'
a, GWK4 Forl CTATCCTCAGACCATGAACATAAG -1059 bis-1082"
a; GWK4 For2 CCAGTTACTCCTGGTATCTTTTCA -539 his-563"
a, GWK4 2,5 Rev7 GGCCAAAGGT CATCACCATGA -1866 bis-1846"
a; GWK425 For? GITCACAGTTTACACTGGCTA -1807 bis-1827"
a, GWK4 Reva GTAGGCAACATTGGAAGAAACATG -689 bis-665"
a; GWK4 For3 CTGTGCCGTGGGTTCCTATAG -1403 bis-1423"
a, GWK4 Rev3 TGCAGAACACT GCCAAGGCAG -2570 bis-2550"
a, GWK4 Ford GCCAAGAAAGCCAGCTACAGG -882 bis-903"
a, GWK4 Revs CCATTAGCCAATCTGTTGAGAATG -2256 bis-2233"
a, GWK4 For5 GGCTTTCCCAGTAGT GAGGAT -1509 bis-1529"
a, GWK3 Rev2 CTCAGCT CCTGAGAACGGAGT -56 bis-36"

a; GWK3 Forl CTACAGTTGGTCTGCACCAGC -220 bis-200"

" entsprechend der Abbildung 17 in Abschnitt Ergebnisse.
" entsprechend der Abbildung 14 in Abschnitt Ergebnisse.

Da die durchschnittliche Lesaweite etwa 500 Basen betrégt, musste bel groleren Fragmenten
Uberlappend sequenziert werden, d.h. nach jeder Sequenzierung wurden neue Primer zur
Verléngerung generiert. Die erhdtenen Sequenzen wurden anschlief?end per Hand oder mit
Hilfe des Husar Software Peketes zusammengefligt. Alle Promotorsequenzen wurden

Doppe strangig sequenziert. Fir die verwendeten Oligonukleotide Sehe Tabelle 15.



2.19 Tierspezies und Haltungsbedingungen

Es wurden ménnliche Widar-Ratten (Harlan Winkemann, Borken), verwendet. Die Tiere
wurden auf daubfrdem Holzgranulat (Altrominfaser, Altromin, Lage) in 550x330x200 mm
grolEen Makrolon-Kéfigen (Erich Becker, Castrop-Rauxd) gehdten. Die Fitterung erfolgte
mit der Altromin-Standard-Did& Nr. 1320 (Altromin, Lage) und Letungswasser ad libitum.
Die Raumtemperatur des Tierddls betrug zwischen 21° - 25° C be ene rddiven
Luftfeuchtigkeit von 45 - 65 %. De Raum wurde in enem zrkadianen hel-dunke
Lichtrhythmus im Verhdtnis 10:14 (700 - 17.00 Uhr) mit Neonlampen beeuchtet.

2.20 Isolation von Gefalissegmenten der A. thoracalis der Ratte

Die Ratten, 300 - 400 g Koérpergewicht (KG), wurden mit einer intraperitoneden Injektion
von 100 mg/kg KG Ketamin und 5 mg/lkg KG Xylazin anésthesiert. Nach Injektion von 1.000
IE Hepain in die V. caca caudalis wurden die Tiere mittds Durchtrennung der A.
abdominalis entblutet. Die A. thoracalis wurde unter Vermeidung von Zug und Druck
enthommen und in ener mit Hepes Tyrode-Losung  geflllten, esgekihiten Petrischde von
umgebenden Fett- und Bindegewebe gdos. Das Gefddumen wurde mit Hepes Tyrode-
Losung durchsplit. Anschliefiend wurde die Aorta in 2 - 3 mm lange Ringe geschnitten. Bel
enem Teal der Ringe wurde das Endothd mechanisch entfernt, indem die Gefd¥inge mit
Hilfe dner ins Gefdlumen engeflhrten Pinzette auf ener  angefeuchteten  Unterlage
vordchtig gerallt wurden. Anschlielend wurden die  Aortensegmente  zur  isometrischen
Kontraktionsmessung zwischen einem fixieten Haken am Boden des Organbades (Typ
Eigenbau) sowie enem Kraftaufnehmer (Isometrischer Transducer GM2, FMI GmbH)
engespannt. Die mit Krebs-Hensdet-Puffer geflllten Reektionsgefde wurden mit  ener
Thermodabilisereinheit auf 37° C temperiet und mit Carbogen (95 % Sauerdtoff, 5 %
Kohlendioxid) begast. Die mit dem Kraftaufnehmer regidrieten Tonusénderungen wurden
durch enen Vedaker (Typ Eigenbau) vergakt und mit enem Vier-Kana-Schreiber
(Linsais L 2200) bei einer Papiergeschwindigkeit von 10 — 50 cm/h aufgezeichnet. Vor jedem
Verauch efolge  ene  Kdibrierung mit Eichgewichten (Typ Eigenbau).
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2.21 Durchfuhrung der Relaxationsversuche im Organbad

Die Relaxationsversuche im Organbad wurden - soweit nicht anders vermerkt - nach
folgenden Versuchsprotokollen durchgefiihrt:

Nach dem Einbringen in das Organbad wurden die Gefdl¥inge schrittwese af 2 g
vorgedehnt, um ene fir die maximae Kontrektion optimae Vorspannung zu erhdten. Dies
efolgte Uber enen Zetraum von 50 - 60 min. Nach Erreichen des stabilen Ausgangsniveaus
wurde mit den Kontraktionsversuchen begonnen. Die Kontrektilitét dler Gefdle wurde mit
kdiumreicher Krebs-Hensdeit-Losung (40 mM  K¥) getestet.  Hiefir wurde die
Organbadiésung  vollgandig ausgetauscht.  Alle Versuche fanden in Gegenwat  von
Diclofenac (0,02 mM in der Krebs-Hensdeat-Ldsung) sat, um die Progtaglandinsynthese zu
hemmen, und NSNitro-L-Arginin (300 pM jewels fir 30 min), um den Einflu? einer
moglicheweise  wdrend des Vesuchsblaufs induzieten  NO-Synthase  (NOS)
auszuschaten. Nach anschlie?endem dreimdigen Audausch der Badflissgkeit mit Krebs
Hensdet-Puffer und ener Aquilibrationgphase von 10 - 20 min, be der die Gefd¥inge
wieder ihren Ausganggstonus ereichten, efolgte die Kontraktion mit dem a-Adrenozeptor-
Agonigen Phenylephrin  [300 nM]. Nach dem Erreichen enes dabilen Tonus wurden
kumuletive Konzentrations- Relaxations-Kurven bis zur maximal erreichbaren
Gefdyeaxation durch die Zugabe der entsprechenden Vasodilatatoren aufgenommen.
Wurden verschiedene Vasodilatatoren verwendet, erfolgte nach mehrmaigem Waschen der
Gefél3e und einer Ruhephase von 10 - 15 min ene erneute Kontraktion mit Phenylephrin (300
nM) mit anschlielender Aufnahme der Doss-Wirkungs-Kurve fir die zu untersuchende
Substanz. Die Zugabe der néchst hoheren Konzentration efolgte sofort nach ereichen enes
stabilen Gefd3tonus.

2.22 Praparation primarer glatter Muskelzellen aus Aorten

Mannliche Widtar-Ratten wurden durch intraperitonedle Gabe von Pentobarbital-Natrium
(Nembuta, 50 mg/kg) betdubt, der thorakde Abschnitt der Aorta entnommen und in ene
Perischde mit Serum-freiem  Kulturmedium (MEM) Obefihrt. Das Medium  enthidt
zusdzlich 50 U/ml Streptomycin, 50 U/ml Penicillin und 0,1% Rinder-Serumabumin (BSA).
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Die Aortensegmente wurden von Fett- und Bindegewebe gesdubert und das Endothe
mechanisch  entfernt.  Anschlie3end  wurden  die  endothd-frelen  Aorten-Segmente  in
Kulturmedium mit 3 mg/ml Kollagenase (Typ 1) fir 30 min ba 37°C im Brutschrank
behanddt. Danach konnte durch kleine Pinzetten die Adventitia entfernt, das redtliche Gefél3
longitudind aufgeschnitten und in kleine Stlcke zertellt werden. Hierauf folgte eine 1-2
diindige Inkubation im Kulturmedium mit 3 mg/ml Kollagenase und 1 mg/ml Elastase, 0
dass die glaten Gefddnuskelzelen der Rattenesorta (VSMC) dissoziierten.  Nach
Zentrifugation (100xg, 5 min) wurden die Zdlen in Seum-hdtigen MEM (10 % FKYS)
aufgenommen  und in  Petrischden  angezogen. Die  Chaakteriserung  efolgte
immunzytochemisch mittels enes monoklonden Antikorpers gegen a-Aktin des glatten
Gefddmuskels (Gordon et al., 1986). Im konfluenten Zusand wurden die Zdlen dann unter
der Vewendung von 0,05% Trypsn und 0,02% EDTA (Ethylendiamintetraessgsaure)
passgiet. Alle Expeimente wurden mit Zdlen der 5. - 20. Passage durchgefihrt.

2.23 Kultivierung von Zellen

Alle Arbeiten wurden unter der Sterilbank ausgefuihrt. Alle verwendeten Glaswaren und
Gerdischaften  wurden vor  Gebrauch autoklaviert, Kungtoffmateridien und N&hrmedien
wurden deril vom Hegdler bezogen (entkemt durch Gammabestrahlung). Sdmtliche Zdl-
Linien wurden be 37°C, 5% CO» und min 90% Luftfeuchtigkeit und Dulbecco’s minima
essentid medium (DMEM) kultiviert. Das Medium wurde supplementiert mit 2-20% Fotalem
Kdbersarum  (FKS), 50 U/ml Penicillin und 50 U/ml  Streptomycin. Im Fale des
Hungermediums wurde DMEM mit 50 pg/ml BSA (Cohn Frektion V) und der genannten
Menge Penicillin und Streptomyocin versetzt.

Um konfluent gewordene Zdlen zu verdinnen, wurden se eénmad mit PBS gewaschen und
dann mit ca 3 ml Trypsn-Losung versetzt. Sobad die Zdlen begannen sich abzulsen, wurde
frisches Medium hinzugegeben, um den tryptischen Verdau zu unterbrechen. Die Zdlen
wurden dann von der Plate abgespllt und zur Weiterzucht auf neue Platen vertallt.

Zur Aufbewahrung von Zdlen wurden diess, nach Ablésung, be 800xg fir 5 min
sedimentiert, einma mit PBS gewaschen dann in Einfrieemedium (10% DMSO, 90% FKYS)
aufgenommen. Die Zdlsuspenson wurde in 1,8 ml Kryoréhrchen Uberfihrt, schrittweise auf -
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80°C abgekihit und fir die endglitige Lagerung in flissgem Stickgoff Uberfihrt. Gelagerte
Zdlen wurden aufgetaut, indem se rasch in eénem Wasserbad (37°C) erwarmt wurden. Die
Zdlsuspenson wurde dann in zwe unterschiedlichen Konzentrationen mit frischem Medium
verdinnt und auf die Platten ausgesét.

2.24 Transiente Transfektion von glatten Muskelzellen

Fur die trandente Trandfektion von Pasmid DNA in glate Muskdzdlen wurde die
Effectene™ Methode der Firma Qiagen verwendet. Diese Methode basiert auf der Bildung
von Mycdlen, die die Pasmid DNA in dch aifnehmen und anschlielend mit der
Zdlmembran fusonieren. In  diesr Arbet wurden 04 pg Pasnid DNA  des
Reporterkongirukts  (Leuchtk&fer Luziferase) verwendet. Zur Kontrolle der Effizienz der
Trandfektion wurden 0,1 pg eines Plasmids, das fir Renilla Luziferase (pTK Renilla) kodiert
und unter Kontrolle des Herpesvirus Promotor steht, eingesetzt.

400.000 Zdlen pro Wdl enes Sx-Wels wurden ausgeséét und am néchsten Tag geméss den
Angaben des Hegdlers trandfiziert. Nach ca 16 h wurden die Zdlen gewaschen und fir
wetere 24 h, vor Stimulation, gehungert. Alle Bedingungen wurden im Triplett trandfizient.

2.25 Luziferase Aktivitatsbestimmung

Ba Vewendung der Leuchtk&fer (Photicus pyralis) Luziferase ds Reportergen macht man
dch die enzymatische Umsetzung der Subdrate Luziferin und ATP unter Emisson von Licht
zunutze.

Luziferin+ ATP* O, + Mg2+ ® Oxyluziferin+ AMP+PP, + CO,, + Licht-

Die Lichtemission erreicht ihre hochgte Intenstét nach ca 0,3 sec und klingt danach innerhab
weniger Sekunden vollgténdig @b. Es igt daher notwendig en Luminometer zu benutzen, dass
den Resktionsmix mit hoher Geschwindigkeit zum Zdlextrakt hinzufiigt und  den
entstehenden Lichtblitz quantitativ erfassen kann.
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Ba dea Durchfihrung der Luziferin @ Tedts wurden 1550 pl  Zdlextrakt in  @n
Luminatréhrchen und dieses in das Luminometer gegeben. Daauf hin  efolgte das
Einsoritzen der Luziferase-ResktiondGsung und die Messung der Lichtemisson ( redive
light units (RLU)) durch das Luminometer. Wa die Lichtemisson aul}erhdb des linearen
Messbereiches  wurden die Messungen mit  weniger  Zdlysat  wiederholt.

Um die Aktivitdt der Renilla reniformis Luziferase zu quantifizieren wurde die SubstratlGsung
augewechsdt. Die vewendete Losung enthidt die eforderlichen Bedtandtelle fur die
Renilla-Luziferase und blockierte gleichzeitig die Aktivitst der Leuchtk&ferluziferase. Diese
L6sung wurde dann zu den schon gemessenen Proben eingespritzt und die RLU  bestimmt.

2.26 Gesamtzellextrakt modifiziert nach Dignam (Dignam et al., 1983)

Die Zdlen wurden auf Zdlkulturpetrischden ausgeséét. Be Errechen der gewlnschten
Dichte bzw. nach efolgter Stimulierung wurde das Medium abgesaugt und die Zelen
z2weimd mit eskdtem PBS gewaschen. Die Zdlen wurden mit einem Zedlschaber von dem
Schadenboden gddést und in 4 m PBS aufgenommen. Nun efolgte fir 5 min ene
Zentrifugation bel  4°C und 230xg, der Ubersand wurde mit ener ausgezogenen
Pesteurpipette abgezogen und verworfen. Das Pdlet wurde im Verhdtnis 1:2 bis 1:4 in
Lyssouffer resugpendiert. Nach 5 min und dann weiteren 10 min wurde wiederholt mit PMSF
resuspendiert, dann erfolgte eine erneute Zentrifugation fir 20 min bel 4°C und 12.000xg. Der
Ubergand wurde abgezogen und mit dem gleichen Volumen Ausgleichspuffer gemischt. Fir
die Bestimmung des Gesamtproteins wurde ein Aliquot enthommen, der redtliche Zelextrakt
mit fliissgem Stickstoff eingefroren und bel -80°C eingel agert.

2.27 Messung der Proteinmenge nach Bradford

Der Proteingehdt wurde nach Bradford (Bradford, 1976) bestimmt. Diese Methode beruht auf
der Verschiebung der Absorption von 465 nm zu 595 nm nach efolgter Bindung von
Coomesse Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer Losung. Benutzt wurde en Kit von
Bio-Rad. Die Bradford-Loésung wurde 1:5 mit Wasser verdinnt, je 1 ml in Kivetten geftllt, je
avemd 1 pl bis 6 pl Zdlextrakt hinzugefigt, die Losung durch zweimdiges Invertieren
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gemischt und photometrisch bestimmt. Die Messung efolgte gegen den Leerwert von 1 ml
Bradfordlésung. Die Eichkurve wurde mit Rinderserum-Albumin fir die Konzentrationen 1
bis 12 pg/ml ergdlt.

2.28 sGC-Aktivitatstest

Gewebe wurde unter flissgem Stcksoff im  Dismembrator (Braun, Medsungen)
homogenisert, in en gekihites Eppendorfgefdd Uberfihrt und gewogen. Je nach
Probengewicht wurde die funffache Menge des Homogenisations-Puffers hinzugefiigt und die
Probe 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die aufgeschlossenen Proben bei 16000 g fir
30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschliefend abgenommen, in neue Gefdle
diquotiert und nach Bradford (Bradford, 1976) der Gesamtproteingehdt ermittelt.

Zur Besimmung der kadytischen Aktivitd der Guanylyl Zyklase wurde die Bildung von
(*’P)cGMP aus @->*P)GTP gemessen. Hierzu wurden 30 pl (10 pg) des zu untersuchenden
Proteins mit 30 pl Arbetspuffer und 30 pl Zusiizen wie Natriumnitroprussd pipettiert (je
nach Fragestellung) und die enzymatische Resktion durch die Zugabe von 10 pl @-**P)GTP-
Subdratlosung gedtartet. Der  Arbatspuffer enthidt neben TrissHCl (pH 7,4) folgende
Subgtanzen: Magnesumchlorid-Hexahydrat  (MgCh) ds Kofaktor der GC, g-Globulin ds
Proteincarrier, Kreatinphosphokinase und Krestinphospat zur Phosphorylierung von eventuell
entstandenem 5-GDP zu GTP, Glutathion (GSH) diente ds Oxidationsschutz, N®-Nitro-L-
Arginine (L-NNA) wurde zur Hemmung der endotheliden NO-Synthase und 3-Isobutyl-1-
Methylxanthine (IBMX) zur Hemmung der cGMP-abbauenden Phosphodiesterasen bendtigt.
Diethylenetriaminepentaacetic  Acid (DTPA) wurde ds Chdaor zum Abfangen von
Metalionen verwendet. Nach 10 min Inkubation im Wasserbad bei 37°C wurde die Reektion
mit 04 ml Zinkacetat (120 mM) sowie 0,5 ml Natriumcarbonat (120 mM) gestoppt und das
nicht umgesetzte GTP in Zinkcarbonat ausgefdlt (Schultz and Bohme, 1984). Nach
Zentrifugation (10 min, 4000xg , 4°C) wurde das entstandene (a->?P)cGMP mit Hilfe ener
Saulenchromatographie aus dem Uberstand isoliert, indem dieser mit 2 ml 1 N Perchlorsiure
af die Aluminiumoxid-Saulen gegeben wurde. Hierdurch wird das (*P)cGMP an das saure
Aluminiumoxid gebunden. Nach zweimdigem Waschen mit 10 ml H,O efolgte die Elution
des Produkts ¢?P)cGMP mit 5 ml 05 M Tris-HCl (pH 8,0) in ein Sintillationsgefa’ Danach
efolgte die Aktivitdismessung im Counter (Packard Dicarb 1900). Die Aktivierung der GC
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wurde auf die Basdaktivitdt des Enzyms bezogen und ds spezifische GC-Aktivitéd nach
folgender Formel [nmol x min® x mg'*] berechnet:;

(cpMprobe-CPMBlank) X Mol GTP x fx 1 ml/ Ansatzvolumen [ml]
CPM (a-32P)cTP X CAxtx GC [mg/ml]

(cpm = counts per minute, Blank = Radioaktivitédeerwert, f = Verdinnungsfaktor fir die
GC, CA = Chromatographieausbeute = 50 %, t = Inkubationszeit) (Schultz and Bohme, 1984)

2.29 Primer Design

Die Oligonukleotid Primer wurden entsorechend dem Vewendungszwecks aus den
bekannten Sequenzen ausgesucht. Die Schmelztemperatur wurde ndherungsweise durch die
AT+GC Regd berechnet. Dabel werden fir Adenosn und Tyrosn jewels 2°C und fir
Guanosin und Cytosin jeweils 4°C veranschlagt.

Die letztlich vewendete Schmeztemperatur in der PCR  wurde empirisch  optimiert.

2.30 Statistik

Die Ergebnise der de Luziferase-Assays, sowie die Resultate aus den RT-PCR- und
Enzymkingtik-Untersuchungen snd jewells ads Mittdwerte + Standartabweichung (SD) oder
Sandardfehler des Mittdwertes (SEM) von n verschiedenen Experimenten angegeben. Um
die datidische Signifikanz zu ermitteln, wurde bel gepaarten Daen der Student’'s tTest und
bem Verglech zweder Behandlungen ene Vaianzandyse durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
Redl-Time PCR Versuche wurden ds Mediane angegeben. Die Statidtische Signifikanz wurde
hier mit Hilfe des nicht parametrischen Kruska-Walis-Test und anschliellenden multiplen
Tukey-Vergleichstest ermittelt (Zar, 1996) berechnet.

En P-Wert von weniger ds 0,05 (p < 0,05 wurde ds daidisch ggnifikant angenommen.
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IV  Ergebnisse

1 Bestimmung des Transkriptionstart fiira; und b, sGC

Zu Beginn dieser Arbeit waren von Rattus Norvegicus die cDNA Sequenzen sowohl der a;
ds auch der b1 Untereinheit der SGC kloniert und sequenziert (Nakane et al., 1988;Nakane et
al., 1990). In beiden Arbeten wurde keine Bestimmung des Transkriptionsstarts
durchgefihrt. Jedoch war es fir die Klonierung 5-flankierender, regulativer Regionen
notwendig den Beginn der Transkription zu kennen, um <spéaer definierte Promotor-
Reportergen  Fusonen hergdlen zu koénnen. Zur Bedtimmung des Sartpunkts der
Transkription wurde das CgpSite™ Kit von Eurogentec wie unter 1112.16 beschrieben
benutzt. Dabei wurden fir beide Untereinheten Primer genutzt, die in den jeweligen
kodierenden Bereichen in der 5'-Region der mRNA liegen (s Tabelle 13). Die erhdtenen
PCR Produkte wurden in den Klonierungsvektor pCRIlI gebracht und mit M13-Primen
bedsatig sequenziert. Die erhdtenen Sequenzen und die cDNA wurden mit Hilfe des
Programms Clustal des Husar Programmpakets Ubereinandergel egt.

1.1 Transkriptionstart der a;-Untereinheit

Anhand der publizieten mMRNA-Sequenz (Nakane et al., 1990) wurden die Primer a1b (bp
831 - 811) a; cap (630 - 610) und aih (bp 650 - 631) (Diese Basenpodtionen und die im
folgenden genannten entsprechen denen der publizierten Sequenz) ausgewdhlt und die
Besimmung des Startpunkts der Transkription mit dem CgpSite™ Kit durchgefthrt. Fir die
Primersequenzen und Einzelheiten Uber den verwendeten Kit s. Materid und Methoden. Fir
die Kombinationen aib/aih (Klon a1TS2) und aib/aicap (Klon a;1TS1) wurden ca 400 bp
grol3e Fragmente erhdten, die jeweils kloniert und sequenziert wurden. Beide Sequenzen sind
auszugsweise im Vergleich zu der publizieten cDNA (Nakane et al., 1990) in Abbildung 6
dargestellt.

Die ersten 214 bp der publizieten Sequenz snd in beiden Klonen nicht wiederzufinden.
Somit ist dieser Abschnitt nicht Bedtandtell der a; SGC mRNA. Waeitere Unterschiede
zwischen den hier Kklonieten und den verdffentlichten Sequenzen wurden gefunden: Die
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Basen 1-4 gdlen vermutlich ene Vektorkontamination (EcoRI Schnittstelle) da. Eine 4 bp
grofe Insartion liegt zwischen Nukleotid 234 und 235. An den Postionen 237 fanden sich
Basenaustdusche (T gegen C), 238 (C gegen T) und 239 (T gegen C) und an Pogtion 266 ein
Augtausch von G gegen A. Als en Sequenzierfenler in - der cDNA ig die Insartion enes C
zw. Nukleotid 258 und 259 zu betrachten. Gleiches gilt fir den Augtausch enes A gegen en
G be 305. Die Insationen eines Thymin in Klon TSL zw. Postion 434 und 435 und enes
Cytosn zw. 489 und 490 snd vermutlich aff PCR Mutationen zurtickzufihren. Der neu
besimmte Transktiptionsstart liegt nun bel bp 214 (bezogen auf die publizierte Sequenz).
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1

50

cDNA TCCGGA TTACAGACAC GTATGTCATA TGGATGITGG AGATTTGAAC

Al phal TS1  ~~~~mmmmm s e s
Al phal TS2 W ~~~~r~mmmmm s e s
51 100

cDNA  TCAGGTCCTC ATGITTGGGT GGTAAGTGGT TCTAACCACT GAGCTGICTC

Al phal TS1  ~~~~~~~~~~ ~~mmmmmmms e e
Al phal TS2 W ~~~~mmmmm e e s
101 150

cDNA  ACCAGTCTCA GIGGGGTACC CACACTGACC ACTCTCCGCC CACTCCTGAA

Al phal TS1  ~~~~~mmmm~ s e e~
Al phal TS2 W ~~~~~~~mm~ s e e~
151 200

cDNA  ATGCCCTTTG TTCTCCCCAT CCCTACGCTA TCTCTGAGAG CTCACCCCCA

Al phal TS1  ~~~~rmmmm s e e
Al phal TS2 W ~~~~mmmmmm s e s
201 250

cDNA  TACCCTTCTG TTCTCACACA CAGCCTTCCA GGCG. ... [TC TCTCAGIGCC

Al phal TSI  ~~~~~~~~~~ ~~~ ACACACA CACCCTTCCA GGCGGTCCTC CTCCAGIGCC
Al phal TS2  ~~~~~~~~~~ ~~~ ACACACA CAGCCTTCCA GGCGGTCCIT CTCCAGIGCC
251 300

cDNA  TGCCAGCC. G ACCCCAAGGC GAAGGAGCAT GCAGTGCTCA GCCCGGGGAG

Al phal TS1 TGCCAGCCCG ACCCCAAGGC GAAGAAGCA. GCAGIGCTCA GCCCGGGGAG
Al phal TS2 TGCCAGCCCG ACCCCAAGGC GAAGA. GCA. GCAGTGCTCA GCCCGGGGAG
301 350

cDNA  TCCTCGAAGC GAAGACACCT GCACCGGATG CCCCTGGCCT CCCGTGACCG

Al phal TS1 TCCTCGAAGC GAAGACACCT GCGCCGGATG CCCCTGGCCT CCCGTGACCG
Al phal TS2 TCCTCGAAGC GAAGACACCT GCGCCGGATG CCCCTGGCCT CCCGIGACCG
351 400

CDNA  CATCATGATG CTGGGCCACT CGIGICTTTG AGTCAGTAGA AGCAGATCTT

Al phal TS1 CATCATCGATG CTGGGCCACT CGTGICTTTG AGTCAGTAGA AGCAGATCTT
Al phal TS2 CATCATCGATG CTGGGCCACT CGTGICTTTG AGTCAGTAGA AGCAGATCTT
401 450

cDNA  CATCAGTCCA CATCAACACC GGCTAATAAG GAGGAAACCA CT. GCCAAGC

Al phal TS1 CATCAGTCCA CATCAACACC GGCTAATAAG GAGGAAACCA CTTGCCAAGC
Al phal TS2 CATCAGTCCA CATCAACACC GGCTAATAAG GAGGAAACCA CT. GCCAAGC
451 500

cDNA  TCCAGGAACA CQETTCT G CAGGAAGTITC AAAGATCTCA AGATCAC. GG

Al phal TS1 TCCAGGAACA COATQTTCTG CAGGAAGTTC AAAGATCTTA AGATCACCGG
Al phal TS2 TCCAGGAACA CCATGTTCTA CAGGAAGTTC AAAGATCTCA AGATCAC. GG

Abbildung 6:Vergleich der Sequenzen der a; SGC mRNA und der Klonea;TSlund a; TS2.

Klone wurden durch die CapSite™-Methode erhalten unter Nutzung des Primerpaares 1RC/2RC und der
genspezifischen Primerkombinationen: ajy/a;h (TS1) und a;b/a;cap (TS2). Die PCR-Produkte wurden in den
Vektor pCRII (Invitrogen) kloniert und sequenziert. Ubereinanderlegen der Sequenzen erfolgte mit Hilfe des
Programms Clusta (HUSAR Programmpaket). Hellgrau unterlegt: Similaritét zwischen zwel Seguenzen,
dunkelgrau unterlegt: Similaritét zwischen drei Sequenzen, mit Rahmen Reste des von Nakane verwendeten
Vektors (EcoRI-Schnittstelle).
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1.2 Transkriptionsstart der b;-Untereinheit

Anhand der publizieten MRNA-Sequenz (Nakane et al., 1988) wurden die Primer bjcap
Extern (bp 831 - 811) b; cap Intern (bp 630 - 610) fir die Bestimmung des Startpunkts der
Transkription ausgewdhlt und diese mit dem CgpSite™ Kit durchgefihrt. Fir die
Kombination bicap Extern/bicap Intern wurden zwel Klone (b1 TS1 und b1TS2) sequenziert.
Beide Sequenzen snd tellweise im Vergleich zu der publizieten cDNA (Nakane et al., 1988)
in Abbildung 7 dargestdlt. Der Transkriptionstart wurde bel 30 bp stromaufwarts des 5'-
Endes der publizieten Sequenz bestimmt. Zusdizlich zu dieser Verldngerung der cDNA-
Sequenz, zeigt der Klon b;TS1 ene Insation eines Thymin an Podtion 114 (Abb.) bzw.
zwischen Postion 62 und 63 der publizierten Sequenz und einen Basenaustausch bel Postion
190 bzw. Nukleotid 138 der publizierten Sequenz.

1 50

CDNA  ~~mmmm s e e s
Betal TSl  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~AGTCGCTGT CTGGGTCCCT TCCGCGGTAC
Betal TS2  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~r ~AGTCGCTGT CTGGGTCCCT TCCGCGGTAC
51 100
CcDNA  ~CTTGCCTGG AGGCTGCCTC CCAGGCTCCG GGAGCGGACA COATGTACGG
Betal TS1  TCTTGCCTGG AGGCTGCCTC CCAGGCTCCG GGAGCGGACA CGATGTACGG
Betal TS1  TCTTGCCTGG AGGCTGCCTC CCAGGCTCCG GGAGCGGACA COATCTACGG
101 150

cDNA  TTTTGTGAAC CAT. GCCCTG GAGCTGCTGG TGATCCGCAA TTACGGTCCC
Betal TS1  TTTTGIGAAC CATTGCCCTG GAGCTGCTGG TGATCCGCAA TTACGGTCCC
Betal TS1  TTTTGIGAAC CAT. GCCCTG GAGCTGCTGG TGATCCGCAA TTACGGTCCC
151 200

CDNA  GAGGTGIGGG AAGACATCAA AAAAGAGGCG CAGCTGGATC AAGAAGGCCA
Betal TS1  GAGGIGIGGG AAGACATCAA AAAAGAGGCG CAGCTGGATG AAGAAGGCCA
Betal TS2  GAGGTGTIGGG AAGACATCAA AAAAGAGGCG CAGCTGGATG AAGAAGGCCA

Abbildung 7: Vergleich der Sequenzen der b; SGC mRNA und der Kloneb;TS1und b; TS2.

Klone wurden Uber die CapSite™-Methode erhalten unter Nutzung des Primerpaares 1RC/2RC und der
genspezifischen Primerkombination: b;cap Extern/b,cap Intern. Die PCR-Produkte wurden in den Vektor pCRI|
(Invitrogen) kloniert und sequenziert. Das Ubereinanderlegen der Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Programms
Clustal (HUSAR Programmpaket). Hellgrau unterlegt: Similaritdt zwischen zwei Sequenzen, dunkelgrau
unterlegt: Similaritét zwischen drei Sequenzen und mit Rahmen ATG.
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2 Genomische Sequenzen 5 der cDNA & in silico Analyse

Um die 5-flankierenden Sequenzen der beiden Untereinheiten zu andyseren wurden diese
mit Hilfe ener PCR Technik kloniert. Die genauen Strategien und Ergebnisse snd in den
folgenden Abschnitten dargestdlt.

2.1 Klonierung der 5 flankierenden Bereiche der a; sGC Untereinheit

Nachdem der Transkriptionstart der a1 Untereinheit neu besimmt wurde, konnte nun der 5
flankierende Bereich des Gens kloniert werden. Dazu wurde die im Abschnitt Methoden
beschriebene Technik des GenomeWake™ Kits (Clontech™) benutzt. In Bereich des neu
definieten 5 UTR (Untrandatierte Region) wurden folgende Primer ausgewahlt: GWK3 a;
Extern (319-319 bp entsprechend cDNA) und GWKS3 a; Intern (287-262 bp entsprechend
cDNA). Den Angaben des Hergdlers folgend wurden nun zwe aufeinander folgende PCR
Regktionen durchgeftihrt (nested PCR). Das Produkt der 1. Resktion, welches mit den
externen Primen erhdten wurde, dient ds Matrize der 2. Resktion, die mit den internen
Primern ausgefthrt wurde.  Aliquots der  Amplifikate wurden durch eine Elektrophorese
Uberprift. (s Abbildung 8 A). Es waren sowohl be dlen gelieferten Banken (genomische
DNA von Sprague-Dawley Ratten verdaut mit verschiedenen Endonukleasen) ds auch der
Pogtivkontrolle nach der ersen Resktion kenele Amplifikate zu detektieren. Dennoch
wurde mit 1.50 verdinnten Resktionen ds Matrize mit dem 2. PCR-Schritt fortgefahren.
Erneut wurden Aliquots der Reektionen auf enem 1% Agarosegd aufgetragen. Nun liel¥en
sch bel der Bank RDL-4 (Pvull verdaut) ein ~200 bp und bel RDL-5 (Sspl verdaut) ein ~ 350
bp grofies Fragment detektieren (s. Abbildung 8 B).

Beide gefunden Produkte wurden wie im Abschnitt Methoden beschrieben in den EcoRV
geschnittenen  Vektor pBluescript®!  SK*  kloniet und das Konstrukt prépariet  und
anschliefend sequenziert. Eine Ubersichtskarte des Vektors und die Ubergdnge von Vektor
zur Insertion beider Klone sind in Abbildung 9 gezeigt. Die genaue Fragment-Langen
betragen: 466 bp bzw. 318 bp, inklusve der Adaptersequenz. Beide Klone besitzen das
gleiche 3-Ende (Sequenz des Primers GWK3 a Intern) und 100% Smilaité mit dem 5
UTR der a1 Untereinheit.
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Abbildung 8: GenomeWalker ™ PCR. Erhaltene Fragmentefiir diea; Untereinheit.
(A) zeigt ein 1% Agarosegel mit Produkten der ersten Amplifikationrunde mit den Primern GWK3a; Extern und

ADPL. In (B) ein 1% Agarosegel mit den Produkten aus der zweiten Runde, Primer GWK3a; Intern und ADP2.
Abkirzungen: RDL-1: EcoRV geschnittene genomische Ratten DNA (Sprague-Dawley), RDL-2: Scal, RDL-3:
Dral, RDL-4: Pvull und RDL-5: Sspl, Neg.: Negativ-Kontrolle, Pos.: Positiv-Kontrolle.

Nagl 131

BasH Il 610
Kpn| 657 L& )

Sac 1759 4
BesH Il 732

Pl 877

AR 1183

A

EcoRl Hindl B
Pstl Miul Sall | Smal
| | | |

GGGCTGCAGGAAT TCGATIACT AT AGGRCACGCGT GGT CGACGGCCCGRRCT GGTAT TTCTAGT GACCACAAAATTACC. . .
--------- e T R S i e T S
CCCGACGTCCTTAAGCTATGAT AT CCOGT GCGCACCAGCT GCCGGGRCCCGACCATAAAGATCACTGGTGTTTTAATGG. . .

Vektor T7 Seite Adaptorsequenz

Hindll
I-Ilindlll SaIII

. . CAAGGCGAAGGAGCATGCAGT GCTCAGTATCAAGCT TATCGATACCGTCGA
[ S e ER N fmz=s=oca= T +
.. GTTCCGCTTCCTCGTACGT CACGAGT CATAGT TCGAATAGCTAT GGCAGCT

Vektor T3 Seite
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EcoRl Hindll
Pstl| Miul Sall| Smal
l I |
GGGCTGCAGGAAT TCGATIACT AT AGGGCACGCGT GGT CGACGGOCCGGECT GGTICTAGT ACGAGAGAAAAGGT TTTTGTT. . .
--------- T T

CCCGACGT CCTTAAGCT AT GATAT CCCGT GCGCACCAGCT GCCGGGCCCGACCAGATCATGCTCTCTTTTCCAAAAACAA. . .

Vektor T7 Seite Adaptorsequenz

Hindl

I-:indlll SaJII

. . . CAAGGCGAAGGAGCAT GCAGT GCTCAQTATCAAGCT TATCGATACCGTC
R S, S, E N o ocoocooco fmcocoscooo
.. . GTTCOGCTTCCTCGT ACGT CACGAGT CATAGT TCGAATAGCTATGGCAGCT

Vektor T3 Saite

Abbildung 9: Ubersichtskarte der klonierten a; Promotoren.

(A) Plasmid-Karte des verwendeten Klonierungsvektor pBluescript®ll SK*, mit EcoRV geschnitten. (B) Zeigt
schematisch die Ubergénge von Vektor zu Insertion fiir den 466 bp langen Klon, das gleiche zeigt Figur (C) fiir
den 318 bp langen Klon. Grau und Schwarz unterlegt: die Vektorsequenzen. Die Primersequenz sind
unterstrichen. Mit Rahmen dargestellt die Adaptersequenz des GenomeWalker ™ Kits. Ohne Markierung die
Sequenz der Insertion.

Um langere Telle des a; Promotors zu erhaten, wurde ausgehend von dem 466 bp langen
Klon erneut eine GenomeWaker™ PCR durchgefthrt. Verwendet wurden die Primer GWK4
a, Extern (262 bis -287 bp entsprechend Abbildung 14) und GWK4 a; Intern (-296 bis -324
bp entsprechend Abbildung 14), die beide im Bereich des 5 Endes des Klons liegen. Die
Durchfiihrung erfolgte wie oben und im Abschnitt Methoden beschrieben. Die Ergebnisse
and in Abbildung 10 dargestelt. Im erden Durchlauf wurde ein deutliches Sgnd mit der
Bank RDL-3 in einer Grof3e von ca 1000 bp, mit RDL-4 ein Produkt von 200 bp erhaten,
sowie en gut dchtbares Amplifikat in der Pogtivkontrolle. Im zweten Durchlauf, mit den
verdinnten Resktionen as Matrize, wurden die Signde dérker, zusdizlich erschienen noch
undeutliche Banden be RDL-1 im Bereich von ~700-1800 bp. Die Amplifikete der Banken
RDL-3 und RDL-4 wurden wie oben und im Methodenteil beschrieben in den Vektor
pGEM ®-T Easy kloniert, die DNA prépariert und sequenziert.
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Abbildung 10: GenomeWalker™ PCR zur Verlangerung der schon erhaltenen Fragmente fur die a;
Unterenheit.

In (A) ist ein 1% Agarosegel mit den Produkten der ersten Amplifikationsrunde mit den Primern GWK4a;
Extern und ADP1 gezeigt. (B) zeigt ein 1% Agarosegel mit den Produkten aus der zweiten Runde mit den
Primern GWK4a; Intern und ADP2. Abkirzungen: RDL-1: EcoRV geschnittene genomische Ratten DNA,
RDL-3: Dral, RDL-4: Pvull und RDL-5; Sspl, Neg.: Negativ-Kontrolle, Pos.: Positiv-Kontrolle.

Eine Ubersichtkarte des Vektors und die Ubergidnge Vektor zur Insartion sind in Abbildung
11 gezegt. Die genaue Fragment-Langen betragen: 874 bp bzw. 2629 bp, inklusve der
Adaptersequenz. Beide Klone snd am 3'-Ende (Sequenz des Primers GWK4 a; Intern)
identisch und zeigen eine 100% Similaritét mit 5 Ende des Ausgangklons.
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Hindll
Notj EcaR| Sf)e| MIIuI SaJII | Sl"nal
GGCGGCCGCGAATTCACTAGT GATTACT AT AGGGCACGCGT GGT CGACGGCCCGRGCT GGTIMAAACT GATGGT GGCTCCT. . .
--------- T S e S
CCGCCGGECGCT TAAGT GATCACTAAT GATATCCCGT GCGCACCAGCT GCCGGGCCCGACCAT TTTGACTACCACCGAGEA. . .
Vektor SP6 Seite Adaptorsequenz
Notl
ElcoRI Sac III Elco RII
. . . CCTTCGAACAGAGTAGATTAGCCT CAAAGHAAT CGAAT TCCCGCGGCCGCCAGGCGGCCGRGAGCAT
R e B Hreccococao frmccoooooo freccoccocao drmococooos
. . GGAAGCTTGTCTCATCTAATCGGAGT TTCAT TAGCT TAAGGGCGCCGRECGEGET CCGCCGECCCT CRTA!
Vektor T7 Seite
Hindll
Nou EcoRI aoe| MIuI Salll Smal
G;OGXI:GCX;AATTCACTAGTGATT ACTATAGGGCAOGCGTGGTGGAOGGOCCGGGCTGGTCTGL\CTGAGTAGGAAOCAG
------------------------------------------------------------- B
OCGCCGEOGCTTAAGTGATCACTAA TGATATCCCGTG:GCACCAGCTGCOGBGCOOGAOCATTTTGACTA(X:ACCGAGGA
Vektor SP6 Seite Adaptorsequenz
Notl
EcoRl Saclll EcoRI
. . . CCTTCGAACAGAGT AGAT TAGCCT CAAAGHAAT CGAAT TCCCGOGECCECCAGGCGGECCGEGAGCAT
[ S [, Fomm e e b cccocooo dooooccoooo dFoocoocooooo fhooococooo
. . GGAAGCTTGTCTCATCTAAT CGGAGT TTCATTAGCT TAAGGGECGCCEECEGT COBCCGEOCCT CGTACGET
Vektor T7 Seite

Abbildung 11: Ubersichtskarteder a, Promotorverléngerungen.

(A) Karte des verwendeten Klonierungsvektor pGEM ®-T Easy, der mit EcoRV gebffnet wurde. Figuren (B)/(C)
zeigen jeweils eine schematische Darstellung der Ubergénge von Vektor zu Insertion fiir den 874 bp bzw. 2629
bp langen Klon. Mit Grau und Schwarz markiert die Vektorsequenzen. Die Primer Sequenzen sind unterstrichen.
Mit Rahmen gezeichnet, die Adaptersequenz des GenomeWalker ™ Kits. Ohne Markierung die Sequenz der
Insertion. Die Insertion erfolgte an der ECORV-Schnittstelle des V ektors wie vom Hersteller vorgesehen.

Da die erhdtenen Verlangerungen nicht das 3' Ende, die ersten 300 bp des Ausgangsklons,
enthatenwurden Fusionen der beiden Klone a; 800 und a; 2500 mit a; 350 kongtruiert.
Dazu wurde ene PCR mit genomischer DNA von Wistar-Kyoto Ratten as Matrize und den
Primern GWKS3 a; extern/intern (3 Ende des a; 350 Klons) und a; 2,5 kb extern/intern (5
Ende des a1 2500 Klons) bzw. a; 1,0 kb extern/intern (5 Ende des a1 800 Klons) verwendet.
Es wurden fir beide Ansiize endeutige Amplifikate gewonnen. Die DNA-Fragmente wurden
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in den pGEM®-T Easy Vektor (Promega) kloniert und anschlieRend die Nukleotidabfolge und
ihre Identitét Uberprift. Eine Ubersicht Uber den verwendeten Vektor und der Ubergénge
Insertion zu Vektor ist in Abbildung 12 gezeigt.

A

Notll ElcoRI el

GGCGGCCGLGAAT TCACTAGTGAT ICCT TCTGAGT CTTATGT TCATGGT CTGAGGATAGATTATTTTTCCCTACTGACC. . .

--------- S

CCGCCGGCGCT TAAGT GATCACTAAGGAT GATTTAGAATACAAGTACCAGACTCCTATCTAATAAAAAGGGATGACTGG. . .
Vektor SP6 Seite 5 Ende mit Primer a, 1,1 kb intern

Notl
Elcd?l Sac III Elco RII

. . . CAAGGCGAAGGAGCATGCAGT GCTCAGAAT CGAAT TCCCGLGGCCGCCAGGUGGCCGGGAGCAT

e Fommeme oo e m frmccococoo freccocoooo frmccoooooo droocooooos

. .. GTTCOGCTTCCT CGTACGT CACGAGTTTAGCT TAAGGGCGCCGECGEGET CCGCCEECCCTCGT A

3" Ende mit Primer GWK3 a, intern  Vektor T7 Seite

Not EcoRlI el

| | 1
GGCGRECCGOGAAT TCACTAGT GAT TICT TCAT CTGCAT CCTCTGCTCCCT TTCACTCTATTCCTATTTTGAAAAGGAAATC. . . //
--------- G | L L L L

CCGCCGGECCCTTAAGT GATCACT AAGAAGT AGACGT AGGAGACGAGGGAAAGT GAGATAAGCGATAAAACTTTTCCTTTAG. . .

Vektor SP6 Seite 5 Ende mit Primer a, 2,5 kb intern
Not
EcoRl SaCI|| EcoRI
. . . CAAGGCGAAGGAGCAT GCAGT GCTCAGAAT CGAAT TCCCGCGECCECCAGGCGGCCEGGAGCAT
e mmmmm—- Fomm oo oo E - S Foeme oo Fommm - Fommm e — e
. . . GTTCOGCTTCCTCGTACGT CACGAGT AT TAGCT TAAGGGECECOGECEGT COGCCGECCCTCRTA

3" Ende mit Primer GWK3a, intern Vektor T7 Seite

Abbildung 12: Ubersichtskarte der a; Promotor fragment Fusionen.

(A) Darstellung der Ubergange von Vektor (pGEM®-T Easy) zu Insert fir den 1173 bp langen Klon. (B)
Darstellung der Uberginge von Vektor zu Insert fir den 2848 bp langen Klon. Grau und Schwarz
V ektorsequenzen, Primer Sequenz unterstrichen. Ohne Markierung die Sequenz

Insgesamt wurden sechs Klone fir dena; Promotor erzeugt, eine Ubersicht aler Klone in

ihrer Lage zueinander ist in Abbildung 13 gezeigt
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a, 200
a, 350
a, 800
a, 2500
a, 1100
a, 3000

Abbildung 13: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit erhaltenen Klone des Promotors der a; Untereinheit
der sGC und ihrer Lage zueinander .

Mit offenen Baken sind die Bereiche der cDNA (5'UTR) gezeigt. Die geschlossenen Balken zeigen die
genomischen 5’ -flankierenden Bereiche.

2.2 Nukleotid-Sequenz & in silico Analyse des Promotors der a, sGC
Untereinheit

De langste Klon der im vorherigem Abschnitt erhdtenen Promotorfragmente wurde komplett
beiddrangig sequenziert. Die dafir verwendeten Primer snd in Tabelle 15 im Abschnitt
Materid & Methoden aufgefiihrt. Bel jeder Sequenzierresktion konnten ca. 300 bis 400 Basen
gelesen werden. Ausgehend von diesen Sticken wurde dann  die ndchste Resktion
durchgefiihrt. Die erhdtenen Telsequenzen wurden mit Hilfe des Programms CAP (contig
adignmett programm, HUSAR Programmpaket, DKFZ Heideberg) aneinandergefiigt. Befrait
von der Adaptersequenz des GenomeWdker™ Kits wurden 2964 Basen kloniert und
sequenziert. Der Transkriptionstart liegt bel 2884, die Sequenz von +1 bis +81 ddlt das 5
Ende des a1 5 UTR da (entspricht 213 — 287 der publizierten a; sGC cDNA Sequenz).
Insgesamt  konnten also 2864 Basen des aji; SGC  Promotors kloniert  werden.

Die komplette, zusammengesatzte Sequenz wurde anschlielend mit dem Programm Transfac
(HUSAR, DKFZ Heddberg) nach Konsensussequenzen fur — Transkriptionsfaktoren
durchsucht. Die bedimmte Sequenz des aj; Promotors und die gefundenen
Konsensussequenzen  fir  mogliche  Bindestdlen  von  Transkriptionsfaktoren  snd  in
Abbildung 14 gezeigt. Die mit Hilfe der Transdac Datenbank gefundenen Homologien mit
Sequenzmotiven, die putative Transkriptionsfaktoren-Bindestdlen snd, snd sehr  zahlreich.
Insggesamt wurden 42 verschiedene Motive identifiziet (s. Tabelle 16). Dabe gilt es zu
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beachten, dass eine beliebige Sequenz von 4 Basen datistisch dle 256 (4*) bp vorkommt, aso
dlein in der vorliegenden Sequenz mehr ds 11 ma. Zudem léasst das angewendete Programm
sogenannte ,, Wobble“-Basen, d.h. verschiedene Basen sind an einer Stelle des Sequenzmotivs
madglich, zu. Um ene Uberschtliche Dargdlung der Sequerz zu ermdglichen wurden nur
augewdhite Konsensussequenzen in der Abbildung 14 markiert. Alle gefundenen Motive
auch die nicht hervorgehobenen snd der Vollsdndigkeit hdber in der Tabelle 17 mit
Bezeichnung, Konsensussequenz, Position in der Sequenz und Literaturangabe aufgelistet.

Be Abgleich der hier gezeigten Sequenz mit dlen in der , GENBANK®/EMBL"-Datenbank
gepeicherten Sequenzen wurde eine hohe Homologie mit einem bis zu 82 bp langen
Element, dem sogenannten Rat Brain Identifier gefunden. Dieses Element kommt im Ratten
Genom mit einer Kopienzehl von 1,5 x 10° vor. AuRer in 5 Genbereichen wurde es auch in
Introns intakter Gene gefunden (Schuler et al., 1983) und in durch Insartion des Elements zu
Psaudogenen gewordenen Genombereichen (Lemischka and Sharp, 1982). Es handdt sch um
ein mobiles genetisches Element (Retroposon), das eine Rolle bei der Regulation von Genen,
die ausschligdich im neuronden Gewebe exprimiat werden, spidt (Sutdiffe et al.,
1982;Milner et al., 1984). Die Tasache, dass dieses Element durch reverse Transkription
entdanden ig, wird durch sainen in unterschiedlichen Ratten DNA-Abschnitten mehr oder
weniger erhdtenen poly(A)-Antell dokumentiert.

Zudem wurden repetetive Sequenzmotive im Bereich von -2507 bis -2456, (GAGA)13 und im
Bereich -537 bis-494, (GTGT)11, gefunden.
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5'Ende a; 2500

- 2864

-2823

-2763

-2703

-2643

- 2583

- 2523

- 2463

- 2403

- 2343

-2283

-2223

-2163

-2103

-2043

-1983

-1923

-1863

-1803

-1743

-1683

ETGACTGAGWAGEAACCAGATCTTCCTGTCTCCTTTCTTTATAAGEATCCTTACAATTAT -2824

AP3 5' Ende a; 3000
ATGEEATCCATATAGECATTGTGETAAAN@TTCATCTGCATCCTCTGCTCCCTTTCACTC -2764
a; 2,5 kb Intern
ELK1/ PEA3
TATTCCTATTTTGAAAAGGAAATCACATTCATAGGATTTTGI GGTTCAACAAGAGAAACT -2704

LYF1 MEF2/ FREACY
ACAGAAACCACAGAAATCCTGCGAGACTTGATACATTTTTAAAATAAATAGTGGGTCACT - 2644

PEA3 BRN2
CAGGAGAT CAGAGAGGAAACT TAAAAACCCT AGAGCAAAAT GAAAAT GAGGGACCAACAA - 2584
CCTAACAGAAT CTGCAGAACACT GCCAAGGCAGAACT GATGGGAACCTCAATAGITCTTA - 2524

I SL1 (GAGA) 13
GAAGGAGACT AAT GCT GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA - 2464

FREACY
GAGAGAGAGGATTTCAAATAAACAACT TAATGATACAGCT CAAGGCTCTTGAAAAGCAAC - 2404

CF1 NFI L6/ PEA3
AAGAAAT TGGT GTCAAGCCCAGT GGAT GGCAAGAAATAATAGAT GGTGAGGAAATAGGAA - 2344

TAGAATTTGGAAT GAAACT GAGACT TAAAGACCACACACAAATCAACCAGACAAGAGTTC - 2284
PEA3

TTTGTAAAAGACAGT GAGATTGACAAGCCATTAGCCAATCTGT TGAGAATGAGGAAGAAG - 2224

AAACAAACCCACAGAAT GAGGCATGAAATCAGT GTACATCTAACAGAGT TGAATAAAATT - 2164

PEA3
CAGAACCCCGT TAGGGGATATTTTGAAGACATAAACT TCCAAAAGCACAGGAAATTAGAA - 2104

FREAC7Y
GITGGTGAGTGTTTAAATGTGTATGATCTATCAAAATTAAAGCCAGGAGATATAAATAAT - 2044

NPTCI I  CTCF
ATAAACAAATCCATTACAGAGAATGAAATTAGAACTAAAGTI TTCCCCTCTCAGAAAAACC - 1984

HNF5 BRN2
CGGGACTGGACAGATTCCCTCCTTGATTTCTATGAACCTTTATTTGITTAAATTCTAATT - 1924

TTTTTCCATTAAGCTACATTATTAAGCACT TAT GGGGAAAAT GCAGAAACTTAACCAGCEC - 1864

PPAR NFI L6/ CEBP
CAAAGGTCATCACCATGAACTTCTCTGCTTTTGCAATAGCCAGTGTAAACTGTGAACTTT - 1804

BRN2 CEBP
TGAAGTATTTGAATATATTCACAAATACATAATTATGTACTTATTCCTTATTATGGGTCT - 1744
CCTTAAATTATTGACATCT TTGCAAAGGGGCAGGAGGGTATAGAAGCCTCACTTTGCACT - 1684

HNF5 BZI P910
GAAACACTGTATTTGT TAGCATTTATGTTAACCCATGACGTI TTCTATGTTCCTATCTGIT -1624
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- 1623 GITAGAGT CCCTGACATGCACGCCACCCCCCCCCACCACACACACCCACACATACTCTCA - 1564
HAPF1

-1563 CACGGTAAATTCCATTTCTCTTTCTCTCTTTACAATCCTCACTACT GGGAAAGCCTCCAA - 1504

- 1503 AGAGAAAAAGTTGACAAAAAATCCTAGT CCTGCACTATGGGAAACAGGAACACCAGTGTA - 1444

E2A AP2
- 1443 GAAGGGTAGCACAGGT GT CTCTATAGGAACCCACGGCACAGCAGAGACAATACCTGGTCGC - 1384

YY1
- 1383 CTTCTGCATCCTCCTGCACTTTACTCACCTTGAACCCCATCTTATCTCCTGGCCACCACA - 1324
- 1323 CTGCCACCCTGCTACCTGCCTGIGGACCTTTATTCAGITTCCTCTGCTGGCAATAAGCAG - 1264

CTCF
-1263 TTCCTTCCACATTCCCCTCTTCTAAAATAAAGCCATCTTCAAGATCCCACACTGACACCA -1204

NFI L6 Yl
-1203 CTCTTTCAGAAATATTTTATCTGTCACAGTGATGTCCCTCCTCCTCTGAATATGTTTTTT -1144

5" Ende a; 800 SEF3 5" Ende a; 1100
-1143 TACTTT@AAACT GATGGTGGCTCCTTTTCACCATGAGICCCGITTTTGT TTCT TCTGGG - 1084
-1083 TCTTATGITCATGGT CTGAGGATAGATTATTTTTCCCTACTGACCTGAGAGAAGTITCATG - 1023
a; 1,0 kb Intern
-1023 AATTGATTTGGGAGTAAGAGAAGT TTATGAAT GACAAGAAAATAACAACAAAACCAAAAT - 964
NPTCI |
- 963 TATAACCAGCAAAGGAGCTAGGAGGTTTTGTITCGATCTTAAGACCAAAGTTTCCCTGGAT - 904

-903 CCTGTAGCTGGCTTTCTTGGCATTTCTAACTAATTCTGITTCTACCTACTTCCATCGGTT - 844

-843 CTTTAGGTCGATTCTTTTTTTTTCTTTTTCTTTTTCCCTTTCTTCTGGAGCTGAGGACGG - 784

Rat Brain ldentifier AP2
- 783 AACCCAGAGCCTTGAGCT TGCTAGGCAAGCGCTCTACCACTGAGCTAAATCCCCAACCCC - 724

PPAR MYB
- 723 CTTTAGGTCAATTCTTAACGGT TGTTTCCTGI G CGTAGGCAACATTGGAAGAAACATGT - 664

AP1 ETS1/ PEA3
- 663 TTTCATATGI GGGGAGCCT CAGT GAGACCAGAGT CGATGATGAGT CAGGAAGTAGACATG - 604

- 603 TCAAAAGAACTCTGCCTCAGACTTCTTGAACT TGAAGGACT GAAAAGATACCAGGAGTAA - 544
(GIGT) 11 BRN2
-543 CTAGGAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCATAAATGT - 484

- 483 GTATGTACATATGIGIGTGTACGGAT GACTTGGAAAAAATAAAAGAACAGAGATGCACAC -424
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mMyC CF1
- 423 ACCCACGIGTATTAACAGCATATAGGGCT GAGT GTAGT GAACCAAAT GGAAGCAAGACCT - 364

5’ Ende a; 350
-363 TACACAAAAGAAATAATTTCCT GTGACCACAAAATTACCTTCGAACAGAGTAGATTAGC - 304
GAAGCTTGTCTCATCTAATCG
3" Ende a; 800 und a; 2500
-303 CT CAAAG@TAAAAGCCAGGCCACCAAAGCCAAGGGAGGAGAGAAAAACCT CCCCACCACG - 244
GAGTITTCG GAK4 a; Intern
NFI L6/ PEA3 E2A 5’ Ende a; 200
- 243 GITTGAGITTCAAATTAAGGAAGCTACAGTITGGT CTGCACCAG@TAGT ACGAGAGAAAAG - 184

SEF3 SEF3
-183 GITTTTGITTTTAACGTGCCAACTTTTCCTAGAGTICTCTCCTTTGITTTCTCTTCCTTGT - 124

CEBP SP1
-123 CCCCTTCCCTGCTGFGFGFGFGFCTG(I:TTTGGTGGTTTGGAGGACAGCW - 64

TAAC
LYF1
- 63 GAGCAGGACTCCGT TCTCAGGAGCT GAGCCT GGGAGGAGT GGGAGGGACT CGGAGCAGCG - 4

+1
-3 TCTCACACACAGCCTTCCA(IBCGGTCCTCCTCCAGTGCCTGCCAGCCCGACCCCAA +57

+58 GGCGAAGGAGCATGCAGTGCTCAG +81
TTCCTCGTACGTCACGAGTC GAK3 a; Intern

Abbildung 14: Sequenz und in-silico Analyse desa ;-Promotors.

K ognate Sequenzen sind unterstrichen, mit Kasten die Basen der Fragmentenden, fett gedruckt wurden die
Primersequenzen
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Tabelle16: Listeder in-silico gefundenen Bindungsr egionen ver schiedener Transkriptionsfaktoren

Die Angaben der Positionen beziehen sich auf die erste Base des jeweiligen Bindemotivs und die Abbildung 14.

Transkriptionsfaktor

Bindestelle

ABAA
ADR1
AP1
AP2
AP3
BRN2
BZIP910
CEBP
CEBP
CF1
CP2
CTCF
E2A
ELK1
ETS1
FLI1
FREAC?Y
HAPF1
HNF5
ISL1
IUF1
LYF1
MBFI
MEF2
MNBI1A, DOF2, DOF3
& PBF
MTF1
MYB
MYC
NFIL6
NPTCII
PEA3
PPAR
SEF3
SP1
TBP
TCF1

TCF2ALPHA
Yl
YY1

-1254

-655; -86; -68; -14; -6

-623

-1598; -1597; -1414; -734; -723; +52

-2804

-2661; -2605; -1933; -1780; -492

-1648

-1761; -91

-1835

-2825; -2363; -380

-1831

-1999; -1249; -1168

-1433; -218

-2750; -2118

-618

-618

-2665; -2451; -2048

-1519

-1943; -1674

-2515

-2255; -2032; -1856

-2686; -35

-1607; -430

-2666

-2749; -2411; -2317; -2277; -2122; -2065; -2007; -1862; -1720; -1514; -1505; -1497;
-1235; -953; -918; -600; -560; -442; -357; -300; -293; -279; -187
-1607; -430

-708

-420

-2357-1835; -1198; -229

-2007; -918

-2747; -2630; -2355; -2232; -2115; -617; -226
-1860; -719

-2669; -1102; -183; -177

-71

-2053; -2044

-2750; -2695; -2580; -2412; -2278; -2214; -2182; -2123; -2118; -1863; -1721; -1503;
-1498; -1461; -1434; -1407; -1179; -954; -919; -601; -561; -443; -438; -410; -358; -
319; -301; -294; -280; -188; +8

-618

-1168

-1347
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Tabelle17: Listeder in- silico gefundenen, moglicherweise bindender Transkriptionsfaktoren.
Mit Angabe der vom Programm verwendeten Konsensussequenzen und Literaturstelle (vgl. Anhang). K = G/T,
M =A/C,R=A/G,S=C/G,W=A/T,Y =C/T.

Akronym Konsensussequenz Literaturstellefar die
verwendete K onsensussequenz
ABAA CATTCY (Andrianopoul os and
Timberlake, 1994)

ADR1 KYGGRG (Cheng et al ., 1994)

AP1 TGASTMA (Piette et al ., 1988)

AP2 CCCMNSSS (Winning et al ., 1991)
TCCCCMNSSS (Imagawaet al ., 1987)

AP3 TGTGGWWW (Mitchell et al ., 1987)

BRN2 MATWAAT (Lietal., 1993)

BZ1P910 TGACGT N.N.

CEBP ATTGC (Pei and Shih, 1990)
TKNNGYAAK (Ryden and Beemon, 1989)

CF1 ANATGG (Riggset al ., 1991)

CP2 GCNMNANCMAG (Kimet al ., 1990)

CTCF CCCTC (Lobanenkov et al., 1990)

DOF2 AAAG N.N.

DOF3 AAAG N.N.

E2A RCAGNTG (Kampset al., 1991)

ELK1 MRMMGGAWRY (Treisman et al ., 1992)

ETSL SMGGAWGY (Hoet al., 1990)

FLI1 CMGGAAGT (Zhang et al ., 1993)

FREACY WNNANATAAAYA | N.N.

HAPF1 CTGGRAA (Maédloet al ., 1990)

HNF5 TRTTTGY (Grangeet al., 1991)

ISL1 CTAATG (Karlsson et al ., 1990)

IUF1 CATYAS (Shelton et al ., 1992)

LYF1 YYTGGGAGR (Loetal., 1991)

MBFI TGCRCRC (Imbert et al ., 1989)

MEFR2 YTWWAAATAR (Yuet al., 1992)

MNB1A AAAG N.N.

MTF1 TGCRCNC (Mueller et al ., 1988)

MYB YAACKG (Ness et al., 1989)

MYC CACGTG (Prendergast et al ., 1991)

NFIL6 TKNNGNAAK (Poli et al., 1990)

NPTCII ANANTTTCC (Lattion et al., 1992)

PBF AAAG N.N.

PEA3 AGGAAR (Wasylyk et al ., 1989)

PPAR AGGTCA (Issemann and Green, 1990)

SEF3 RTTTTTR (Lessard et al., 1991)

SP1 KRGGCKRRK (Jackson et al ., 1990)

TBP TATAAA (Greenblatt, 1991)

TCF1 MAMAG (vandeet al., 1991)

TCF2ALPHA | SAGGAAGY (Waterman et al ., 1991)

Yl CCCNCNNNCT (Dou et al., 1991)

YY1l CCWTNTTNNNW (Shrivastavaand Calame, 1994)
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2.3 Klonierung der 5 flankierenden Bereiche der b, sGC Untereinheit

Nachdem der Transkriptionstart der b; Untereinhat neu bestimmt wurde. Wurde nun auf
ahnliche Weise, wie fir die a; Untereinheit beschrieben der 5 flankierende Bereich des
Genes der b; Unterenhat kloniert. In Bereich des neu definierten 5 UTR (Untrandatierte
Region) wurden folgende Primer ausgewdhit: GWK b Extern (96-70 bp/cDNA) und GWK
b1 Intern (58-31 bp/cDNA). Wie zuvor fir die a1 Untereinheit wurden nun zwel aufeinander
folgende PCR Resktionen durchgefiihrt. Aliquots der Amplifikate der 1. Resktion wurden in
enem 1% Agarosege aufgetrennt und begutachtet (s. Abbildung 15). Es waren lediglich bel
der Bank RDL-3 Amplifikate zu detektieren. Dennoch wurde mit 1:50 verdinnten Resktionen
ds Matrize fir dle Ansitize mit dem 2. PCR-Schritt fortgefahren. Erneut wurden Aliquots der
Reaktionen auf enem 1% Agarosegel aufgetragen. Nun lieien dch be der Bank RDL-2
(Dral verdaut) ein ~1500 bp und bei RDL-5 (Sspl verdaut) ein ~ 500 bp grol3es Fragment
detektieren, jedoch nicht bei RDL-3.

Das grofere der beiden gefunden Produkte wurde wie im Abschnitt Methoden beschrieben in
dnen EcoRV geschnittenen Vektor pBluescript® | SK* kloniert und das Konstrukt prapariert
und anschlieRend sequenziert. Eine Ubersichtskarte des Vektor und die Ubergange von
Vektor zu Inset des Klons snd in Abbildung 16 gezeigt. Die genaue Fragment-Lange
betrégt: 1354 bp inklusve der Adaptersequenz. Der 3 Bereich des Klons weist eine 100%
Similarité mit dem 5" UTR der b1 Untereinhet auf.

€415k — 15Kk

Abbildung 15: GenomeWalker ™ PCR zur Klonierung von Promotor bereichen der by Untereinheit.

In (A) ein 1% Agarosegel mit den Produkten der ersten Amplifikationsrunde mit den Primern GWKb; Extern
und ADP1. (B) Elektrophoretische Auftrennung in einem 1% Agarosegel der Produkte aus der zweiten Runde
mit den Primern GWKb; Intern und ADP2. Abkilrzungen: RDL-1: EcoRV geschnittene genomische Ratten
DNA, RDL-2: Sacl, RDL-3: Dral, RDL-4: Pvull und RDL-5: Sspl.
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Mag| 131 A

BzzH I 810

Kpn | 65T W*
pBluescript® |l SK(+/-) swi7se 4
2.96 kb it
Pyl 577
AR 1153

EcoRlI Hindll B

Ps}l | l\{llul Sall | S{nal
|
(GGGCTGCAGGAAT TCGATIHACT ATAGGGCACGCGT GGT GACGGCCOGGECT GGTIACT TACAGGAGCAGGGATGACTAGAA. . .
--------- T T ppepup e S
(CCCGACGTCCTTAAGCT AT TGAT AT CCCGT GCGCACCACT GCOGGGCCCGACCAT GAATGTCCTCGTCCCTACTGATCTT. .
Vektor T7 Seite Adaptorsequenz
Hindl|
Hind I sl
.. . AGOGGACACCATGTACGGTTTTGT ATCAAGCTTATCGATACCGT
O [ [ dfmocozcoos tommmemaa

. . TOGOCTGTGGTACAT GCCAAAACACT INTAGT TCGAATAGCTATGECAGCT

Vektor T3 Seite

Abbildung 16: Ubersichtskarte desb; Klons.

(A) Karte des verwendeten Klonierungsvektor pBluescript® 11 SK* EcoRV geschnitten. De Figuren (B/C)
zeigen die Ubergénge von Vektor zu Insertion. Grau und Schwarz markiert die Vektorsequenzen, die

Primersequenzen unterstrichen sind unterstrichen. Exakte Insertlange (B) 1354 bp. Mit Rahmen gezeigt die
Adaptorsequenz des GenomeWalker ™ Kits. Ohne Markierung die Sequenz der Insertion.
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2.4  Nukleotid Sequenz & in silico Analyse des b; sGC Untereinheit
Promotors

Der langse Klon der im vorheigen Abschnitt erhdtenen Promotorfragmente  wurde
beiddrangig sequenziert. Die dafir verwendeten Primer snd in Tabelle 15 im Abschnitt
Materid & Methoden aufgefiihrt. Bel jeder Sequenzierreaktion konnten ca. 300 bis 400 Basen
gelesen werden. Ausgehend von diesen Fragmenten wurde dann die néchste Resktion
durchgefihrt. Die erhdtenen Telsequenzen wurden nach Beendigung der Sequenzierung mit
Hilfe des Progranms CAP anenandergefigt. Ohne die Adaptersequenz des
GenomeWdker™ Kits wurden 1375 Basen kloniert. Der Transkriptionstart liegt bel 1317, die
Sequenz von +36 bis +88 d€elt das 5 Ende des b; 5 UTR da (entspricht 1 — 57 der
publizieten b; SGC MRNA Sequenz). Insgesamt konnten aso 1287 Basen des b; sGC

Promotors kloniert werden.

Die komplette, zusammengesetzte Sequenz wurde anschlie3end mit dem Programm Transfac
nach Konsensussequenzen fur Transkriptionsfaktoren durchsucht. Die bestimmte Sequenz des
b:1 Promotors und die gefundenen Konsensussequenzen fir mogliche Bindestelen von
Transkriptionsfektoren sind in Abbildung 17. dargestdlt. Es wurden mit Hilfe der Transfac
Datenbank 15  verschiedene  Homologien mit  Sequenzmotiven, die  putative
Transkriptionsfaktoren-Bindestelen sind, identifiziert (s Tabelle 18 und Tabele 19). Zudem
wurden repetetive  Sequenzmotive im Bereich von -1263 bis -1168, (GAAA)17 zweimd
unterbrochen durch GAGA, im Bereich -1105 bis -1050, (GATA)14, der Kernbereich des
Bindemotivs der GATA-Transkriptionsfaktoren, und im Bereich -363 bis -317 23 ma (CA)
gefunden.

5’ Ende b; 1200
-1287 CT TACAGGAGCAGGGAT GACTAGAAAGAAAGAAAGAGAGAAAGAGAGAAAGAAAGAAAG -1228

( GAAA) 17 PEA3 2x PEA3
-1227 AAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGGAAGAAAGGAAGGAAGAAAG - 1168

GATA123 CF1 GATA1L; 2; 3
-1167 ACTGGAGGGATATTAAATGGTCACACATTTTGTACTGAACTATTAGGTAGATAGACAGAC - 1108

13x GATA1L; 2; 3 (GATA) 14
-1107 AGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGGC - 1048

E2A/ CF1
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- 1047 CGGCAGGCAGGCAGACAGACAGGTAGGCAGATGGACT GT CGGGCAGAACAGAAATACAAG - 988

NFI L6
-1087 ACAAATCTAAAACTTCTGGAATTCTAACTCCTGGGT TGAAATAGAGCATGICCTGTGAAG - 928

CF1 ECR
- 927 TTCACAGACAGACAGACAGAGATGGCTTACATTTTGI CACTAGCATGICTGCACATGAGG - 868
- 867 TGITCTCCGAGAAGCT CAGGAACT TCAGAGCATAATCCCCAGCTGAAGATACCATTTAGG - 808

ETS1
- 807 CAACTTCTGGAGCCTTTTCATGAGTTTGAAAGTAGACCACTGAGGATGTCCTTGGGAACT - 748

ECR
- 747 GTAGCGTCTATTAGACCCATCCTTGI GTCACTGTAAGGAACT GAACAGCCACCATGGGEGEC - 688

E2A
- 687 TGIGCCTCCCCAGAAGT CCGAAAGCACT GGAGACAAAAACAAAGTACCTCTGAAACCACA - 628

- 627 GGTGAAAATGAATTCCACTGGT TAATACCAGGTATTTTGTCTTGATGACAAAAAGTTGCT - 568

5 Ende b; 564 E2A
- 567 AAA@TGT GATGACACAGT TGCTAAACCTCTTATATATTACAGAACATCTTAGTTTGCACA - 508

HNF5
-507 TTTGATTATTAACTTCATTGACTGAAAATAAAATGTTAGCTTTGTAACATTAACTATGIT -448

PEA3
- 447 TGCCAGCTGITGCTAGGT AAAGCGACAGAGGAAATGT TCATGT GAACAACTACAGTAACC - 388

ETS1 (CA) 23
- 387 GTGAGGATGCTGATCAACACT GGACACACACACACACACACACACACACACACACACACA - 328

5 Ende b; 312 SIF YY1/ NFI L6
- 327 CACACACACACGCquCGCT CGCAGGCAGAATGACAATAACCCCGT CCATGT TGGAAGGA - 268

E2A
- 267 CCACAGCTGACTCTGCTCTATCTGCCTTAAGGCCTCAATAGGATGACTTGTCACCAGACT - 208

5’ Ende b; 164 CTCF
- 207 GGGGCGGGAAAAATGT TTGAGCACAGT AGCTCTGAGCCCATCT@AATTCCCT CCTCTGTIC -148

GATA1; 2; 3
- 147 TCTGATTGGI TAAGATAAGGGAAGAAACAGCGCCCAGCCTCCTGCGGECTCCACTTGCCAT - 88
- 87 TGGTTGAGAAGAGGT GGCAATCAGGGT TGGCCGAGACT GATGCCCCAGCTCCAGCTCTGT - 28

+1
- 27 GCTGGTCTGGTGCGCTGTCGCCGCTGTAGTCGCTGTCTGGGTCCCTTCCGCGGTACTT +33

3’ Ende b; 1200; 564; 312 & 164
+34 GCCTGGAGGCTGCCTCCCAGGCT CGGGAGCGGACACO@TACGGT TTTGTGAA +88

CTCGCCTGTGGTACATGCCAAAACACTT GWK by Intern

Abbildung 17: Sequenz und in-silico Analyse desb;-Promotors.
Kognate Sequenzen sind unterstrichen, mit Kasten die Basen der Fragmentenden bzw. Translationstart (ATG),
fett gedruckt wurden die Primerseguenzen
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Tabelle18: Listeder in silico gefundenen Bindungsr egionen ver schiedener Transkriptionsfaktoren.
Die Angaben der Positionen beziehen sich auf die erste Base des jeweiligen Bindemotivs und die Abbildung 17.

Name Position auf Sequenz
ADF1 -14
CF1 -1153; -1019; -908
CTCF -159
E2A -1021; -630; -554; -265
ECR -893; -722
ETSL -766; -385
GATA1L, GATA2 | -1119; -1107; -1103; -1099; -1095; -1091; -1087; -1083; -1079; -1075; -
& GATA3 1071; -1067; -1063; -1059; -1055; -135
HNF5 -451
NFIL6 -974; -278
PEA3 -1189; -1181; -1177; -419
SIF -286
TCF1 -1001; -925; -704; -648; -631, -577, -555; -266; -186; -122
YY1l -281

Tabelle19: Listeder in silico gefundenen, potentieller Transkriptionsfaktoren der b; Untereinheit.
Mit Angabe der vom Programm verwendeten Konsensussequenzen und Literaturstellen (vgl. Anhang). K = G/T,
M =A/C,R=A/G,S=CI/G,W=A/T,Y =CIT.

Akronym K onsensussequenz Literaturstelle
ADF1 GCYGYYGYCGY (England et al ., 1990)

CF1 ANATGG (Riggset al., 1991)

CTCF CCCTC (Lobanenkov et al., 1990)
E2A RCAGNTG (Kampset al ., 1991)

ECR KNTCANTNNMM (Luo et al ., 1991)

ETSL SMGGAWGY (Hoet al., 1990)

GATAl WGATAR (Pevny et al., 1991)
GATA2 WGATAR (Yamamoto et al ., 1990)
GATA3 WGATAR (Hoet al., 1991)

HNF5 TRTTTGY (Grangeet al., 1991)
NFIL6 TKNNGNAAK (Pali et al., 1990)

PEA3 AGGAAR (Wasylyk et al ., 1989)
SF CCCGTM (Wagner et al ., 1990)
TCF1 MAMAG (vandeet al., 1991)

YY1l CCWTNTTNNNW (Shrivastava and Calame, 1994)
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3 Basal Aktivitaten der a;- und b;-Promotoren der Ratten-sGC

Nachdem die verschiedenen Promotorfragmente beider Untereinheiten kloniert waren, sollte
gepruft werden, ob die DNA-Bereche ene basde transkriptiondle Aktivitéd vermitteln
konnen. Dazu wurden die Fragmente in den Vektor pGL3-Basc (Promegd), der das Gen fur
die Leuchtkdfer Luziferase kodiert, gebracht. Im Anhang ,Plasmidkarten® findet sch jewells
eine Ubersicht und eine kurze Beschreibung der so gewonnenen Klone. Die Klone wurden in
glate Muskelzdlen aus der Ratenaorta trangent trandfiziet und die Luziferasesktivitd mit

der des Leervektors verglichen.

3.1 Basal Aktivitaten der a; Promotorfragmente

Die a; Promotorfragmente in dem Reportergen-Vektor pGL3-Basic: Alpha3000 (-2794 bp),
Alphall00 (- 1092 bp), Alpha350 ¢ 346 bp) und Alpha200 ¢ 200 bp) wurden trandent in
kultiviete glate Gefdimuskdzdlen da Rate trandiziet und die Luziferasesktivitét
besimmt. Zur Kontrolle der Trandfektionseffizienz wurde der Vektor pRL-TK (Promega)
kotrandfiziert. Dieser Vektor kodiert fir die Luziferase der Renilla unter der Kontrolle eines
konditutiven virden Promotors. Die Leuchtkdfer Luziferasesktivitée der Promotorfragmente
wurde durch die Aktivitde der Renilla Luziferase getellt und so Unterschiede in der
Trandektioneffizienz berlickgchtigt. Die s0 bereinigten Werte wurde gegen die Aktivitéen
der Kontrolle (Leervektor, pGL3-Basic ohne Insertion) kdibriert. Das Kongtrukt mit dem
langstem Promotorfragment Alpha3000 zeigte eine 8,4+22fache (SEM, n=2, im Triplett), das
Kongrukt Alphall00 eine 3,2t0,6fache (SEM, n=2, jewels im Triplett), Alpha352 ene
15,1+1 8fache (SEM, n=3, im Triplett) und das Alpha200 Konstrukt ein 28,4+4,7fache (SEM,
n=2, jewels im Triplett) Steigerung der Promotoraktivitdt gegentber dem Leervektor, sehe
auch Abbildung 18. Somit zeigten dle Fragmente ene basde transkriptionele Aktivitét, die
deutlich Uber der des Leervektorslag.
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Abbildung 18: Luiziferaseaktivitaten der a; Promotor konstrukteim Vergleich zum Leervektor.

Die Konstrukte wurden transient in kultivierte, glatte Gefaimuskelzellen der Ratte transfiziert und die
Luziferaseaktivitdt bestimmt. Die Leuchtkdfer Luziferaseaktivitdt wurde durch die Aktivitdt der Renilla
Luziferase geteilt und so Unterschiede in der Transfektioneffizienz berticksichtigt. Die Ergebnisse (xFache der

Aktivitdt des Leervektors) sind jeweils als Mittelwerte +SEM von n = 2 (Alpha3000; 1100 & 200) bzw. von n =
3 (Alpha352) Transfektionen, jeweilsim Triplett durchgefihrt, angegeben

3.2 Basal Aktivitaten der b, Promotorfragmente

Die b; Promotorfragmente in dem ReportergenVektor pGL3-Basic, Betal200 (-1287 bp),
Beta564 (564 bp), Beta312 (312 bp) und Betal64 (164 bp) wurden trandent in Kultivierte
Geddnuskdzdlen dar Rate trandfiziet und die Luziferasesktivitd, wie bei den aj-
Reportergenkonstrukten  bestimmt. Das Konsgtrukt mit dem langgtem  Promotorfragment
Betal200 zeigte, im Vergleich zum Leervektor, eine 10,2+1,0fach (SEM, n=4, jeweils im
Triplett), das Konstrukt Betab64 eine 14,5+22fach (SEM, n=4, pwells im Triplett), Beta312
ene 209+06fach (SEM, n=4, jewels im Triplett) und das Betal64 Kongrukt en
12,7+1,0fach (SEM, n=3, jewells im Triplett) erhthte Aktivitdt (s Abbildung 19). Somit
zegten dle Fragmente des bi-Promotors eine basde transkriptionelle Aktivitét, die deutlich
Uber der des Leervektorslag.
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Abbildung 19: L uziferaseaktivitaten der b; Promotorkonstrukteim Vergleich zum L eervektor.

Die Konstrukte wurden transient in kultivierte, glatte Gefallmuskelzellen der Ratte transfiziert und die
Luziferaseaktivitdt bestimmt. Die Firefly Luziferaseaktivitdt der Promotorfragmente wurde durch die Aktivitét
der Renilla Luziferase geteilt und so Unterschiede in der Transfektioneffizienz beriicksichtigt. Die Ergebnisse

(xFache der Aktivitat des Leervektors) sind jeweils as Mittelwerte £SEM von n = 4 (Betal200; 564 & 312)
bzw. von n = 3 (Betal64) Transfektionen, die jeweilsim Triplett durchgefiihrt wurden, angegeben.

4  Wirkung von Endothelin-1 auf die Promotoraktivitat der Ratten
sGC a; und b; Untereinheiten

Um die Wirkung von Endothein-1 (ET-1) auf die Promotoraktivitét der SGC-Untereinheten
zu untersuchen wurden VSMC ausgesdd und nach 16 - 24 h mit den jeweligen
Reportergenkongtrukten trandent trandfiziert. Nach weiteren 16 h wurden die Zdlen fir 24 h
unter Serum-freien Bedingungen kultiviet und anschlieend mit 10 nM ET-1 fir 6 h
inkubiert und die Luziferasesktivitdt bestimmt. Zur Kontrolle der Trandektionseffizienz
wurde der Vektor pRL-TK kotrandfiziet. Die Leuchtk&fer Luziferasesktivitéd der
Promotorfragmente  wurde durch die Aktivitd der Renilla Luziferase geta@lt und <0
Unterschiede in der Trandektioneffizienz berlickschtigt. Die so bereinigten Werte wurden
gegen die Aktivitéten der Kontrolle (unstimuliert) kdibriert.
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Das Kongrukt mit dem langstem Promotorfragment Alpha3000 (-2794 bp) zeigte ene
1,86+0,1fache (SEM, n=3, jewells im Triplett), das Konstrukt Alpha350 (- 346 bp) ene
1,58+0,1fache (SEM, n=3, jewells im Triplett) und das Alpha200 (- 200 bp) Konstrukt mit
1,03+0,06fache (SEM, n=3, jewels im Triplett) keine Induktion der Promotoraktivitdt nach
Simulation (s. Abbildung 20). Das Konstrukt Betal200 zeigte eine 1,547+0,06fache (SEM,
n=7, jewellsim Triplett) Steigerung der Aktivitét (Abbildung 20).

200% 1

180% -

160% A [

140% A

120% -

Zunahme der Luziferaseaktivitat [% der Kontrolle]

il

100% T T T 1
Alpha3000 Alpha352 Alpha200 Betal1200

Abbildung 20: L uziferaseaktivitaten der a; und b, Promotorkonstrukte nach ET -1 Stimulation.

400.000 VSMC wurden ausgesddt und nach 16 - 24 h die Konstrukte transient transfiziert. Nach weiteren 16 h
wurden die Zellen fir 24 h unter Serumfreien Bedingungen kultiviert und anschlie3end mit 10 nM ET-1 fir 6 h
inkubiert und die Luziferaseaktivitdt bestimmt. Der Vektor pRL-TK wurde kotransfiziert und die Firefly
Luziferaseaktivitat der Promotorfragmente durch die Aktivitét der Renilla Luziferase geteilt. Die so bereinigten
Werte wurden gegen die Aktivitéten der Kontrolle (unstimuliert) kalibriert. Die Ergebnisse (% Zunahme gegen
die Kontrolle) sind jeweils als Mittelwerte +SEM von n = 3 Transfektionen fir a; und fir b; n=7, jeweilsim
Triplett durchgefiihrt, angegeben (* P<0,05 vs. Kontrolle)
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5 Einfluss extrazellularer Signal auf die sGC-Expression

Um festzudellen, ob die Expresson der sGC durch extrazdlur&re Signde moduliert werden
kann, wurde der Einfluss im kardiovaskul&ren System wichtiger Signdmolekile, auf die
SGC-mRNA in kultivieten glaten Gefa3muskdzdlen untersucht. Dazu wurden kultivierte
glatte Muskelzellen der Ratte Wistar) (VSMC) zwischen Passage 8 und 20 bel Erreichen von
ca. 70% Konfluenz fir 24 h unter Serum-freien Bedingungen und anschliel3end fir 6 h mit
Endothdin-1 oder Angiotensin Il inkubiert. Die RNA-Prgparation, Reverse Transkription und
PCR wurden wie in Materid & Methoden beschrieben durchgeftinrt.

5.1 Wirkung von Angiotensin Il

Um den Zetrahmen, in dem Angiotensn 1l (Angll) die mRNA Expresson der sGC
beeinflusst, zu bestimmen, wurden VSMC fir 6, 8 und 24 h mit 100 nM Angll inkubiert.
Anschlie;end wurde eine RT-PCR fir bede Untereinheiten und den Elongationsfaktor |l
(doll) ds endogene Kontrolle durchgefiihrt. Abbildung 21 zegt en exemplarisches
Ergebnis.

Oh 6h 8h 24h

Angll - -4+ -4+ -+
a, NN p—— s
b, - — -

SOl - - — - -

Abbildung 21: RT-PCR Analyse der mRNA-Expresson der sGCaj-und b;-Untereinheit nach Angll
Stimulation.

VSMC wurden bei erreichen von ~70% Konfluenz fur 24 h unter Serumfreien Bedingungen kultiviert und
anschlieffend mit 100 nM Angll fur 6 h inkubiert. Die Gesamt RNA wurde prépariert und mit 1 pg eine RT
durchgefuhrt. Fur die PCR wurden pro Ansatz 100 ng eingesetzt. a; sGC 28 Zyklen, b; sGC und eloll 26
Zyklen. Ethidiumbromid geférbtes 1% Agarosegel.
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Die a1 Untereinheit zeigte eine deutliche Verstérkung der mRNA Expresson nach 6 h. Nach
8 h und 24h war nur eine sehr schwache Induktion sichtbar. Die bi Untereinheit wurde jedoch
zu dlen drel Zetpunkten deutlich induziert.

5.2 Wirkung von ET-1 auf die mRNA Expression der sGC
Untereinheiten

Dazu wurden Kultivierte glaite Muskdzellen der Ratte (Wistar) zwischen Passage 8 und 20
be erechen von ca 70% Konfluenz fir 24 h unter Serum-frden Bedingungen und
anchlielfend fir 6 h mit ET-1 inkubiert. Die RNA-Prgparation, Reverse Transkription und
PCR wurden wiein Materid & Methoden beschrieben durchgeftihrt.

Um den Konzentrationsbereich in dem ET-1 auf die mRNA der sGC Wirkung zeigt, zu
bestimmen, wurden VSMC der Ratte (Widtar) fur 6 h mit 100, 10 und 1 nM ET-1 inkubiert.
Anschlielend wurde eine RT-PCR fir beide Untereinheten und die endogene Kontrolle
durchgefiihrt. Abbildung 22 zeigt exemplarisch enes der erhdtenen Ergebnisse. Be dlen
drei Konzentrationen zeigt sch ene deutliche Induktion der mRNA Expresson beider
Untereinheiten der sSGC. Die stérkste Induktion wurde mit 10 nM ET-1 erreicht. ET-1 zeigte
ene Konzentrationsabhangigkeit da 100 nM ET-1 einen schwéchere Steigerung der mRNA
Expression fir a; und b1 bewirkte as 10 nM.

- 100 10 1 [nM]ET-1

A, e ———

b, ———

0]l ————

Abbildung 22: Repréasentatives Ergebnis einer Analyse der Expression der aj; und b; SGC Untereinheiten
nach ET-1 Stimulation.

VSMC wurden bel erreichen von ~70% Konfluenz fir 24 h unter Serumfreien Bedingungen kultiviert und
anschlieffend mit 1, 10 oder 100 nM ET-1 fur 6 h inkubiert. Gesamt RNA wurde prépariert und mit 1 pug eine RT
durchgefiihrt. Fir die PCR wurden pro Ansatz 100 ng eingesetzt. a; sGC 28 Zyklen, b; sGC und eloll 26
Zyklen. Ethidiumbromid geférbtes 1% Agarosegel.
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Vielfache der Kontrolle

Abbildung 23 zeigt die densometrische Auswertung von vier unabhangigen Versuchen. 100
nM ET-1 bewirkt hier bei der a; Untereinhet eine 2,6fachen (SEM %= 1,0), bei b, enen
2,84fachen (SEM £ 0,8) Angieg im Vergleich zur Kontrolle. 10 nM ET-1 induziert a1 um das
2,96fachen (SEM £ 0,8) und b; 32fach (SEM + 0,8). Eine Konzentration von 1 nM ET-1
bewirkte eine 3,1fache (SEM + 0,6) Steigerung der mRNA Expression fir a1 und fir by ene
2)5fache (SEM = 11). ET-1 bewirkte somit eine ggnifikante Induktion der a; und bg

Untereinheaten bal einer maxima wirksamen Konzentration von 10 nM.

5 -
O Alphal
O Betal * *
4 | ‘
3 I
2 -

1 T T
100 nM 10 nM 1nM

Abbildung 23: Summar ische Auswertung der RT-PCR Daten nach ET -1 Stimulation.

Die Produkte wurden in einem 1% Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid geférbt und die Signale
densitometrisch (GelDoc System, Biorad) vermessen. Die Messungen wurden gegen die endogene Kontrolle
eloll normalisiert und gegen die Kontrolle (1fach) kalibriert. Gezeigt ist eine statistische Auswertung aus 4
unabhéngigen Experimenten (n = 4 pro Bedingung, Mittelwert £ SEM, * P<0,05 vs. Kontroll€).

6 ldentifizierung des beteiligten ET-Rezeptors

Um den an der ET-1 vermittdten Induktion der SGC mRNA beteligten Endothelin Rezeptor
zu identifizieren, wurden spezifische Rezeptorblocker verwendet. BQ123 ein fir den ETa-
Rezeptor und BQ788 en fur den ETg-Rezeptor spezifischer Rezeptorblocker. Es wurden
VSMC 2zwischen Passage 8 und 20 verwendet. Die Zelen wurden bis zum Erreichen von
~70% Konfluenz kultiviert, dann fir 24 h unter Serum-frden Bedingungen inkubiet. Es
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folgte eine 30 Min Inkubation mit 1 M des jewelligen Antagonisten und 6 h mit 10 nM ET-
1. Anschlielfend wurde die RNA prdpariert, eine Reverse Transkription erfolgte und die
MRNA Menge der b;-Untereinheit wurde durch eine Red-Time PCR (TagMan, ABI) rddiv
quantifiziert (sa Materid & Methoden).
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Abbildung 24: Expression der b;-sGC mRNA in ET -1 stimulierten VSMC.

Zellen zw. Passage 8 & 20 wurden verwendet. Die Zellen wurden bis zum Erreichen von ~70% Konfluenz
kultiviert, dann fir 24 h unter Serumfreien Bedingungen inkubiert. Es folgte eine 30 Min Inkubation mit 1 uM
des jeweiligen Antagonisten und 6 h mit 10 nM ET-1. Anschlief3end wurde die RNA prapariert, eine Reverse
Transkription erfolgte und die MRNA Mengen der bi-Untereinheit wurde durch eine Real-Time PCR (TagMan,
ABI) relativ quantifiziert. Die Ergebnisse (% der Kontrolle) sind jeweils als Mediane (schwarze Balken) von n =
3 (jeweils im Triplett durchgefiihrt) und als Mittelwerte der Tripletts (offene Kreise) pro Bedingung angegeben.
* 0,02 < P > 0,01, berechnet mit einem Kruska-Wallis und einem nachfolgenden multiplen Tukey-Typ
Vergleichstest (Zar, 1996), im Vergleich zur Kontrolle.

Es zeigte sch, dass sch die Induktion der bi; mMRNA durch ET-1 (2,21fach) mit BQ123 um
mehr as 50% (1,28fach) reduzieren lasst. BQ123 dlein hat keinen Effekt (1,03fach) auf die
b1 Expresson. Die Vorbehandiung mit BQ788 hatte ebenfdls keine Wirkung auf den ET-1
Effekt (2,14fach), dlein ha es keine sgnifikante Verdnderung der mRNA Menge verursacht
(0,98fach). Fur die b; Untereinhat lasst dch festhdten, dass die Induktion sich nur Uber den

Antagonisten blockieren lasst, der auf den ETa-Rezeptor wirkt, welcher somit die ET-1
Effekte vermittelt.
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7 Wirkung von ET-1 auf die NO induzierte Gefal3-Relaxation der
Rattenaorta

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass ET-1 die auf die mRNA-Expression
und Promotoraktivitét beider Untereinheiten der SGC deigert, dellte Sch die Frage, inwiewelt
diesr Befund Auswirkung auf die NO vermittdte Redaxation von Gefdien hat.

7.1 SNP-induzierte Relaxation

Um diese Frage zu kldren wurden endothel-freile Aortenringe der Ratte (Mistar-Kyoto) fir 4 h
mit 10 nM ET-1 in Serum-freden Medium inkubiet und anschliel3end in einem Organbad
(Schuler-Organbad, Hugo Sachs Electronic) in Krebs-Hensdeitlosung (pH 7.4, 37°C) zur
Messung der isometrischen Kontraktion eingespannt, mit 25 g passver Spannung gedehnt
und mit 1 uM Phenylephrin (PE) vorkontrahiert. Nach Erreichen einer dabilen Kontraktion
wurden die Ringe mit seigenden Konzentrationen (0,1 nM — 0,5 uM) des NO-Donors
Natrium Nitroprussid (SNP) reaxiert (s. auch Materid & Methoden).
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Abbildung 25: SNP-induzierte Relaxation ET -1 behandelter endothel-freier Aorten Ringe.

Endothel-freie Ringe der thorakalen Aorta von WKY-Ratten wurden mit 10 nM ET-1 fur 4 h in Serumfreien
Medium inkubiert und mit PE kontrahiert. AnschliefRend wurden die Gefél3e durch Gabe des NO-Donors SNP
relaxiert. Die Ergebnisse (% Relaxation) sind jeweils als Mittelwerte +SD von n = 3 Aortenringen von 3
verschiedenen Ratten pro Gruppe angegeben.
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Es zeigte Sch, dass die behanddten Aorten deutlich sendtiver auf NO reagierten. Der ECsg
Wert der Kontrolle lag bel 16,4 + 6,3 nM (SD, n=3), die der ET-1 behandelten Aorten bei 2,0
+ 1 nM (SD, n=3) SNP, die Differenz Olog ECs0) betrug nahezu eine Zehnerpotenz (0,93 +
0,38). Die Aorten waren schon bel einer SNP Konzentration von ca. 5 nM (ET-1) statt 50 nM
(Kontrolle) zu 100% relaxiert (s. Abbildung 25). ET-1 versérkte somit sgnifikant die NO-
induzierte Relaxation endothe-freier Rattenaorten.

7.2 Forskolin-induzierte Relaxation

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass ET-1 die mRNA-Expresson der SGC
ads auch die NO induziete Relaxation versérkt, Sdlte sch die Frage, inwiewet ET-1 den
Kontraktilen Apperat der glatten Gefdimuskulatur direkt beeinfluld. In diesem Fal wére zu
ewarten , dass auch die cCAMP-vermittdte Gefd¥eaxation durch ET-1 verstérkt wird. es
wurde daher untersucht, ob ET-1Vorbehandlung die Forskalin-induziete Gefa¥elaxation
beeinfluld. Forskolin ig en direkter Aktivator der Adenylyl Zyklase und bewirkt ene
Gefd¥rdlaxation durch Erhéhung des glaitmuskuldren cCAMP.

Hierzu wurden wiederum endothd-free Aortenringe fir 4 h mit 10 nM ET-1 in Serum-freen
Medium inkubiert und anschliefend in enem Organbad zur Messung der isometrischen
Kontraktion eingespannt, mit 25 g passver Spannung gedehnt und mit 1 pM  Phenylephrin
(PE) vorkontrahiert. Nach Erreichen ener dabilen Kontraktion wurden die Ringe mit
geigenden Konzentrationen (10 nM — 300 nM) von Forskalin relaxiert (s. auch Materid &
Methoden).

Es zeigte dch, dass es keinen ggnifikanten Unterschied im Reaxationsverhdten zwischen

Kontrolle und ET-1 behandelten Gefd3-Ringen gab (s Abbildung 26). Die cAMP vermittelte
Relaxation der Rattenaorten wird daher nicht durch eine ET-1-Vorbehandlung beanfluss.
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Abbildung 26: Forskolin induzierte Relaxation ET -1 behandelter endothel-freier Aortenringe der Ratte.
Endothel-freie Ringe der thorakalen Aorta von WKY-Ratten wurden mit 10 nM ET-1 fur 4 h in Serumfreien
Medium inkubiert und mit PE kontrahiert. Anschlief3end wurden die Gefél3e durch Gabe von Forskolin relaxiert.
Die Ergebnisse (% Relaxation) sind jeweils als Mittelwerte £SD von n=3 Aortenringen von 3 verschiedenen
Ratten pro Gruppe angegeben.

7.3 8-Br-cGMP-induzierte Relaxation

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ET-1 sowohl die mRNA-Expression der sGC ds
auch auf die NO induziete Rdaxation seiget ohne die CAMP vermittdte Reaxation zu
beeinflussen. Es gelte sich nun die Frage, ob neben einer Verdanderten Expresson der sGC
die beobachteten Effekte auch durch ene Modifikation weter down-stream gelegener
Elemente der cGMP Signalkaskade, z.B. der Proteinkinase Gl, zu eklaren snd. Hierzu
wurden wiederum endothel-freie Aortenringe fir 4 h mit 10 nM ET-1 wie oben beschrieben
behanddt und mit PE vorkontrahiert. Nach Erreichen einer Stabilen Kontraktion wurden die
Ringe mit geigenden Konzentrationen (1 pM — 30 uM) von 8-Br-cGMP (einem metabolisch
dabilen cGMP Anaogon) und direktem Aktivator der Proteinkinase Gl relaxiert (s. auch
Materid & Methoden).
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Es zegte dch, dass es keinen dgnifikanten Unterschied im Reaxationsverhdten zwischen
Kontrolle und ET-1 behanddten Gefd3-Ringen gab (s Abbildung 26). ET-1 beanflusst aso
nicht Bedandtelle der Signa-Transduktionskette der cGMP vermittelten Relaxation, die der
|6dichen Guanylyl Zyklase nachgeschaltet sind.
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Abbildung 27: 8-Br-cGMP induzierte Relaxation ET -1 behandelter endothel-freier Rattenaorten.

Endothel-freie Ringe der thorakalen Aorta von WKY-Ratten wurden mit 10 nM ET-1 fir 4 h in Serumfreien
Medium inkubiert und mit PE kontrahiert. Anschliefend wurden die Geféle 8Br-cGMP reaxiert. Die
Ergebnisse (% Relaxation) sind jeweils as Mittelwerte +SD von n=3 (Kontrolle) und n=4 (ET-1) Aortenringen
von 3 verschiedenen Ratten pro Gruppe angegeben.

8 Wirkung von ET-1 auf die NO-abhéngige sGC-Aktivitat

In den vorangegangenen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass ET-1 sowohl die Promotor
Aktivitdt der ai/b; SGC ads auch die mRNA Expresson beider Untereinheiten erhoht.
Dalber hinaus zeigte dch ene deutliche Zunahme der NO-Sendtivitdt bei der SNP-
induzierten Redaxation endothe-freier, thorakader Rattenaorten. Zusdtzlich konnte gezeigt
werden, dass diese Effekte nicht durch tiefer gelegene Abschnitte des cGMP Signakette oder
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durch Modifikation des cCAMP Signdweges vermittelt wurden. Nun gdlte sch die Frage,
invieweit sch diese Beobachtungen auf Ebene der Enzymaktivitdt der SGC wiederspiegen.
Hierzu wurden SGC-Aktivitdtstests mit thorakaler Rattenaorta, glaten Muskezdlen aus
thorakaler Rattenaorta und zusétzlich mit Schweine Koronargefaien durchgefihrt.

Zur Bestimmung der sGC Aktivité in thorekden Ratteneorten (Widar), wurden Aorten
entnommen, vom Endothd befreit und in Serum-freden Medium fir 6 h mit bzw. ohne ET-1
[10 nM] inkubiert. Die Proben wurden anschliel?end in fl. N2 schockgefroren, homogenisiert
und aufgearbeitet (vgl. Materid & Methoden).
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Abbildung 28: sGC Aktivitatsmessung in ver schiedenen Geweben nach ET -1-Behandlung

Es wurden 30 bis 60 ug Gesamtprotein aus den homogenisierten Geweben bzw. Zellen fir den EnzymEssay
eingesetzt. Die SNP [100 uM] stimulierte sGC-Aktivitat (nmal x min? x mg™) wurde durch katalytische
Umsetzung von [a-32P] GTP zu [32P] cGMP bestimmt und die Relation zwischen Kontrolle und ET-1 [10 nM]
stimuliert gebildet (gezeigt ist die Vielfache Induktion, Kontrolle=1). Statistische Auswertung aus 4
(Koronargefae) bzw. 3 (VASMC und Aorten) unabhangigen Experimenten (Mittelwert + SEM, *P<0,05).

Zur Bedimmung der SGC Aktivitét in glatten Muskezellen aus der thorakaden Rattenaorta
(Wigtar), wurden Zellen (Passage 8-12) bis zum Erreichen von 70% Konfluenz kultiviert und
in Serum-freen Medium fir 24 h gehungert. Anschliel?end wurden die Zdlen mit 10 nM ET-
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1 bzw. ohne ET-1 fir 6 h inkubiet. Die Zdlen wurden anschlief?®end wie in Abschnitt 1112.28
beschrieben aufgearbeitet.

Zur Bedimmung der sGC Aktivitdt in Koronargefdien des Schweins wurden Koronarien
entnommen, vom Endothd befrat und in Serum-freen Medium fir 6 h mit bzw. ohne ET-1
[10 nM] inkubiert. Die Proben wurden anschlie3end in fl. N2 schockgefroren, homogenisert
und aufgearbeitet (vgl. Materid & Methoden).

Die Teds afolgten wie in Materid & Methoden beschrieben. Fir den Vergleich zwischen
Kontrolle und ET-1 behanddten Proben wurden nur die Umsatzraten gemessen, die durch
ene maxima-wirksame Konzentration des NO-Donors SNP erzeugt wurden. Die erhatenen
Umsazraten (nmol * mint * mg?!) wurden zu der sGC-Aktivitd der Kontrolle in Relation
gestzt und so die Vidfache Steigerung berechnet. Fir die Koronargefde des Schweins
wurde eine ggnifikante (P < 0,05 vs. Kontrolle) Steigerung der Enzymaktivitét von 3,7 £ 0,7
(SEM, be n = 4) gefunden (s. Abbildung 28). Die glaten Muskelzdlen der Rattenaorta
(VASMC) zegten ene dgnifikante Steigerung der Enzymaktivitét von 4,07 = 0,8 (SEM, bei
n = 4), und fir die Rattenaorten wurde eine dgnifikante Induktion der Enzymektivitét von
1,64 + 0,19 (SEM, bei n = 3) ermittelt.
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V  Diskussion

Zid dieser Arbet wa es die Wirkungen von endogenen Vasopressoren auf die
transkriptionelle Regulation und Expresson der SGC der Ratte zu untersuchen. Dazu wurden
die Promotoren der beiden sGC-Untereinheiten a1 und b; kloniert. Mit Hilfe von Promotor-
Kongrukten wurde anschlielend untersucht, durch weche extrazdlul&en Sgnde die
Transkription der SGC-Untereinheiten beeinflust werden kann. Mit Hilfe von Funktionstests
(Gefdtonusmessungen) wurden auf3erdem die biologischen Auswirkungen der veranderten
SGC-Expresson untersucht.

1 Klonierung der Promotoren und Bestimmung des
Transkriptionsstarts

Um den Mechanismus der transkriptiondlen Kontrolle der mRNA-Expresson der sGC
untersuchen zu konnen, mussten die 5 flankierenden Sequenzen der beiden SGC- Gene
kloniert werden. Da die genomische Struktur beider Gene in der Ratte nicht bekannt war,
wurde zundchst versucht von dem 5 Berech der kodierenden Sequenzen ausgehend
flankierende, regulative Bereiche zu finden. Das klassische Verfahren, das Durchsuchen einer
genomischen Phagenbibliothek der Ratte mit Sonden aus den 5 Bereichen der publizierten
MRNA/cDNA (Nakane et al., 1990); (Nakane et al., 1988) fuhrte leider zu keinen Klonen, die
im direkten Kontakt mit der cDNA/MRNA Sequenz der SGC-Untereinheiten standen (Daten
nicht gezeigt). Es wurde daher ene andere, PCR-baserende Technik verwandt, um die 5
flankierenden, genomischen Bereiche zu klonieren. Be diessr Methode muss von dem
Bereich des Transkriptionsstarts (auf Exon 1) des Gens ausgegangen werden, da die mit dieser
Technik zu erwartende Klone eine Grof3e von 6000 bp nicht Ubersteigt (ClonTech, 1999) und
somit ein eventudles Intron das Erreichen der 5 flankierenden Bereiche verhindern konnte.
Um gicher zu gehen mit Sequenzen aus dem Bereich des ersten Exons zu abeiten, wurde
daher zundchgt eine Bestimmung des Transkriptionsstart fir beide Untereinheiten der Ratte
durchgefiihrt. Dabei  gdlte sch heraus, dass vor dlem die aj-Unterenhet darke
Abweichungen in der Nukleotidsequenz im Bereich des 5UTRs im Vergleich mit der von
Nakane et d. (1990) publizierten Sequenz aufweist (s. Abbildung 6). So fehlten die ersten
213 bp der publizieten Sequenz in den hier gefundenen Klonen. Es war daher anzunehmen,
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dass es dch ba dieser Region um enen Klonierungsartefakt handelt. Es ergab sich somit fur
die Klonierung des ai-Promotors ein neuer Ausgangsbereich im 5 UTR der a;-Untereinheit
MRNA.

Im Gegensatz hierzu wurde die 5-UTR fur die bi-Untereinheit nur um 30 bp verléngert
(Abbildung 7), diese neue Nukleotidsequenz wies zudem ene benahe 100%ige
Uberéingimmung mit der  murinen Sequenz (Gansamans et al., 1997) auf (Daen nicht
gezeig).

Ausgehend von der nun bekannten Lage des Transkriptionsstart wurde nun erneut versucht
die genomischen 5 flankierenden Regionen der beiden SGC-Untereinheiten zu klonieren.

2 ldentifizierung undin-silico Analyse der a ;- und b;-Promotoren

Durch wiederholtes Anwenden der PCR-basierten GenomeWalker™ Technik konnte letztlich
die Sequenz von 2864 Basen, 5 des neu definierten Transkriptionsstart der a;-Untereinhelt,
besimmt werden (Abbildung 14). Fir die 5 flankierende Region des bi-Gens konnten 1316
bp kloniert werden (Abbildung 17). Durch eine engehende in-silico Untersuchung der
Sequenzen mit dem Husar Programmpaket des DKFZ Heideberg, baserend auf der
Bindemotivdatenbank Trandfac der GBF Braunschweig, wurden zahlreiche, potentielle
Transkriptionsfaktoren-Bindungsmotive gefunden (s Tabelle 16 und Tabelle 18). Uber die
Rolle der gefundenen Bindemotive 1&ss dch jedoch an diesr Stelle noch keine Aussage
machen, da man berlickschtigen muss, dass das Vorhandensein der Similaritdt zu bekannten
Nukleotid-Abfolgen, an die Transkriptionsfaktoren in anderen Promotoren binden, zufdlig
sin kann. Es léss dch lediglich fesstdlen, dass @ne Anzahl der gefundenen Bindemoative in
beiden Promotoren vorkommen (zB. E2A, ETS-1, PEA3, HNF5, NF-116 und YY-1). Dies
wae en Hinwes auf ene Funktion dieser Transkriptionsfaktoren bel der transkriptionellen
Regulation der SGC-Untereinheiten. Zu nennen snd hier vor dlem die Mitglieder der Ets
Transkriptionsfaktorenfamilie, deren Vetreter  ETS-1 und PEA3 mehrfach in beden
Promotoren gefunden wurden. Zudem der  Transkriptionsfaktor NF-116 (auch C/EBPb
genannt), welcher ebenfdls mehrfach in beiden Promotoren zu finden is. Uber die Ets

Familie ist bekannt, dass se die Expresson von Matrix Metdlo Proteinasen steuern ((de
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Launoit et al., 1997)). Die Reorganistion der Extrazellulé&ren Matrix durch Matrix Metdlo
Proteinasen spidt eine wichtige Rolle bei der Engehung der Neointima. Zudem wurde von
(Naito et al., 1998) gezeigt, dass ETS-1 durch ET-1 in einem Zetraum von ca 2 Stunden
aktiviet wird. Diese Beobachtungen enersaits und die Tatsache, dass der Gentransfer der
SGC in Aorten die Neointima-Bildung nach ene Bdlon-Dilatation unterdriickt (Sinneeve et
al., 2001), macht die Mitglieder dieser Familie zu interessanten Kandidaten fir die Regulation
der sSGC-Expresson.

Auffalend war, dass keine ,klassschen® Bestandteile eines Promotors, wie zB. eine TATA-
Box oder GC-Box, gefunden werden konnten. Lediglich eine invertiete CAAT-Box be —70
bis -73 bp war in der ai1-sGC Sequenz (s. Abbildung 14), vorhanden. Die Promotoren der
Gene der patikularen GCs A, -C, -E, bedtzen ebenfdls keine typische TATA-Box und keine
oder nur invertiete CAAT-Boxen (Lucas et al., 2000). Anderersats bestzt der publizierte
Promotor der a; und b; SGC-Untereinheit des Medakafischs (Oryzias latipes) enen
»Klasaschen® Promotoraufbau (Mikami et al., 1999). Im dlgemenen wird be Fehlen der
»Klassschen” Promotor-Elemente, davon ausgegangen, dass es dch be diesen Genen um
,Haushdts'-Gene handdt, dh. Gene die kener Regulaion unterliegen und konditutiv
exprimiert werden (Knippers, 1995). Die Schlussfolgerung, dass die sSGC der Ratte und die
pGC-lsoformen ,,Haushdts'-Gene sind, stiinde jedoch in Gegensatz zu den Befunden einer
regulierten Expression der pGC (sa Ubersichtsartikel von (Foster et al., 1999) und den in der
Tabelle 2 (Seite 7) beschriebenen Veranderungen der SGC Expression.

Im ai-Promotor wurde mit Hilfe der Computeranayse im Bereich zwischen —798 und —723
gne 76 bp lange Sequenz gefunden, die eine benahe 100%ige Ubereingimmung zur
sogenannten |, Identifier“-Sequenz  besitzt (s a Abbildung 14). Diese kommt mit ener
Kopienzehl von 1,5x10° im Rattengenom vor (Schuler et al., 1983). Es handdt sich um ein
Retroposon, dso en Uber eine reverse Transkription ins Genom integriertes DNA-Fragment.
Die sGC wird wahrend der Hirnentwicklung reguliert. So fanden (Smigrodzki and Levitt,
1996) in der Rette die a;-Untereinheit mit Hilfe enes Differentid-Displays ds reguliertes
Gen und (Liu et al., 1997) konnten zeigen, dass in ener Phdochromocytoma-Zelline der Raite
NGF (Nerve growth Factor) die SGC Expresson vermindert. Da die ,, Identifier- Sequenz eine
Rolle ba der Regulation von Genen, die ausschligdich im neuronden Gewebe exprimiert
werden (Sutdiffe et al., 1982), spidt, konnte es moglich sein, dass dieses Retroposon auch
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die transkriptiondle Regulation der Expresson der ai-Untereinheit SGC im neuronden
Gewebe beanflusst.

3 Die Promotoren dera;-und b;-Untereinheit zeigen eine basale
Aktivitat

Zur Uberprifung der transkriptiondllen Aktivitd der in diessr Arbet klonieten 5
flankierenden Bereiche beider Gene wurden diese an ein Reportergen (Luziferase) gekoppelt
und diese Kondrukte trandent in glate Gefddmuskdzelen der Rattenaorta trandiziert.
Anschlieflend wurde aus Gesamtproteinlysaten die  Luziferasesktivitéd bestimmt.  Die
Reportergenkonstrukte beider Gene zeigten dabel ene Luziferasesktivitét, die deutlich Uber
der des Leervektors pGL3-Basic (s. Abbildung 18 und Abbildung 19) lag. Da das ai/b;
Heterodimer der SGC in diesem Zdltyp konditutiv - exprimiert wird, i somit davon

auszugehen, dass es dch ba den klonierten Sequenzen um Promotortelle diessr Gene
handelte.

Be der a;-Untereinheit war eine deutliche Zunahme der basden Aktivitéd mit zunehmender
Kirze in 5 Richtung der Promotorfragmente zu erkennen (Abbildung 18). Das kirzeste
Kongtrukt, mit -200 bp Lange, zeigte die hichste basde Promotoraktivité. Zudem war en
Abfdl der Aktivitd im Veglech zwischen dem Konstrukt Alpha3000 und Alphall00 zu
beobachten. Ein mdgliches Indiz fir eventuelle Slencer-Elemente in der Region zwischen -
1100 und -352 (die Bindemative fur: NPTCII, AP2, PPAR, MYB, APL, ETS-1, PEA3, BRN-
1, MYC und CF-1 wurden durch die in-silico Andyse in diessm Bereich gefunden) und
sarke Enhancer-Elemente zwischen —3000 und —1100 (in der in-silico Andyse gefundene
Transkritionfaktorenbindemotivee AP3, ELK-1, PEA3, LYF-1, MEF2, FREAC-7, BRN-2,
ISL-1, CF-1, NFIL-6, NPTCII, CTCF, HNF5, C/EPB, E2A, AP2, YY-1, Y-1 und SEF3). Fir
die bi-Untereinheit wurde ebenfdls eine Zunahme der Reportergenaktivitét bel gleichzetiger
Verkirzung in 5" Richtung der Konstrukte beobachtet (Abbildung 19).

Waéhrend der Anfertigung dieser Arbeit wurden der genomische Aufbau der Gene der a ;- und
b1-Untereinheit des Medakafischs (Mikami et al., 1999) und der Maus (Sequenzen nicht
freigegeben) (Sharina et al., 2000) inklusve der 5 flankierenden Bereiche, publiziet. Dabel
zeigte Sch ene Tandemorganisation beder Gene im Fisch. a; und b; dnd im Medakafisch
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nur durch ca. 1 kb getrennt. Zudem wurde gezeigt, dass fir die Expression der bi-Untereinheit
ihr 5 flankierende Bereich nicht ausreichend und zusdzlich der Promotor der a;-Untereinheit
ndtig i (Mikami et al., 1999). In der Maus wurde von Sharina et al. (2000) jedoch gezeigt,
dass beide Gene unabhangig vonenander aktive 5 regulative Regionen bedtzen und der
Abgtand zwischen ihnen s0 grol3 ist, dass keine Tandemorganisation beider Gene vorliegt. In
diesr Arbeit konnte ebenfdls gezeigt werden, dass beide Untereinheiten unabhangig von

enander aktive Promotoren besitzen.

Sharina et al. (2000) fanden bel Vergleich der a;- und b;-Promotoren der Maus eine deutlich
hohere basde Aktivitdt fur b;. Dabel waren die verwendeten Regionen ca 1600 bp lang.
Vergleicht man die Basalaktivitét der Promotoren AlphallOO0 und Betal200 der Ratten sGC,
dso von Fragmenten mit ene dnmlichen Lange wie die von Shaina et al. (2000)
vewendeten, &t dch ebenso ene deutlich hohere Basdaktivitét fur die bi-Untereinhet
fesgdlen. Vergleicht man jedoch die basde Aktivitdt der anderen in dieser Arbet klonierten
Kongtrukte, der ai- bzw. b;-Untereinheiten, mit verschiedenen Langen (Alpha3000,
Alpha350, Alpha200, Betab64, Beta312 und Betal64) wird kein deutlicher Unterschied in der
basden Aktivitd dieser Promotorkonstrukte gefunden (sa Abbildung 18 und Abbildung
19).

4 ET-1erhohtdie Aktivitat dera; und b, Promotorkonstrukte der
sGC

Die trandente Transfektion der Reportergenkondrukte be gleichzetiger Stimulation mit ET-
1 zeigte, dass eine 6 Std. Inkubation mit ET-1 die langen Promotorfragmente sowohl der a -
ds auch der b;-Unterenhet aktiviet (Abbildung 20). Be der Untersuchung der
verschiedenen Verkirzungen der ai-Promotorfragmente zeigte dch zudem, dass diese
Aktivierung bel dem Konsrukt Alpha200 nicht mehr nachweisbar war. Das nur 146 bp
langere Kongrukt Alpha352 hingegen lield dch durch ET-1 anregen (Abbildung 20). Im
Bereich dieser 146 bp lagen nach der in-silico Andyse die Konsensus-Bindemotive fir die
Transkriptionsfaktoren, NF-116 (auch ads C/EBPb bezeichnet), PEA3 und E2A. Diee dre
Transkriptionsfektoren haben gemeinsam, dass ihre Aktivitdée durch den MAPK-Sgnaweg
(Mitogen Activated Protein-Kinase) moduliet wird (Lekstrom-Himes and Xanthopoulos,

92



1998); (de Launoit et al., 1997); (Ban et al., 2001). Da der MAPKinase-Sgnaweg auch
durch ET-1 aktiviert wird (Vacca et al., 2000) wére es durchaus moglich, dass ET-1 Uber
enen oder mehrere diessr Transkriptionsfaktoren mittdls des MAPKinase-Signdwegs die
Expresson der ai-SGC-Untereinhet reguliert. Zudem gehdrt PEA3  zur  glechen
Transkriptionsfaktor-Familie, zu der auch ETS-1 gehdrt. Die Bindung von ETS-1 an die DNA
kann durch ET-1 aktiviert werden (Naito et al., 1998). Eine Uberprifung, ob dies auch bei der
a1-Untereinheit geschieht, wére durch Mutation/Deetion der jeweligen Erkennungs-Sequenz
in den Reportergenkongtrukten und durch einen EMSA  (Electrophoretic  Mobility  Shift
Assay), mit dem de Bindung von PEA3 an de hier Gefundenen Sequenzmotive

nachzuwe sen wére, durchzufUhren.

5 Die Peptidhormone Angiotensin Il und Endothelin-1 erhéhen
die Expression der sGC-Untereinheiten a; und b,

Wie schon in der Einletung erlautet spiden die Peptidhormone ET-1 und Angll ene
bedeutende Rolle be viden pathophysologischen Prozessen des Gefd3systems, wie z.B. der
Regulation des Blutdrucks, der Proliferation der glatten Muskelzdlen, der Entwicklung von
Hypertonie und Arteriosklerose usw. (Lucius et al., 1999); (Goldie, 1999). Fir beide
Hormone konnte zudem ene Beteligung bel der Nitrat-Toleranz gezeigt werden (Minzd et
al., 1995) die mit ener erhbhten Expresson der SGC-Untereénheten einherging (Mulsch et
al., 2001). Daher lag es nahe diese Vasopressoren in ihrer Wirkung auf die SGC-Expresson
zu testen. In dieser Arbeit konnte erstmas gezeigt werden, dass Angll und ET-1 ene
Steigerung der a;- und bi1-sGC mMRNA-Mengen erzeugen @Abbildung 21, Abbildung 22 und
Abbildung 23).

6 Der ETp-Rezeptor ist fur die erhdhte Expression der sGC-
Untereinheiten mRNA verantwortlich

Im Sugetiemodel snd zwel Endothein-Rezeptortypen beschrieben, der ETa- und ETg-
Rezeptor (Yanagisawa et al., 1990). Beide Rezeptoren werden von der glatten Muskulatur
exprimiert (Yanagisawa et al., 1990;Sakurai et al., 1990;Batra et al., 1993). Der ETa-
Rezeptor vermittedlt dabe Uber ene Erhdhung der intrazdlulden freden Kazium-lonen
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Konzentration die Kondriktion der glaten Gefd3muskulatur (Haynes and Webb, 1994).

Welcher dieser beiden Rezeptortypen fir ene Vemittlung ener ET-1  Wirkung
verantwortlich ig, &t sch mit Hilfe verschiedener Rezeptor-Antagoniden fedstelen. Die
Substanzen BQ123, ein ETa-Rezeptor spezifisches Peptid (lhara et al., 1992) und BQ788,
ene ETg-Rezeptor spezifische nicht-peptidische Substanz (Ishikawa et al., 1994), gdten ds
etablierte ETA/ETg-Rezeptor- Antagonisten.

Durch eine Behandlung der VASMC mit ET-1 fur 6 Std. und einer 30 min. Vorbehandiung
mit den oben genannten Antagonisten wurde untersucht, welcher Rezeptortyp die Steigerung
der sSGC mRNA-Mengen durch ET-1 vermittelt. Die Messung der mRNA-Menge der b-GC-
Untereinheit erfolgte dabel durch Red-Time RT-PCR. Es zeigte sch, dass die ET-1 Wirkung
durch BQ123, nicht aber durch BQ788, inhibiert wird. Da die ET-1 Wirkung durch den ETa-
Rezeptor Antagonisten BQ123 zu inhibieren war, it folglich der ETa-Rezeptor der an dieser
Sgndtransduktion beteiligte Rezeptor (Abbildung 24). Dieser Befund geht in Einklang mit
der Beobachtung, dass sich in den grof¥en Lungengefden der Ratte der cGMP-Gehat durch
ET-1 Stimulation endothel-unabhéngig Uber die Aktivierung des ETa-Rezeptor erhdhen lasst
(Mullaney et al., 2000).

7 ET-1verstarkt die NO-induzierte Relaxation von Rattengefal3en

Der NO/cGMP-Sgndweg ig im Gefél3sysem ein wichtiger Mechanismus zur Regulation der
Gefélispannung. Im  Geféllendothed  wird durch  verschiedene Signde, wie zB. die
Schubspannung des dromenden Bluts, die endothdide NO-Synthase aktiviert, dadurch
vermehrt  Stickstoffmonoxid (NO) produziert, welches dann in der glaten Geféimuskulatur
die sGC &tiviet. Das erzeugte cGMP agiet ds ,,second-messenger” und erzeugt durch
Aktivieeung von cGMP-abhdngigen Proteinkinesen  letztlich  ene  Veringerung  des
intrazdluléren, frden Kaziumgehdts und in der Folge die Reaxation der Gefaimuskulatur.
Aulerdem bewirkt cGMP eine Dephosphorylierung der Myosin-LechtenKette-Kinase und
dadurch eine Desensitivierung des kontraktilen Apparats gegeniiber Ca2™.

Gefde konnen auch Endothd-unabhéngig durch Gabe von NO oder einen NO-Donor wie
Natriumnitroprussd (SNP) Dosis-abhangig relaxiet werden (Lincoln and  Fisher-Smpson,
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1984). Auch mit cGMP, dem Produkt der lddichen Guanylyl Zyklase, bzw. metabolisch
dabilen cGMP-Andoga lassen dch endothd-free Gefd3e Dods-abhéangig rdaxieren (Lincoln
and Fisher-Smpson, 1984). Da ene erhthte mRNA-Expresson beider sSGC-Untereinheiten
durch ET-1 in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, sollte die Wirkung einer ET-1 Stimulation
auf die NO-induzierte Relaxation endothd-freie Gefdlle der Ratte untersucht werden. Dazu
wurden Abschnitte der A. thoracalis vom Endothd befreit, in Serum-freien Medium mit ET-1
fur 4 Std. inkubiert und wie in Materid und Methoden beschrieben die Relaxation untersucht.
In dieser Arbeit wurde festgestdlt, dass sich die bendtigte NO-Donor-Menge (SNP) fir eine
50%ige Reaxation um beinahe eine Zehnerpotenz erniedrigte (Abbildung 25). Dies war eine
deutliche Sendtivierung der Gefalle gegeniber NO. Eine Uberprifung, ob die der sGC
nachgeschdteten Signdmolekile durch die ET-1 Simulation beenflusst werden, durch
Relaxation mit dem metabolisch doabilen cGMP-Anadogon 8-Br-cGMP, zegte kene
Verdnderung der fir ene Reaxation nétigen cGMP-Konzentrationen (Abbildung 27). Die
der SGC nachfolgenden Signamolekile werden dso durch ET-1 nicht in ihrer Funktion
modifiziert.

Neben cGMP kann auch der ,klasssche® second messenger cCAMP ene Relaxation der
Gefdimuskulaiur vermittedn (McMahon and Paul, 1986). Zudem wurden Wechsewirkungen
zwischen cGMP und cAMP-abhdngigen Proteinkinasen beschrieben (Lohmann et al., 1997);
(Pfeifer et al., 1999). Um ene Modifiketion diessr Signdwege durch ET-1 auszuschlief3en,
wurde mit Forskolin, einer die Adenylyl Zyklase aktivierende Substanz (Karaki, 1987), ET-1
dimulierte und Kontrollgefd3e rdaxiert. Es zeigte sch kein Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (Abbildung 26). Der beobachtete ET-1 Effekt auf die NO-abhdngige
Gefdlydaxation wird aso nicht durch ene Vednderung des cAMP-Signdwegs erzeugt.

Die ET-1 induzierte potenzierende Wirkung auf die NO-abhdngige Relaxation kann somit nur

Uber ene vermehrte Expresson und/oder Uber eine erhohte Sengtivitdt der SGC gegentiber

NO erzeugt werden.
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8 ET-1erhdhtdie NO-induzierte cGMP-Produktion in
verschiedenen Geweben

In diesr Arbeit wurde die Wirkung von ET-1 auf die spezifische, NO-induzierte Aktivitét der
SGC in endothe-freien Rattenaorten, in endothd-freen Koronargefd3en des Schweins und in
kultivierten glaten, Muskdzdlen der thorakaden Ratteneorta gemessen. Die  spezifische
Aktivitdt der l6dichen Guanylyl Zyklasen kann durch Messung der Umsatzraten des Substrats
GTP in cGMP bestimmt werden (Schultz and Bohme, 1984). Dazu wurden wie in Materid
und Methoden beschrieben Telle der Gefdle fiur 6 Std. mit ET-1 in Serum-freien Medium
inkubiert, das Gewebe anschliefl?end homogenisert und die spezifische Aktivitdt der sGC in
den Homogenaten nach Aktivierung mit NO (SNP) bzw. der Hochst Substanz HMR S973448,
welche nur die oxidierte, NO-insendtive Form der SGC aktiviert (Topfer, 2001), bestimmt.

Es zeigte dch, dass die ET-1 Behandlung zu ener sgnifikanten Steigerung der durch NO-
induzierten (SNP) SGC-Aktivitét fihrte (Abbildung 28). Be Messung der HMR S973448-
induzierten, wurden zudem keine Anderung des Verhdtnisses zwischen oxidieter und
reduzierter SGC gefunden, bel gleichzetiger dgnifikanter Steigerung der Aktivitdt nach ET-1
Behandlung (Daen nicht gezeigt). Da dch die Verhdtnisse zwischen NO- und HMR
S973448-induzierter  SGC-Aktivitdd im Vergleich zwischen ET-1-behandelten Gewebe und
Kontrollen nicht &nderten (Daten nicht gezeigt), mul eine Neusynthese von Enzym durch ET-
1 induziet werden. Zudem wurde gezeigt, dass die Stimulation mit ET-1 in verschiedenen
Geweben bzw. Zdlen die NO-abhangige spezifische Aktivitéd der SGC erhdht. Ein Befund,
der auch indirekt durch die Beobachtung ener Endothd-unabhéngigen, durch ET-1
erzeugten, erhohten cGMP-Menge in den Lungenaterien der Ratte gestiitzt wird (Mullaney et
al., 2000).

9 Zusammenfassung der Diskussion

ET-1 gt ds wichtiges Hormon im kardiovaskul&ren System, da es kurzridig, Uber die
Aktivierung der endothdiden NOS, zu ene Vasodilatation fuhrt, langfristig aber Uber ene
Ca’*-lonen Mobiliserung ds Vasokongriktor agiert, dessen Inhibition durch Antagonisten
zur Senkung des systemischen Blutdrucks fihrt (Wright and Fozard, 1988). Zusitzlich ig aus
verschiedenen  Knock-out-Mausmoddlen bekannt welche wichtige Rolle ET-1 in  der
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Embryogenese spidt (Kedzierski and Yanagisawa, 2001). Auch wird sene Funktion im
Geschehen der endothdiden Dysfunktion diskutiert, auf Grund der mitogenen Wirkung auf
die gaten Gefddnuskdzdlen (Fujitani et al., 1995), spezidl im Zusammenhang mit der
Atherioklerose. Die Untersuchung der diesen Vorgangen zugrundeliegenden Mechanismen
wird erschwert duch die Tatsache, dass ET-1 ds auto- bzw. parakrines Hormon wirkt
(Yanagisawa et al., 1988) und dass der Besaz der Zelen mit den bekannten ET-
Rezeptortypen, sowie deren Koppelung an verschiedene G-Proteine, variiert (Kedzierski and
Y anagisawa, 2001).

Die Aktivierung der Expresson der SGC-Untereinheiten durch ET-1 dient vermutlich ds
biologischer Riickkopplungsmechanismus, um Ubermé&ldige Vasokondriktion bel  vermehrter
ET-1 Bildung zu vehinden. Ahnlich wie ET-1 auch die Expresson enes anderen
Vasodilators, des Atriden Natriuretischen Faktors (ANF), erhoht (Morin et al., 2001).
Aufgrund der Tatsache, dass im Rahmen der Nitrat-Toleranz sowohl ET-1 (Minzd et al.,
1995) as auch die SGC (Milsch et al., 2001) verstérkt exprimiert werden, kann ebenfass auf
enen biologischen Ruickkopplungsmechanismus geschlossen werden. Da die NO-Sensvité
in diessam Tiemoddl zur Gefdddysunktion abnimmt, scheint ene gleichzeitige, erhdhte
Expresson des NO-Rezeptors sGC snnvall, um die verringerte NO-Sendvitét der Gefélle zu
kompensieren.

ET-1 ig¢ ein mitogener Stimulus fir die glatten Gefdimuskdzdlen (Fujitani et al., 1995).
Auch hier schent ene Kopplung mit der Aktivierung von entgegengesetzt  wirkenden
Mechanismen gegeben. Durch die Steigerung der ANFSpiegd, wecher auch as
antiprolifativer Stimulus wirkt (Vollmar et al., 1996) oder der SGC-Expresson gefolgt von
eng Erhdhung der glatmuskulden cGMP-Spiegd, wirde auch ene Uberméssige
Proliferation der VSMC durch ET-1 verhindert. Zudem ist bekannt, dass ETS-1 durch ET-1
aktiviert werden kann (Naito et al., 1998). Dieser Transkriptionsfaktor und die Mitglieder der
glachnamigen Familie spiden ene wichtige Rolle ba der Migration und Proliferation glatter
Gefaimuskdzdlen, indem se zB. die Matrix Medlo-Proteinasen aktivieren (Naito et al.,
1998). Das Vorhandenssin mehrer moglicher Bindesdlen fir die Ets-Familie in beiden
Promotoren der Ratten sGC (s. Abbildung 14 und Abbildung 17) I&% es moglich erscheinen,
dass die Aktivierung der Promotoren beider SGC-Unterenhdten durch Mitglieder dieser
Transkriptionsfaktoren-Familie in  Gegenwat mitogener Stimuli - vermittdt  werden.  Diese
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Hypothese wird auch durch den Befund untersititzt, dass be Fehlen einer PEA3-Bindestdle
die Simulierbarkeit des a ;- Promotors durch ET-1 verloren geht (s.a. Abbildung 20).

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ET-1 nach 6 Std. Uber den ETa-Rezeptor die
MRNA-Expresson beider sGC-Untereinheiten der Rate erhoht, die Aktivitéd der hier
gefundenen Promotorfragmente verstérkt, die NO-abhangige Aktivitét der SGC in Gewebe-
und Zelhomogenaten erhdht und die durch NO ausgedste Reaxation von kontrahierten

Rattenaorten verstarkt.

98



VI  Literaturquellen

Andreopoulos,S., Papapetropoulos,A. (2000). Molecular aspects of soluble guanylyl cyclase
regulation. Gen.Pharmacol. 34, 147-157.

Andreopoulos,S., PapapetropoulosA., Gupta,G., AzamM., YangL. Danziger,R.S. (1997).
The beta? subunit inhibits simulation of the dphal/betal form of soluble guanylyl cyclase by
nitric oxide. Potentid relevance to regulation of blood pressure. J.Clin.Invest 100, 1488-1492.

AndrianopoulosA., TimberlakeW.E. (1994). The Aspergillus nidulans abaA gene encodes a
transcriptiond activator that acts as a genetic switch to control development. Mol.Cdl Bial.
14, 2503-2515.

ArnoldW.P.,, Mittd,CK., Katsuki,S.,, Murad,F. (1977). Nitric oxide activates guanylate
cyclase and incresses guanosine 3:5-cydic monophosphate levels in various tissue
preparations. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 74, 3203-3207.

AshmanD.F., LiptonR., Méeicow,M.M., PriceT.D. (1963). Isolation of adenosne 3,5-
monophosphate and  guanosine  3-5-monophosphate from  rat urine Biochem
Biophys Res.Commun. 11, 330-334.

Aszodi,A., Pfefer,A.,, Ahmad,M., Glauner,M., Zhou,X.H., Ny,L., AnderssonK.E., Kehrd,B.,
OffermannsS., Fasder,R. (1999). The vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) is
involved in cGMP- and cAMP-mediated inhibition of agonis-induced platelet aggregation,
but is digpensable for smooth muscle function. EMBO J. 18, 37-48.

Ban,G.,, Cravait,C.B., LoomansC., Alberola-llaJ., Hedrick,SM., MurreC. (2001).
Regulaion of the hdix-loop-helix proteins, E2A and 1d3, by the RassERK MAPK cascade.
Nat.Immunal. 2, 165-171.

Batra,V.K., McNell, JR., Xu,Y., Wilson, T.W., Gopaakrishnan,V. (1993). ETB receptors on
aortic smooth muscle cdls of spontaneoudy hypertensve rats. AmJPhysol 264, C479-
C484.

Batidtini,B., D'Orleans-Juste,P., SiroisP. (1993). Endothdins circulating plasma levels and
presence in other biologic fluids. Lab Invest 68, 600-628.

BauersachsJ., BouloumieA., Fraccarallo,D., HuK., BuseR., Ertl,G. (1999). Endothdid
dysfunction in chronic myocardid infarction despite increesed vascular endothdid nitric
oxide synthase and soluble guanylate cyclase expresson: role of enhanced vascular
superoxide production. Circulation 100, 292-298.

99



BauersachsJ.,, Feming,l., Fraccarollo,D., BusseR., Ertl,G. (2001). Prevention of endothelid
dysfunction in heat falure by vitamin E: atenuation of vascular superoxide anion formation
and increase in soluble guanylyl cyclase expresson. Cardiovasc.Res. 51, 344-350.

Baynash,A.G., Hosoda K., GiadA., Richardson,JA., Emoto,N., Hammer,R.E.,
YanagisawaM. (1994). Interaction of endothdin-3 with endothdin-B receptor is essentid for
development of epiderma melanocytes and enteric neurons. Cdll 79, 1277-1285.

Behrends,S., Harteneck,C., Schultz,G., Koeding,D. (1995). A vaiant of the dpha 2 subunit
of soluble guanylyl cycdase contans an insat homologous to a region within adenylyl
cyclases and functions as a dominant negetive protein. J.Biol.Chem. 270, 21109-21113.

Behrends,S,, Kazmierczak,B., SteenpaA., Knauf,B., Bullerdiek,J, ScholzH., EibergH.
(1999). Assgnment of GUCY1B2, the gene coding for the beta2 subunit of human guanylyl
cyclase to chromosomal band 13914.3 between markers D13S168 and D13S155. Genomics
55, 126-127.

Behrends S, KempfertJ, MietensA., KoglinM., ScholzH., Middendorff,R. (2001).
Developmental changes of nitric oxide-sengtive guanylyl cydase expresson in pulmonary
arteries. Biochem.Biophys.Res.Commun. 283, 883-887.

Bid,M., Zong,X., Ludwig,A., Sautter,A., Hofmann,F. (1999). Structure and function of cyclic
nuclectide-gated channds. Rev.Physiol Biochem Pharmacol. 135:151-71., 151-171.

Bird JE., WadronT.L., Dorso,C.R., AssadM.M. (1993). Effects of the endothdin (ET)
receptor antagonist BQ 123 on initid and ddayed vascular responses induced by ET-1 in
conscious, normotensive rats. J.Cardiovasc.Pharmacol. 22, 69-73.

Bloch,K.D., Filippov,G., Sanchez,L.S., NakaneM., de la MonteSM. (1997). Pulmonay
soluble guanylate cyclase, a nitric oxide receptor, is increased during the perinatd period.
Am.JPhysol 272, L400-L406.

Boulanger,C., Luscher,T.F. (1990). Reease of endothdin from the porcine aorta. Inhibition
by endothdium-derived nitric oxide. J.Clin.Invest 85, 587-590.

BradfordM. (1976). A rapid and sendtive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. And Biochem 72, 248-
254,

BruneB., Schmidt,K.U., Ullrich,V. (1990). Activation of soluble guanylate cyclase by carbon
monoxide and inhibition by superoxide anion. Eur.J.Biochem 192, 683-688.

100



Buechler, W.A., IvanovaK., Wolfram,G., Drummer,C., Heim,JM., Gerzer,R. (1994). Soluble
guanylyl cyclase and platdet function. Ann.N.Y .Acad.Sci. 714:151-7., 151-157.

Buechler, W.A., NakangM., MuradF. (1991). Expresson of soluble guanylate cyclase
activity requires both enzyme subunits. Biochem BiophysRes.Commun. 174, 351-357.

Buechler, W.A., NakaneM., Murad,F., Humbert,P., Niroomand,F., Fischer,G., Mayer,B.,
Koeding,D., Hinsch,K.D., Gausepohl,H., Frank,R., Schultz,G., BohmeE. (1990). Purification
of soluble guanylyl cydase from bovine lung by a new immuncaffinity chromatographic
method. Eur.J.Biochem 190, 273-278.

Carini,D.J, LegeRJ, Wexler,RR., Gedgefer,A.A., PeachM.J, OwensG.K. (1988).
Angiotensin |l induces hypertrophy, not hyperplada, of cultured rat aortic smooth muscle
cdls. Circ.Res. 62, 749-756.

Chakravarti,A. (1996). Endothelin receptor-mediated dgnding in hirschsprung disease
Hum.Mol.Genet. 5, 303-307.

Chang,M.S, LoweD.G., LewisM., HelmissR., ChenE., Goeddd,D.V. (1989). Differentiad
activation by atrid and brain natriuretic peptides of two different receptor guanylate cyclases.
Nature 341, 68-72.

Cheng,C., Kacherovsky,N., Dombek,K.M., Camier,S,, Thukrd,SK., RhimE., Young,E.T.
(1994). Identification of potentiad target genes for Adrlp through characterization of essentid
nucleotidesin UASL. Mol.Cdll Biol. 14, 3842-3852.

Chomczynski,P., Sacchi,N. (1987). Sngle-sep method of RNA isolation by acid guanidine
thiocyanate- phenal- chloroformextraction. Anals of Biochemisiry 162, 156-159.

Chrismen, T.D., Schulz,S., Potter,L.R., GarbersD.L. (1993). Semind plasma factors that
caue lage devetions in cdlular cycdic GMP ae C-type natriuretic peptides. J.Biol.Chem.
268, 3698-3703.

ClonTech. Genome Wadker Kits User Manud. [PT1116-1]. 1999. Clontech.
Ref Type: Catalog

Clouthier,D.E.,, HosodaK., RichadsonJA., WilliamsSC., YanagisawvaH., Kuwaki,T.,
KumadaM., Hammer,RE., YanagisswaM. (1998). Duad genetic pathways of endothdin-
mediated intercdlular dgnding reveded by targeted disruption of endothelin  converting
enzyme-1 gene Cranid and cardiac neurd crest defects in endothdin-A receptor-deficient
mice. Development 125, 813-824.

101



Collier,J., ValanceP. (1989). Second messenger role for NO widens to nervous and immune
systems. Trends Pharmacol.Sci. 10, 427-431.

de GasparoM., Cait,K.J, Inagami,T., Wright,JW., Unger,T. (2000). Internationa union of
pharmacology. XXII1. The angiotensin Il receptors. Pharmacol .Rev. 52, 415-472.

de LaunoitY. BaertJL., Chotteau,A., MonteD., Defossez,P.A., CouttelL. PelczarH.,
Leenders,F. (1997). Structure-function reationships of the PEA3 group of Etsrdated
transcription factors. Biochem Mol.Med. 61, 127-135.

Denninger, JW., Marletta M .A. (1999). Guanylate cyclase and the NO/cGMP signaling
pathway. Biochim.Biophys.Acta 1411, 334-350.

Dignam,JD., LebovitzR.M., Roeder,R.G. (1983). Accurate transcription initiation by RNA
polymerase Il in a soluble extract from isolaled mammdian nucle. Nucleic Acids Res. 11,
1475-14809.

Dou,Q.P., Fridovich-Keil,JL., Pardee A.B. (1991). Inducible proteins binding to the murine
thymidine kinase promoter in late G1/S phase. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 88, 1157-1161.

Edery,P., AttieT., AmidJ, Pde,A., EngC., HofsraRM., Martdli,H., Bidaud,C,,
Munnich,A., Lyonnet,S. (1996). Mutation of the endothdin-3 gene in the Waardenburg
Hirschsprung disease (ShahWaardenburg syndrome). Nat.Genet. 12, 442-444.

Emori, T., HirataY., Ima,T., OhtaK., KannoK., Eguchi,S, Marumo,F. (1992). Cdlular
mechaniam of thrombin on endothdin-1 biosynthess and release in bovine endothdid cell.
Biochem Pharmacol. 44, 2409-2411.

England,B.P., HeberlenU., TjianR. (1990). Purified Drosophila transcription factor, Adh
diga factor-1 (Adf-1), binds to dtes in several Drosophila promoters and activates
transcription. J.Biol.Chem. 265, 5086-5094.

Flippov,G., Bloch,D.B., Bloch,K.D. (1997). Nitric oxide decreases <ability of mRNAS
encoding soluble guanylate cyclase subunits in rat pulmonary atery smooth muscle cdls.
JClinInvest 100, 942-948.

Foster,D.C., Wedd,B.J.,, Robinson,SW., GarbersD.L. (1999). Mechanisms of regulation and
functions of guanylyl cyclases. Rev.Physiol Biochem.Pharmacol. 135:1-39., 1-39.

Forster,V.Th. (1948). Zwischenmolekulare Energiewanderung und Huoreszenz. Annds of
Physcs 2, 55-75.

102



FriebeA., Schultz,G., Koeding,D. (1996). Senstizing soluble guanylyl cyclase to become a
highly CO-sengitive enzyme. EMBO J. 15, 6863-6868.

FringsS. (1997). Cydic nucleotide-gated channds and cdcium: an intimate reation.
Adv.Second Messenger Phosphoprotein Res. 31:75-82., 75-82.

Fujitani,Y., NinomiyaH., OkadaT., UradeY., Masaki,T. (1995). Suppresson of endothdin-
1-induced mitogenic responses of human aortic smooth muscle cels by interleukin-1 beta.
JClin.Invest 95, 2474-2482.

Fukuroda,T., FujikawaT., Ozaki,S., IshikawaK., YanoM., Nishikibe M. (1994). Clearance
of drculding endothdin-1 by ETB receptors in rats. Biochem BiophysResCommun. 199,
1461-1465.

FulleHJ, Veassar,R., Foster,D.C., Yang,RB., Axd,R., GabersD.L. (1995). A receptor
guanylyl cyclase expressed specificaly in olfactory ensory neurons.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 92, 3571-3575.

Furchgott,R.F., Zawadzki, JV. (1980). The obligatory role of endothdia cdls in the
relaxation of arteria smooth muscle by acetylcholine. Nature 288, 373-376.

FurutaH., Mori,N., LuoL., RyanA.F. (1995). Detection of mRNA encoding guanylate
cyclase Aldrid nariuretic peptide receptor in the rat cochlea by competitive polymerase
chain reaction and in Situ hybridization. Hear.Res. 92, 78-84.

Gansemans)Y ., Brouckaert,P., and FiersW. (1997). Murine soluble guanylate cyclase, beta-1
subunit. Acessonnumber AF020339.

GabersD.L. (1979). Purification of soluble guanylate cyclase from rat lung. JBiol.Chem.
254, 240-243.

GabersD.L., Gray,JP. (1974). Guanylate cyclase from sperm of the sea urchin,
Strongylocentrotus purpuratus. Methods Enzymol. 38:196-9., 196-199.

Gariepy,CE. (2001). Intestind motility disorders and development of the enteric nervous
system. Pediatr.Res. 49, 605-613.

Gerzer,R., BrashA.R., HardmanJG. (1986). Activation of soluble guanylate cyclase by
arachidonic acid and 15-lipoxygenase products. Biochim.Biophys.Acta 886, 383-389.

Gerzer,R., Hofmann,F., Schultz,G. (1981). Purification of a soluble, sodium-nitroprussde-
simulated guanylate cycdase from bovine lung. Eur.J.Biochem 116, 479-486.

103



Giuili,G., Scholl,U., BulleF., Gudlaen,G. (1992). Molecular cloning of the cDNAs coding
for the two subunits of soluble guanylyl cydase from human brain. FEBS Lett. 304, 83-88.

GoldieR.G. (1999). Endothdins in  hedth and  diseese an  oveview.
Clin.Exp.Pharmacol .Physiol 26, 145-148.

Goodwin,D.C., Gunther,M.R., Hg,L.C., CrewsB.C., Eling,T.E., Mason,R.P., Marnett,L.J.
(1998). Nitric oxide trapping of tyrosyl radicads generated during prostaglandin endoperoxide
synthase turnover. Detection of the radica derivative of tyrosgne 385. JBiol.Chem. 273,
8903-8909.

Gordon,D., Moha,L.G., SchwartzSM. (1986). Induction of polyploidy in cultures of
neonatd rat aortic smooth muscle cells. Circ.Res. 59, 633-644.

GrangeT., Roux,J, Rigaud,G., Pictet,R. (1991). Cdl-type gpecific activity of two
glucocorticoid responsve units of rat tyrosne aminotransferase gene is associated with
multiple binding gtes for C/EBP and a nove liver-specific nuclear factor. Nucleic Acids Res.
19, 131-139.

Greenblatt,. (1991). Roles of THFIID in transcriptiond initiation by RNA polymerase 11. Cedll
66, 1067-1070.

Gudi,T., Casted,D.E., Vinson,C., BossG.R., Pilz,R.B. (2000). NO activation of fos promoter
eements requires nuclear trandocation of G-kinase | and CREB phosphorylation but is
independent of MAP kinase activation. Oncogene 19, 6324-6333.

Gunther,M.R., Hs,L.C., CurtisJF., GierseJK., Marnett,L.J., Eling,T.E., Mason,R.P. (1997).
Nitric oxide trgpping of the tyrosyl radicd of prosaglandin H synthaese-2 leads to tyrosine
iminoxyl radica and nitrotyrosine formation. J.Biol.Chem. 272, 17086-17090.

Hahn, A.W., Regenass,S., Kern,F., Buhler,F.R., Resink,T.J. (1993). Expresson of soluble and
insoluble fibronectin in rat eorta effects of angiotensn [l and endothdin-1. Biochem
Biophys Res.Commun. 192, 189-197.

Hanafy,K.A., Krumenacker,J.S., Murad,F. (2001). NO, nitrotyrosine, and cyclic GMP in
signd transduction. Med.Sci.Monit. 7, 801-819.

Hardman,J.G., Sutherland,EW. (1969). Guanyl cydase, an enzyme catayzing the formation
of guanosine 3,5-monophosphate from guanosine trihosphate. J.Biol.Chem. 244, 6363-6370.

Harteneck,C., Wedd,B., Koeding,D., Makewitz,J., BohmeE., Schultz,G. (1991). Molecular
cloning and expresson of a new dpha-subunit of soluble guanylyl cydase. Interchangesbility
of the dpha-subunits of the enzyme. FEBS Lett. 292, 217-222.

104



HaynesW.G., Webb,D.J. (1994). Contribution of endogenous generation of endothdin-1 to
basal vascuar tone. Lancet 344, 852-854.

Hedlund,P., Aszodi,A., PfeferA., AImP., HofmannF., AhmadM. Fasde R,
Andersson,K.E. (2000). FErectile dysfunction in cycdic GMP-dependent kinase [-deficient
mice. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S. A 97, 2349-2354.

Heve JM., WhiteK.A., MalettaM.A. (1991). Purification of the inducible murine
macrophage nitric oxide synthase. ldentification as a flavoprotein. JBiol.Chem. 266, 22789-
22791.

Hickey,K.A., Rubanyi,G., Paul,RJ, Highsmith RF. (1985). Characterization of a coronary
vasocongtrictor produced by cultured endothelid cdls. Am.JPhysiol 248, C550-C556.

Ho,l.C., Bhat,N.K., Gottschalk,L.R., Lindsten,T., Thompson,C.B., PapasT.S., Leiden,JM.
(1990). Sequence-specific binding of human Ets-1 to the T cedl receptor apha gene enhancer.
Science 250, 814-818.

Ho,l.C., VorheesP., MarinN., Oakley,B.K., Tsa,SF., OrkinSH., LedenJM. (1991).
Human GATA-3: a lineage-redtricted transcription factor that regulates the expresson of the
T cell receptor aphagene. EMBO J. 10, 1187-1192.

HobbsA.J. (1997). Soluble guanylate cyclase: the forgotten sbling. Trends Pharmacol.Sci.
18, 484-491.

Hosoda, K., Hammer,RE. RichardsonJA., Baynash,A.G., CheungJC., GiadA.,
YanagisawvaM. (1994). Tageted and natura (piebad-lethd) mutations of endothdin-B
receptor gene produce megacolon associated with spotted coat color in mice. Cdl 79, 1267-
1276.

Howard,P.G., Pumpton,C., DavenportA.P. (1992). Anatomica locdization and
pharmacological activity of mature endothelins and ther precursors in human vascular tissue,
JHypertens. 10, 1379-1386.

Huber,A., Neuhuber,W.L., Klugbauer,N., Ruth,P., Allescher,H.D. (2000). Cydeine-rich
protein 2, a novel subsrate for cGMP kinase | in enteric neurons and intestina smooth
muscle. JBiol.Chem. 275, 5504-5511.

Ignarro,L.J., BugaG.M., WoodK.S.,, ByrnsR.E., Chaudhuri,G. (1987). Endotheium-derived
rdaxing factor produced and reeased from atey and vein is nitric  oxide
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 84, 9265-9269.

105



lharaM., Noguchi K., Saeki,T., FukurodaT. TsuchidaS., KimuraS, Fukami,T.,
IshikavaK., NishikibeM., YanoM. (1992). Biologica profiles of highly potent nove
endothdin antagonigts selective for the ETA receptor. Life Sci. 50, 247-255.

ImagawaM., ChiuR., Karin,M. (1987). Transcription factor AP-2 mediates induction by two
different Sgnd-transduction pathways. protein kinase C and cAMP. Céll 51, 251-260.

Imbert,J., Zafarullah,M., CulottaV.C.,, Gedamu,L., Hamer,D. (1989). Transcription factor
MBF-I interacts with metd regulatory dements of higher eucaryotic metdlothionein genes.
Mol.Cdl Bial. 9, 5315-5323.

InoueA., YanagissvaM., KimuraS., KasuyaY., Miyauchi,T., Goto,K., Masaki,T. (1989).
The human endothdin family: three dructurdly and pharmacologicdly didinct isopeptides
predicted by three separate genes. Proc.Natl . Acad.Sci.U.S.A 86, 2863-2867.

IshikawaE., IshikawaS., DavisJW., SutherlandEW. (1969). Determinaion of guanosne
3',5-monophosphate in tissues and of guanyl cyclase in rat intetine. JBiol.Chem. 244, 6371-
6376.

IshikawaK., lharaM., Noguchi,K., MaseT., Mino,N., Saeki,T., FukurodaT., Fukami,T.,
Ozaki,S., NagaseT., . (1994). Biochemica and pharmacological profile of a potent and
sHective endothdin B-receptor antagonist, BQ-788. Proc.Natl.Acad.Sci.U.SA 91, 4892-
4896.

Issemann,l.,, Green,S. (1990). Activation of a member of the seroid hormone receptor
superfamily by peroxisome proliferators. Nature 347, 645-650.

Itoh,H., Bird,.M., Nakao,K., MagnessR.R. (1998). Pregnancy increases soluble and
paticulate guanylate cyclases and decreases the clearance receptor of natriuretic peptides in
ovine uterine, but not systemic, arteries. Endocrinology 139, 3329-3341.

Jackson,S.P., MacDonald,J.J., LeesMiller,S, TjianR. (1990). GC box binding induces
phosphorylation of Spl by a DNA-dependent protein kinase. Cell 63, 155-165.

Jaffrey,SR., Snyder, SH. (1995). Nitric oxide a neura messenger. Annu.Rev.Cdl Dev.Bidl.
11:417-40., 417-440.

Jankowski,M., ResA.M., MukaddamDaher,S.,, Dam,T.V., Farookhi,R., Gutkowska,J.
(1997). C-type natriuretic peptide and the guanylyl cyclase receptors in the rat ovary are
modulated by the estrous cycle. Biol.Reprod. 56, 59-66.

106



Jarchau,T., Hauder,C., Markert,T., Pohler,D., VanderkerckhoveJ, De JongeH.R,
Lohmann,S.M., Walter,U. (1994). Cloning, expression, and in dtu locdization of rat intesting
cGM P-dependent protein kinase 11. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 91, 9426-9430.

Johngton,C.l., RisvanisJ. (1997). Preclinicad pharmacology of angiotensn |1l receptor
antagonists: update and outstanding issues. Am.J.Hypertens. 10, 306S-310S.

Kamisaki,Y., Saheki,S., NakaneM., Pdmieri, JA., Kuno,T., ChangB.Y. WadmanSA.,
Murad,F. (1986). Soluble guanylate cyclase from rat lung exiss as a heterodimer.
JBiol.Chem. 261, 7236-7241.

Kamps,M.P., Look,A.T., BdtimoreD. (1991). The human t(1;19) trandocation in pre-B ALL
produces multiple nucler E2A-Pbx1 fudon protens with differing transforming potentids.
Genes Dev. 5, 358-368.

Karaki,H. (1987). Use of tenson measurements to dedineate the mode of action of
vasodilators. J.Pharmacol.Methods 18, 1-21.

Karlsson,O., Thor,S.,, Norberg,T., OhlssonH., Edlund, T. (1990). Insulin gene enhancer
binding protein I9-1 is a member of a nove class of proteins containing both a homeo- and a
Cys-Hisdomain. Nature 344, 879-882.

Kedzierski,R.M., YanagisaswaM. (2001). Endothelin sysem: the double-edged sword in
hedlth and disease. Annu.Rev.Pharmacol. Toxicol. 41, 851-876.

Kim,C.G., Swendeman,SL., BanhatK.M., Sheffery,M. (1990). Promoter eements and
erythroid cdl nuclear factors that regulate dpha-globin gene transcription in vitro. Mol.Cdl
Biol. 10, 5958-5966.

KimuraB., SumnersC., PhillipsM.l. (1992). Changes in skin angiotensin Il receptors in rats
during wound hedling. Biochem Biophys.Res.Commun. 187, 1083-1090.

KimuraH., Mittd,C.K., Murad,F. (1976). Appearance of magnesum guanylate cyclase
activity in rat liver with sodium azide activation. JBiol.Chem. 251, 7769-7773.

KimuraH., Murad,F. (1974). Evidence for two different forms of guanylate cyclase in rat
heart. JBiol.Chem. 249, 6910-6916.

KimuraH., Murad,F., Chrisman,T.D., GarbersD.L., ParksM.A., Hardman,JG. (1975).

Characterization of particulate and soluble guanylate cyclases from rat lung. JBiol.Chem.
250, 374-381.

107



Kisanuki, Y., Ohuchi, Y., Takahashi, H.,, Hammer, R. E., and Williams, S. C. Endothelid
cdl-specific knock-out of the endothelin-1 gene in mice.  1999. Int. Conf. Endothelins, 6th,
Montreal, Canada. Int. Conf. Endothelins, 6th, Montrea, Canada.  1999.
Ref Type: Conference Proceeding

KIoRS., BouloumieA., MilschA. (2000). Aging and chronic hypertenson decrease
expression of rat aortic soluble guanylyl cyclase. Hypertension 35, 43-47.

Knippers,R. (1995). RNA-Polymerasen Und Die Grundlagen De Transkription Von
Eukaryonten-Genen. In: Molekulare GenetikStuttgart: Georg Thieme Verlag.

Koeding,D., Harteneck,C., Humbert,P., Bosserhoff,A., Frank,R.,, Schultz,G., BohmeE.
(1990). The primary dructure of the larger subunit of soluble guanylyl cyclase from bovine
lung. Homology between the two subunits of the enzyme. FEBS Lett. 266, 128-132.

Koeding,D., HerzJ, Gausegpohl,H., Niroomand,F., HinschK.D., Milsch,A.,, BohmeE.,
Schultz,G., Frank,R. (1988). The primary gructure of the 70 kDa subunit of bovine soluble
guanylate cyclase. FEBS Lett. 239, 29-34.

Kohno,M., Horio,T., Yokokawa,K., KuriharaN., Takeda T. (1992). Gtype natriuretic peptide
inhibits thrombin- and angiotensin |l-stimulated endothdlin release via cyclic guanosne 3,5-
monophosphate. Hypertenson 19, 320-325.

KomdavilasP., Lincoln,T.M. (1996). Phosphorylation of the inostol 1,4,5-trisphosphate
receptor. Cyclic GMP-dependent protein kinase mediates cAMP and cGMP dependent
phosphorylation in the intact rat aorta. J.Biol.Chem. 271, 21933-21938.

Krumenacker,J.S,, Hyder,SM., MuradF. (2001). Edtradiol rapidly inhibits soluble guanylyl
cyclase expresson inrat uterus. Proc.Natl.Acad.Sci.U.SA 98, 717-722.

KurinargH.,  Yoshizumi,M.,  SugiyamaT., TakekuF., YanagisswaM.  Maski,T.,
Hamaoki,M., Kato,H., Yazaki,Y. (1989). Transforming growth factor-beta dimulates the
expresson  of  endothdin mMRNA by vascular  endothdid  cdls.  Biochem
Biophys.Res.Commun. 159, 1435-1440.

KuriharaY., KuriharaH., OdaH., MaemuraK., Naga,R., IshikawaT., Yazaki,Y. (1995).
Aortic arch mdformations and ventricular septa defect in mice deficient in endothelin-1.
JClinInvest 96, 293-300.

KuriharaY., KuriharaH., Suzuki,H., KodamaT., MaemuraK., Naga,R., OdaH., Kuwaki,T.,
Cao,W.H., KamadaN., . (1994). Elevated blood pressure and craniofacid abnormdities in
mice deficient in endothdlin-1. Nature 368, 703-710.

108



Laber,U., Kaober,T., SchmitzV., Schramme,A., Meyer,W., Mayer,B., Weber,M., Kojda,G.
(2002). Effect of hypercholeterolemia on expresson and function of vascular soluble
guanylyl cyclase. Circulation 105 , 855-860.

Lakowicz,JR. (1983). Energy Transfer. In: Principles of Fluorescent SpectroscopyNew Y ork:
Plenum Press, 303-339.

Lander,HM., OgisteJS., PearceSF., Levi,R., Novogrodsky,A. (1995). Nitric oxide-
dimulated guanine nucleotide exchange on p21ras. J.Biol.Chem. 270, 7017-7020.

Laney,D.W., J., BezerraJA., KosbaJL., DegenSJ, CohenM.B. (1994). Semina plasma
factors that cause lage devations in cdlular cycic GMP ae C-type natriuretic peptides
Upregulation of Escherichia coli heat-gtable enterotoxin receptor in regenerating rat liver.
Am.JPhysol 266, G899-G906.

Lattion,A.L., Espd,E., Rechenbach,P., Fromentd,C., Bucher,P., Isad,A., BaeuerleP.,
Rice N.R., Nabholz,M. (1992). Characterization of a new tissue-specific transcription factor
binding to the smian virus 40 enhancer TC-1I (NF-kappa B) dement. Mol.Cdl Bial. 12,
5217-5227.

Lawyer,F.C., Stoffd,S, Saki,RK., MyamboK., DrummondR. Gefand,D.H. (1989).
Isolation, characterization, and expresson in Escherichia coli of the DNA polymerase gene
from Thermus aguaticus. J.Biol.Chem. 264, 6427-6437.

Lekstrom-Himes,J., XanthopoulosK.G. (1998). Biological role of the CCAAT/enhancer-
binding protein family of transcription factors. J.Biol.Chem. 273, 28545-28548.

Lemischka,l., Sharp,P.A. (1982). The sequences of an expressed rat apha-tubulin gene and a
pseudogene with an inserted repetitive element. Nature 300, 330-335.

LessakdP.A., AllenR.D., Berier,F.,, CrigpinoJD., FujiwaraT., Beachy,RN. (1991).
Multiple nuclear factors interact with upstream sequences of differentidly regulated beta
conglycinin genes. Plant Mol.Bidl. 16, 397-413.

LevineSN., Steiner, A.L., EapH.S, Messer,G. (1979). Paticulate guanylate cyclase of
skdetd muscle effects of Ca2+ and other divdent cations on enzyme activity.
Biochim.BiophysActa 566, 171-182.

Li,D., Zhou,N., JohnsR.A. (1999). Soluble guanylate cyclase gene expresson and
locdization in rat lung after exposure to hypoxia Am.J.Physol 277, L841-1.847.

109



Li,P., HeX., GereroM.R.,, Mok,M., Aggarwd A., RosenfddM.G. (1993). Spacing and
orientation of bipartite DNA-binding motifs as potentid functiond determinants for POU
domain factors. Genes Dev. 7, 2483-2496.

Li,Z., Goy,M.F. (1993). Peptide-regulated guanylate cyclase pathways in ra colon: in gtu
locdization of GCA, GCC, and guanylin mRNA. Am.JPhysiol 265, G394-G402.

Lincoln,T.M., Fisher-Smpson,V. (1984). A comparison of the effects of forskolin and
nitroprussde on cyclic nucleotides and relaxation in the rat aorta. Eur.J.Pharmacol. 101, 17-
27.

LipaJE., Ndigan,P.C., Pereault,T.M., Baribeau,J., LevingR.H., Knowlton,R.J., Pang,C.Y.
(1999). Vasocondrictor effect of endothelin-1 in human skin: role of ETA and ETB receptors.
Am.JPhysol 276, H359-H367.

LiuH., Force,T., Bloch,K.D. (1997). Nerve growth factor decreases soluble guanylate cyclase
in rat pheochromocytoma PC12 cells. JBiol.Chem. 272, 6038-6043.

LoK., Landau,N.R., SmaleST. (1991). LyF-1, a transcriptiond regulator that interacts with a
novel class of promoters for lymphocyte-specific genes. Mol.Cdll Bial. 11, 5229-5243.

Lobanenkov,V.V., NicolasR.H., Adler,V.V., PaersonH., KlenovaEM., PolotskgaA.V.,
Goodwin,G.H. (1990). A novel sequence-gpecific DNA binding protein which interacts with
three regularly spaced direct repests of the CCCTC-moatif in the 5-flanking sequence of the
chicken c-myc gene. Oncogene 5, 1743-1753.

Lohmann,SM., Vaandrager,A.B., Smolenski,A., Walter,U., De JongeH.R. (1997). Didinct
and specific functions of cGM P-dependent protein kinases. Trends Biochem Sci. 22, 307-312.

LopezFareA., Rodriguez-Feo,JA., Garcia-ColisE., Gomez,J.,, Lopez-BlayaA., FortesJ., de
AndresR., Rico,L., Casado,S. (2002). Reduction of the soluble cycdic GMP vasordaxing
sysem in the vascular wal of stroke-prone spontaneoudy hypertensve rats. effect of the
aphal -receptor blocker doxazosin. JHypertens. 20, 463-470.

LoweD.G., ChangM.S., HelmissR., Chen,E., Singh,S., GarbersD.L., Goeddd,D.V. (1989).
Human atrid nariuretic peptide receptor defines a new paradigm for second messenger signd
transduction. EMBO J. 8, 1377-1384.

LoweD.G., Klisak,l., SparkesR.S., MohandasT., Goedde,D.V. (1990). Chromosomal
digribution of three members of the human natriuretic peptide receptor/guanylyl cyclase gene
family. Genomics 8, 304-312.

110



LucasK.A., PAitari,G.M., Kazerounian,S., Ruiz-Stewart,l., Park,J., SchulzS., Chepenik,K.P.,
Wddman,SA. (2000). Guanylyl cyclases and sgnding by cydic GMP. Pharmacol.Rev. 52,
375-414.

LuciusR., Gdlinat,S.,, BuscheS.,, Rosendtid,P., Unger,T. (1999). Beyond blood pressure:
new rolesfor angiotensn I1. Cdl Mal.Life Sai. 56, 1008-1019.

LuciusR., Gdlina,S, Rosendid,P., Herdegen,T., SeversJ, Unger,T. (1998). The
angiotenan 1l type 2 (AT2) receptor promotes axona regeneration in the optic nerve of adult
rats. JExp.Med. 188, 661-670.

LuoY. AminJd, VodimyR. (1991). Ecdysterone receptor is a sequence-specific
transcription factor involved in the developmentd regulation of heat shock genes. Mol.Cdl
Biol. 11, 3660-3675.

Luscher,T.F., Seo,B.G., Buhler,F.R. (1993). Potentid role of endothdin in hypertenson.
Controversy on endothelin in hypertension. Hypertension 21, 752-757.

MacNulty,E.E., HevinR., WakdamM.J. (1990). Stimulation of the hydrolyss of
phosphatidylinostol  4,5-bisphosphate and  phosphetidylcholine by endothelin, a complete
mitogen for Rat-1 fibroblasts. Biochem J. 272, 761-766.

MacNulty,E.E., PevinR., WakdamM.J, RuettenH., Thiemermann,C. (1997). Endothdin-1
dimulates the biosynthesis of tumour necrogs factor in macrophages. ET-receptors, signd
transduction and inhibition by dexamethasone. JPhysiol Pharmacol. 48, 675-688.

Maelo,B., ArconeR., Toniatti,C., Ciliberto,G. (1990). Conditutive and IL-6-induced nuclear
factors that interact with the human C-reactive protein promoter. EMBO J. 9, 457-465.

Mann,E.A., Swenson,E.S., Copeland,N.G., Gilbert,D.J., JenkingN.A., Taguchi,T., TestaJR,,
GianndlaRA. (1996). Locdization of the guanylyl cyclase C gene to mouse chromosome 6
and human chromosome 12p12. Genomics 34, 265-267.

McCoy,D.E., Guggino,SE., Stanton,B.A. (1995). The rend cGMP-gated cation channd: its
molecular Sructure and physiologicd role. Kidney Int. 48, 1125-1133.

McMahon,E.G., Paul,RJ. (1986). Effects of forskolin and cycdlic nucleotides on isometric
forcein rat aorta. Am.J.Physiol 250, C468-C473.

Mikami,T., KusskabeT., Suzuki,N. (1999). Tandem organization of medaka fish soluble
guanylyl cyclase dphal and betal subunit genes. Implications for coordinated transcription of
two subunit genes. JBiol.Chem. 274, 18567-18573.

111



Miki,N., KawabeY., KuriyamaK. (1977). Activation of cerebrd guanylate cyclase by nitric
oxide. Biochem Biophys.ResCommun. 75, 851-856.

Milner,R.J.,, Bloom,F.E., La,C., Lerner,RA., SutcliffeG. (1984). Bran-specific genes have
identifier sequencesin their introns. Proc.Natl. Acad.Sci.U.SA 81, 713-717.

Misaka, T., KusakabeY., EmoriY., Gonoi,T., Ara,S., AbeK. (1997). Taste buds have a
cydlic nuclectide-activated channel, CNGgust. J.Biol.Chem. 272, 22623-22629.

Mitchdl,PJ, Wang,C., Tjian,R. (1987). Podtive and negative regulation of transcription in
vitro: enhancer-binding protein AP-2 isinhibited by SV40 T antigen. Cdll 50, 847-861.

Moling,C.R., Andresen,JW., Rapoport,R.M., Wadman,S., Murad,F. (1987). Effect of in vivo
nitroglycerin  thergpy on endothdium-dependent and independent vascular  relaxation and
cyclic GMP accumulation in rat aorta. J.Cardiovasc.Pharmacol. 10, 371-378.

Moncada,S.,, Pamer,RM., HiggsE.A. (1988). The discovery of nitric oxide as the
endogenous nitrovasodilator. Hypertenson 12, 365-372.

Morin,S., ParadisP., AriesA., Nemer,M. (2001). Serum response factor-GATA ternary
complex required for nuclear sgnding by a G-protein-coupled receptor. Mol.Cdl Biol. 21,
1036-1044.

Mudler,P.R., Sdser,SJ, Wold,B. (1988). Conditutive and meta-inducible proten:DNA
interactions & the mouse metdlothionein | promoter examined by in vivo and in vitro
footprinting. Genes Dev. 2, 412-427.

Mullaney,l., VaughanD.M., MacLeanM.R. (2000). Regiond modulation of cyclic
nucleotides by endothein-1 in rat pulmonary arteries. direct activation of G(i)2-protein in the
main pulmonary artery. Br.J.Pharmacol. 129, 1042-1048.

Mdulsch,A., BauersachsJ., Schafer,A., Stasch J.P., Kast,R., Busse,R. (1997). Effect of YC-1,
an NO-independent, superoxide-sendtive stimulator of soluble guanylyl cycdase, on smooth
muscle responsiveness to nitrovasodilators. Br.J.Pharmacol. 120, 681-689.

MulschA., OdzeM., KIoRS., Mollnau,H., Topfer,A., Smolenski,A., Walter,U., Stasch,J.P.,
Warnholtz,A., Hink,U., Menertz,T., Minzd,T. (2001). Effects of In Vivo Nitroglycerin
Trestment on Activity and Expresson of the Guanylyl Cyclase and cGMP-Dependent Protein
Kinase and Ther Downgream Target Vasodilator-Stimulated Phosphoprotein in - Aorta
Circulation 103, 2188-2194.

112



Minzd,T., GiadA. KurzS, StewartD.J, Harrison,D.G. (1995). Evidence for a role of
endothelin 1 and protein kinase C in nitroglycerin tolerance. Proc.Natl.Acad.Sci.U.SA 92,
5244-5248.

Nato,S., Shimizu,S., MaedaS., Wang,J, Paul,R., FaginJA. (1998). Ets1l is an ealy
regponse gene activated by ET-1 and PDGF-BB in vascula smooth muscle cdls
Am.JPhysiol 274, C472-C480.

NekgimaM., HutchinsonH.G., FujinagaM., HayashidaW., MorishitaR., Zhang,L.,
Horiuchi,M., Pratt,RE., DzauV.J. (1995). The angiotensn Il type 2 (AT2) receptor
antagonizes the growth effects of the AT1 receptor: gain-of-function sudy usng gene
transfer. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 92, 10663-10667.

NakaneM., Ara K., Saheki,S., Kuno,T., Buechler,W., Murad,F. (1990). Molecular cloning
and expresson of cDNAs coding for soluble guanylate cyclase from ra lung. JBiol.Chem.
265, 16841-16845.

NakaneM., Murad,F. (1994). Cloning of guanylyl cydase isoforms. Adv.Pharmacol. 26:7-
18., 7-18.

NakaneM., Saheki,S., Kuno,T., Ishii,K., Murad,F. (1988). Molecular cloning of a cDNA
coding for 70 kiloddton subunit of soluble guanylate cydase from ra lung. Biochem
Biophys Res.Commun. 157, 1139-1147.

Ness,SA., Markndl A., Graf,T. (1989). The v-myb oncogene product binds to and activates
the promyel ocyte-specific mim-1 gene. Cdl 59, 1115-1125.

Nio,Y., MatsubaraH., MurasawaS., Kanasaki,M., InadaM. (1995). Regulation of gene
transcription of angiotensin [ receptor subtypes in myocardid infarction. J.Clin.Invest 95, 46-
54.

OhyamaY., MiyamotoK., Saito,Y., Minamino,N., KangawaK., Matsuo,H. (1992). Cloning
and characterization of two forms of C-type natriuretic peptide receptor in rat brain. Biochem
Biophys.Res.Commun. 183, 743-749.

Olesen,S.P., Drger,J, AxesonO., Moldt,P., BanglL. NidsenKudskJE., BuseR,
Mulsch,A. (1998). Characterization of NS 2028 as a specific inhibitor of soluble guanylyl
cyclase. Br.J.Pharmacal. 123, 299-309.

OliveiraL., Miniou,P., Viegas-Pequignot,E., Rozet,JM., DollfusH., Pittler,SJ (1994).
Human retina guanylate cyclase (GUC2D) maps to chromosome 17p13.1. Genomics 22, 478-
481.

113



Pdmer,RM., FerigeA.G., MoncadaS. (1987). Nitric oxide release accounts for the
biologica activity of endothdium-derived relaxing factor. Nature 327, 524-526.

Papapetropoulos,A., MarczinN., MoraG., Milici,A.,, Murad,F., CatravasJD. (1995).
Regulation of vascular smooth muscle soluble guanylate cyclase activity, mRNA, and protein
levels by CAMP-€éevating agents. Hypertension 26, 696-704.

Papapetropoulos,A., MarczinN., SneadM.D., Cheng,C., Milici,A., CatravasJ.D. (1994).
Smooth muscle cdl responsveness to nitrovasodilators in hypertensve and normotensive
rats. Hypertenson 23, 476-484.

Parkinson,S.J.,, Jovanovic,A., Jovanovic,S., Wagner,F., TerzicA., WadmanSA. (1999).
Regulaion of nitric oxide-respondve recombinant soluble guanylyl cycdase by cdcium.
Biochemidtry 38, 6441-6448.

Pei,D.Q., Shih,CH. (1990). Transcriptiond activation and represson by cdlular DNA-
binding protein C/EBP. JVirol. 64, 1517-1522.

Pevny,L., SmonM.C.,, RobertsonE., KlenW.H., Tsa,SF., DAgai,V. OrkinSH.,
Cogantini,F. (1991). Erythroid differentistion in chimaeric mice blocked by a targeted
mutation in the gene for transcription factor GATA- 1. Nature 349, 257-260.

Pfeifer,A., Klatt,P.,, Massberg,S., Ny,L., Sausbier,M., HirnessC., Wang,G.X., KorthM.,
Aszodi,A., AnderssonK.E., Krombach,F., Mayerhofer,A., Ruth,P., Fasder,R., Hofmann,F.
(1998). Defective smooth muscle regulation in cGMP kinase I-deficient micee EMBO J. 17,
3045-3051.

Pfefer,A., Ruth,P., Dostmann,W., Sausbier,M., Klatt,P., Hofmann,F. (1999). Structure and
function of cGMP-dependent protein kinases. Rev.Physiol Biochem.Pharmacol. 135:105-49.,
105-149.

Retted, Hira,S, Yaniv,M. (1988). Condlitutive synthesis of activator protein 1 transcription
factor after vird transformation of mouse fibroblasts. Proc.Natl.Acad.Sci.U.SA 85, 3401-
3405.

Poli,V., Mancini,F.P., CorteseR. (1990). IL-6DBP, a nuclear protein involved in interleukin-
6 dgnd transduction, defines a new family of leucine zipper proteins rdated to C/EBP. Cdl
63, 643-653.

Prendergast,G.C., LaweD., Ziff EB. (1991). Asociation of Myn, the murine homolog of

max, with c-Myc dimulaes methylationsenstive DNA binding and ras cotransformation.
Cdl 65, 395-407.

114



PrinsB.A., HuRM., Nazario,B., PedramA., Frank,H.J., Weber,M.A., LevinE.R. (1994).
Prosaglandin E2 and prostacyclin inhibit the production and secretion of endothdin from
cultured endothdlid cdls. JBiol.Chem. 269, 11938-11944.

Pryzwansky,K.B., Wyatt, T.A., Lincoln,T.M. (1995). Cyclic guanosne monophosphate-
dependent protein kinase is targeted to intermediate filaments and phosphorylates vimentin in
A23187-dimulated human neutrophils. Blood 85, 222-230.

RaeymaekerslL., EggermontJA., Wuytack,F., CastedsR. (1990). Effects of cydlic
nuclectide dependent protein kinases on the endoplasmic reticulum Ca2+ pump of bovine
pulmonary artery. Cdl Cacium 11, 261-268.

RdeghEA. Trimachi,R, Revd,H. (1989). Genetic and physca mapping of the mcrA
(rdlA) and merB (rglB) loci of Escherichiacoli K-12. Genetics 122, 279-296.

Ral,T.W., Sutherland,EW. (1958). Formation of a cyclic adenine ribonuclectide by tissue
particles. J.Biol.Chem. 232, 1065-1076.

RiggsK.J., Merdl| K.T., Wilson,G., CaameK. (1991). Common factor 1 is a transcriptiona
activator which binds in the c-myc promoter, the skeleta dpha-actin promoter, and the
immunoglobulin heavy-chain enhancer. Mol.Cdll Bial. 11, 1765-1769.

RuettenH., Zabd,U., LinzW., Schmidt,H.H. (1999). Downregulation of soluble guanylyl
cyclase in young and aging spontaneoudy hypertengverats. Circ.Res. 85, 534-541.

Russvurm,M., Behrends,S., Harteneck,C., Koeding,D. (1998). Functiona properties of a
naturaly occurring isoform of soluble guanylyl cyclase. Biochem J. 335, 125-130.

RydenT.A., BeemonK. (1989). Avian rerovird long termind repests hbind
CCAAT/enhancer-binding protein. Mol.Cdll Bial. 9, 1155-1164.

Sakural,T., YanagisaswaM., TakuwaY., Miyazaki,H., KimuraS., Goto,K., Masaki,T. (1990).
Cloning of a cDNA encoding a non-isopeptide-selective subtype of the endothelin receptor.
Nature 348, 732-735.

Sambrook,J., Fritsch,E.F., ManiatisT. (1989). Molecular Cloning: A Laboratory Manud.
Cold Spring Harbor.

Schlossmann,J, AmmendolaA., Ashman,K., Zong,X., HuberA., Neubauer,G., Wang,G.X.,
Allescher,H.D., Korth,M., Wilm,M., Hofmann,F., Ruth,P. (2000). Regulaion of intracdlular
cddum by a ggndling complex of IRAG, I1P3 receptor and cGMP kinase Ibeta. Nature 404,
197-201.

115



Schmidt,H.H., Lohmann,SM., Wadter,U. (1993). The nitric oxide and cGMP sgnd
transduction system: regulation and mechanism of action. Biochim.BiophysActa 1178, 153-
175.

Schramme,A., BehrendsS,, Schmidt,K., Koeding,D., Mayer,B. (1996). Characterization of
1H-[1,2,4]oxadiazol0[4,3-gquinoxdin-1-one as a heme-gte inhibitor of nitric oxide-sengtive
guanylyl cyclase. Mal.Pharmacoal. 50, 1-5.

Schuler,L.A., Weber,JL., Gorski,J. (1983). Polymorphism near the rat prolactin gene caused
by insartion of an Alu-like dement. Nature 305, 159-160.

Schultz,G., BohmeE., MunskeK. (1969). Guanyl cyclase. Determindion of enzyme activity.
Life Sdi. 8, 1323-1332.

Schultz,G., BohmeE. (1984). Guanylate Cyclases Mehods of Enzymatic Andyss.
Wenhem: Verlag Chemie Wenheim.

Schultz,K., SchultzK., Schultz,G. (1977). Sodium nitroprusside and other smooth muscle-
relaxantsincrease cyclic GMP levelsin rat ductus deferens. Nature 265, 750-751.

Schulz,S., Wedd,B.J., MatthewsA., GarbersD.L. (1998). The cloning and expresson of a
new guanylyl cyclase orphan receptor. JBiol.Chem. 273, 1032-1037.

Sharinal.G., Krumenacker,J.S., MartinE., Murad,F. (2000). Genomic organization of aphal
and betal subunits of the mammdian soluble  guanylyl  cydase  genes
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 97, 10878-10883.

ShdtonK.D., FranklinA.J, KhoorA., BeechemJ, MagnusonM.A. (1992). Multiple

elements in the updream glucokinase promoter contribute to transcription in insulinoma cells.
Mol.Cdl Biol. 12, 4578-4589.

Shimouchi,A., JanssensS.P., Bloch,D.B., Zapol, W.M., Bloch,K.D. (1993). cAMP regulates
soluble guanylate cyclase beta 1-subunit gene expresson in RFL-6 rat fetal lung fibroblagts.
Am.JPhysol 265, L456-L.461.

ShrivagavaA., CalameK. (1994). An andyds of genes regulated by the multi-functiond
transcriptiona regulator Yin Yang-1. Nucleic Acids Res. 22, 5151-5155.

SinnaeveP., ChicheJD., NongZ., VaenneO. Van PdtN. GillijnsH., CollenD.,
Bloch,K.D., Janssens,S. (2001). Soluble guanylate cyclase dpha(l) and beta(l) gene transfer
increases NO responsveness and reduces neointima formation after balloon injury in rats via
antiproliferative and antimigratory effects. Circ.Res. 88, 103-109.

116



Smigrodzki,R., Levitt,P. (1996). The dpha 1 subunit of soluble guanylyl cyclase is expressed
prenataly in therat brain. Brain Res.Dev.Brain Res. 97, 226-234.

Sonnenburg W.K., Beavo,JA. (1994). Cydic GMP and regulaion of cydic nudeotide
hydrolysis. Adv.Pharmacol. 26:87-114., 87-114.

Stasch,J.P., Becker,E.M., Alonso-Alija,C., Apder,H., Dembowsky,K., FeurerA., Gerzer,R.,
Minuth,T., Perzborn,E., PessU., Schroder,H., Schroeder,W., Stahl,E., SteinkeW.,
Straub,A., Schramm,M. (2001). NO-independent regulatory Ste on soluble guanylate cyclase.
Nature 410, 212-215.

Soll,M., SteckdingsU.M., Paul,M., Bottari,SP., Metzger,R., Unger,T. (1995). The
angiotenan AT2-receptor mediates inhibition of cdl proliferation in coronary endothelid
cdls. JClin.Invest 95, 651-657.

Sal M., Steckdings,U.M., Paul,M., Bottari,SP., Metzger,R., Unger,T., PaguetJL.,
Baudouin-LegrosM., BrundleG., Meyer,P. (1990). Angiotensin ll-induced proliferation of
aortic myocytesin spontaneoudy hypertensive rats. JHypertens. 8, 565-572.

SoneJR., MalettaM.A. (1994). Soluble guanylate cyclase from bovine lung: activetion
with nitric oxide and carbon monoxide and spectra characterization of the ferrous and ferric
dates. Biochemistry 33, 5636-5640.

Stone, JR., MarlettaM.A. (1995). The ferrous heme of soluble guanylate cyclaser formation

of hexacoordinate complexes with carbon monoxide and nitrosomethane. Biochemistry 34,
16397-16403.

SurksH.K., Mochizuki,N., Kasa,Y., Georgescu,S.P., TangK.M., ItoM., LincolnT.M.,
Mendelsohn,M.E. (1999). Regulation of myosin phosphatase by a specific interaction with
cGMP- dependent protein kinase lalpha. Science 286, 1583-1587.

Sutcliffe .G., Milner,RJ, Bloom,F.E., Lerner,RA. (1982). Common 82-nuclectide sequence
unique to brain RNA. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 79, 4942-4946.

TakataM., Filippov,G., LiuH., IchinoseF. JanssensS. Bloch,D.B., Bloch,K.D. (2001).
Cytokines decrease SGC in pulmonary artery smooth muscle cells via NO-dependent and NO-
independent mechanisms. Am.JPhysol Lung Cdl Mol.Physol 280, L272-L278.

TamuraN., Itoh,H., OgawaY., Nakagawa,O., HaradaM., Chun,T.H., Suga,S., Yoshimasa,T.,
Nakao,K. (1996). cDNA cloning and gene expression of human type lapha cGMP-dependent
protein kinase. Hypertenson 27, 552-557.

117



TimmermansP.B., Wong,P.C., ChiuA.T., HeblinW.F., Benfidd,P., Caini,D.J, LegR.J,
Wexler,RR.,, SayeJA. SmithR.D. (1993). Angiotensn Il receptors and angiotensn |l
receptor antagonists. Pharmacol.Rev. 45, 205-251.

Topfer, A. Kontrolle der glatmuskuléren GC-Aktivitd via NO-Sengdtivitét, Ham-Redox-
Status und Proteinexpression.  (2001). Fachbereich Veterindmedizin  der  Justus-Liebig-
Universté Gief¥en. 2001. Ref Type: Thesg/Dissertation

Tonnessen, T., LundeP.K., GiadA., Sgersed,O.M., Christensen,G. (1998). Pulmonary and
cadiac expresson of preproendothein-l mMRNA ae increased in heat falure &fter
myocardid infarction in rats. Locdization of preproendothdin-l mRNA and endothdin
peptide. Cardiovasc.Res. 39, 633-643.

Tresman,R., MaraisR.,, WynneJ. (1992). Spatid flexibility in ternary complexes between
SRF and its accessory proteins. EMBO J. 11, 4631-4640.

Tsa,S.C., ManganidloV.C., Vaughan,M. (1978). Purification of guanylate cyclase from rat
liver supernatant. J.Biol.Chem. 253, 8542-8547.

Uhler,M.D. (1993). Cloning and expression of a nove cyclic GMP-dependent protein kinase
from mouse brain. J.Biol.Chem. 268, 13586-13591.

UjiieK., DrewettJ.G., YuenP.S, Sa,RA. (1993). Differentia expresson of mRNA for
guanylyl cydase-linked endothelium-derived relaxing factor receptor subunits in rat kidney.
JClinInvest 91, 730-734.

Unger,T. (2002). The role of the renin-angiotensn system in the development of cardivasular
disease. Am.J.Cardiol. 89(suppl), 3A-10A.

Unger,T., ChungO., CskosT. CulmanJ, Gdlinat,S., GohlkeP., HohleS., Meffert,S,
Stoll,M., Stroth,U., Zhu,Y .Z. (1996). Angiotensin receptors. J.Hypertens.Suppl 14, S95-103.

Unger,T., Culman,J., GohlkeP. (1998). Angiotensn |l receptor blockade and end-organ
protection: pharmacologica rationale and evidence. JHypertens.Suppl 16, S3-S9.

Vaandrager,A.B., Bot,A.G., De JongeH.R. (1997). Guanosine 3,5-cyclic monophosphate-
dependent protein kinase Il mediates heat-gtable enterotoxin-provoked chloride secretion in
rat intestine. Gastroenterology 112, 437-443.

VaccaF., Bagnato,A., Catt,K.J., TecceR. (2000). Transactivation of the epidermd growth
factor receptor in endothdin-1-induced mitogenic dgnding in human ovaian cacdnoma
cells. Cancer Res. 60, 5310-5317.

118



van deW.M., Oosterwege,M., DooijesD., CleversH. (1991). Identification and cloning of
TCF-1, a T lymphocyte-specific transcription factor containing a sequence-specific HMG
box. EMBO J. 10, 123-132.

Vollmar,A.M., Schmidt,K.N., SchulzR. (1996). Natriuretic peptide receptors on rat
thymocytes inhibition of proliferation by arid natriuretic peptide. Endocrinology 137, 1706-
1713.

Wagner,B.J.,, HayesT.E., Hoban,C.J., Cochran,B.H. (1990). The SIF binding eement confers
95/PDGF inducibility onto the c-fos promoter. EMBO J. 9, 4477-4484.

Wagner,O.F., Christ,G., WojtaJ.,, Vierhapper,H., Parzer,S., Nowotny,P.J., Schneider,B.,
Waddhaud,W., Binder,B.R. (1992). Polar secretion of endothelin-1 by cultured endothdid
cels JBiol.Chem. 267, 16066- 16068.

Wadman,SA., Murad,F. (1987). Cycic GMP synthess and function. Pharmacol.Rev. 39,
163-196.

Wang,G.R.,, ZhuY., HaushkaP.V., Lincoln,T.M., MenddsohnM.E. (1998). Mechanism of
platelet inhibition by nitric oxide in vivo phosphorylatiion of thromboxane receptor by cyclic
GMP-dependent protein kinase. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 95, 4888-4893.

Warner, T.D., Mitchdl JA., ShengH., Murad,F. (1994). Effects of cyclic GMP on smooth
muscle relaxation. Adv.Pharmacol. 26:171-94., 171-194.

Wasylyk,C., ForesP.,, GutmanA., Wasylyk,B. (1989). PEA3 is a nuclear target for
transcription activation by nornnuclear oncogenes. EMBO J. 8, 3371-3378.

Waterman,M.L., Fischer, W.H., JonesK.A. (1991). A thymus-specific member of the HMG
protein family regulates the human T cdll receptor C dpha enhancer. Genes Dev. 5, 656-669.

WhiteA.A., Aurbach,G.D. (1969). Detection of guanyl cycase in mammaian tissues.
Biochim.BiophysActa 191, 686-697.

Wilcox,JN., AugustineA., Goeddd,D.V., LoweD.G. (1991). Differentid regiond
expresson of three natriuretic peptide receptor genes within primate tissues. Mol.Cel Bial.
11, 3454-3462.

Winning,R.S., Sheal.J, MarcusSJ, Sagent,T.D. (1991). Developmenta regulation of
transcription factor AP-2 during Xenopus laevis embryogenesis. Nucleic Acids Res. 19, 3709-
3714.

119



Wright,C.E., FozardJR. (1988). Regiond vasodilation is a prominent festure of the
haemodynamic response to endothdin in anaesthetized, spontaneoudy hypertensive rats.
Eur.J.Pharmacol. 155, 201-203.

Yamamoto,M., Ko,L.J, Leonard,M.W., Beug,H., Orkin,SH., Engd,J.D. (1990). Activity and
tissue-gpecific expresson of the transcription factor NF-E1 multigene family. Genes Dev. 4,
1650-1662.

YanagissvaH., Hammer,RE., Richardson JA., EmotoN., WilliamsS.C.,, TakedaS,
Clouthier,D.E., YanagisawaM. (2000). Disruption of ECE-1 and ECE-2 reveds a role for
endothelin-converting enzyme-2 in murine cardiac development. JClinInvest 105, 1373-
1382.

YanagisawaH., YanagisaswaM., Kapur,R.P., RichardsonJA., WilliamsS.C., Clouthier,D.E.,
de Wit,D., Emoto,N., Hammer,RE. (1998). Dua genetic pathways of endothelin-mediated
intercellular d9gnding reveded by targeted disuption of endothein converting enzyme-1
gene. Development 125, 825-836.

YanagisawaM., KurihargH., KimuraS., TomobeY., Kobayashi,M., Mitsui,Y., YazakiY.,
Goto,K., Masaki,T. (1988). A novel potent vasocongtrictor peptide produced by vascular
endothdid cdls Nature 332, 411-415.

YanagisawaM., KurihargH., KimuraS., TomobeY., Kobayashi,M., Mitsui,Y., Yazaki,Y.,
Goto,K., Masaki,T., Arai,H., Hori,S., Aramori,l., Ohkubo,H., Nakanishi,S. (1990). Cloning
and expression of acDNA encoding an endothelin receptor. Nature 348, 730-732.

Yang,R.B., Fogter,D.C., GarbersD.L., FulleH.J. (1995). Two membrane forms of guanylyl
cyclase found in the eye. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 92, 602-606.

Yang,RB., FuleHJ, GabesD.L. (1996). Chromosomd locdization and genomic
organization of genes encoding guanylyl cyclase receptors expressed in olfactory sensory
neurons and retina. Genomics 31, 367-372.

Yu,F., Warburton,D., Wellington,S., Danziger,R.S. (1996). Assgnment of GUCIA2, the gene
coding for the dpha 2 subunit of soluble guanylyl cyclase, to postion 110921-g22 on human
chromosome 11. Genomics 33, 334-336.

Yu,Y.T., Bretbat,RE., SmootL.B., LeeY. Mahdavi,V., Nada-Ginard,B. (1992). Human
myocyte-specific enhancer factor 2 comprises a group of tissue-restricted MADS  box
transcription factors. Genes Dev. 6, 1783-1798.

Yuen,P.S,, Potter,L.R., GarbersD.L. (1990). A new form of guanylyl cydase is preferentidly
expressed in rat kidney. Biochemigtry 29, 10872-10878.

120



Zabd U., Weeger,M., LaM., SchmidtH.H. (1998). Human soluble guanylate cydase:
functiona expression and revised isobenzyme family. Biochem J. 335, 51-57.

Zar,JH. (1996). In: Biodaidicd andyss.Upper Saddlie River, New Jersey 07458: Prentice-
Hdl.

Zhang,L., Lemarchandd,V., Romeo,P.H., Ben David,Y., Greer,P., BerngeinA. (1993). The
Hi-1 proto-oncogene, involved in eythroleukemia and Ewing's sarcoma, encodes a
transcriptiond activator  with DNA-binding  specificities didinct from other Ets family
members. Oncogene 8, 1621-1630.

ZouM.H., Klen,T., Pasquet,JP., UllrichV. (1998). Interleukin lbeta decreases prostacyclin
gynthase activity in ra mesangid cdls via endogenous peroxynitrite formation. Biochem J.
336, 507-512.

ZouM.H., LesM., UllrichV. (1999). Sdective nitration of progacyclin synthase and
defective vasordaxation in aherosclerotic bovine coronary arteries. Am.JPathol. 154, 1359-
1365.

Zwiller,J,, Basset,P., Mandd,P. (1981). Rat bran guanylaie cycdase. Purification, amphiphilic
properties and immunologica characterization. Biochim.BiophysActa 658, 64-75.

121



VIl Zusammenfassung

Die lodiche Guanylyl Zyklase (SGC) ig das SchitissHenzym, das die Stickstoffmonoxid
(NO)-induzierte Vasodilatation Uber eine Erhthung des intrazdlulden zyklischen 3,5-
Guanosnmonophosphats  (cGMP) vermittedt. Obwohl die sGC oft ds ,Haushdts-Gen
bezeichnet wurde, dessen Aktivitét nur akut durch die verfigbare NO-Menge reguliert wird,
zagen dnige neuere Befunde, dass ene Regulation auch auf Ebene der GenExpresson
dattfindet. Z.B. wurde in zwe Ratenmodellen, der Nitrat-Toleranz (Milsch et al., 2001)
bzw. des chronischen Herzversagens (Bauersachs et al., 1999), ene zwea- bis dreifache
Induktion der SGC-Expresson beobachtet. Bel der Nitrat-Toleranz wurde zudem en Andieg
der Endothdin-1 (ET-1)-Expresson beobachtet (Minzd et al., 1995). In dieser Arbeit wurde
deshalb untersucht, ob ET-1 enen Einfluss auf die SGC-Expresson und die SGC/cGMP
vermittelte Relaxation von Rattengefal3en hat.

Um den mdglichen Einfluss von ET-1 auf die Transkription der SGC zu untersuchen sollten
die Promotoren der beiden Untereinheiten (UE) a1 und b; der Ratte kloniert werden. Dazu
wurde zuerst ene Bestimmung der Transkriptionsstarts fir beide UE durchgefiihrt. Es konnte
gezeigt werde, dass die Sequenz der bis dahin bekannten 5 Untrandatierten Region (5 UTR)
der a;-UE (Nakane et d., 1990) nicht korrekt war. Die ersten 213 bp dieser Sequenz konnten
nicht gefunden werden. Fir die b;-UE konnte der 5 UTR um 30 bp, im Vergleich zu der von
Nakane (1990) publizieten Sequenz, verléngert werden. Letztlich konnten mit Hilfe ener
PCR-Technik 2864 bp @1) und 1287 bp (1) in 5 Richtung des Transkriptionsstarts kloniert
und sequenziet werden. Beide Promotoren zeigten eine basde Aktivité, die sch mit
zunehmender Verkirzung der Bereiche in Richtung Transkriptionsstart erhthte. Die basde
Aktivitdét der beden UE-Promotoren zeigte, dass die Gene der beiden UE nicht in
Tandemorganisation, wie im Medakafisch (Mikami et al., 1999) vorliegen, sondern &hnlich
wie bel der Maus (Shaina et al., 2000) beide UE unabhdngig voneinander reguliert werden.

Beide Promotoren lief?en sich durch ene 6 diindige Stimulaion mit ET-1 [10nM] um das ca.
1,6 bis 1,9fache aktivieren. Bel Verkirzung des ai-Promotors wurde zudem festgestellt, dass
das kirzeste Fragment sch nicht mehr durch ET-1 simulieren lief3. In den 146 bp, die diesem
Kongrukt fehlten, befinden sch mogliche Bindestdlen fir die Transkriptionsfaktoren PEA3,
NF-116 und E2A.
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In kultivierten glatten Gefddmuskezedlen der Rate konnte mit Hilfe der RT-PCR gezeigt
werden, dass ET-1 (10 nM, 6 Std.) die Expresson beider UE auf mRNA-Ebene um das ca
dreifache erhoht. Zudem konnte fir die b;-UE mit Hilfe der Red-Time-PCR (TegMan™) und
fur die ET-Rezeptortypen spezifische Antagonisten gezeigt werden, dass dieser ET-1 Effekt
Uber den ET - Rezeptor vermittelt wird.

Be isometrischen Kontraktionsmessungen an Endothel-freen Rattengefdien konnte gezeigt
werden, dass ene 4 gindige Vordimulation mit 10 nM ET-1 die fir ene 50%ige Reaxation
dar Gefde ndtige Konzentration des NO-Donors Natriumnitropussuid (SNP) um ca. ene
Zehnerpotenz  verringert.  ET-1 eazeugt dso ene deutliche Sendtivierung der Gefdl3e
gegentber NO. Durch Versuche mit enem gabilem cGMP-Andogon (8-Bromo-cGMP)
konnte zudem gezeigt werden, dass nachfolgenden Elemente der NO/cGMP Sgndkette nicht
durch die ET-1 Stimulation beenfluss wurden. Auch Tele der Signdkette, die die cAMP-
induzierte Relaxation vermitteln, wurden nicht durch ET-1 beeinfluss.

Schliedich konnte in in-vitro Versuchen gezeigt werden, dass ET-1 sowohl in Endothe-
freden Ratenaorten und Koronargefdlen des Schweins, as auch in kultivierten, glatten
Rattengefd3muskelzdlen eine dgnifikante Steigerung der  spezifischen  NO-induzierten  SGC-
Aktivitéat bewirkt.

Die in dieser Arbet gezeigte Steigerung der Promotoraktivitét, der mRNA-Mengen und der
enzymatischen  Aktivitd der SGC durch ET-1 deutet auf enen biologischen
Rickkoppeungsmechanismus hin. Diesr wirde ener Uberméssgen Vasokontraktion und
den mitogenen Effekten von ET-1 bei einer Uberexpression entgegen wirken und ware somit
ein wichtiges Element der Feineingtellung der ET-1 Wirkung.
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VIl Anhang

1 Plasmid Karten

Die Uberschtskarten der bel der Untersuchung der Promotoraktivitdten verwendeten

Reportergenkonstrukte sind in den folgenden Abbildungen dargestelit.

ori

2010
2004

Sall
BamH |

SW4d late poly(A) signal
(for Juc+ reporter)
Hpa | 1902

Xbal 1742

11 ori

pGL3-Basic
Vector
(4818bp)

’1

Marl 121

Lic+

—._.\_,_,—'—""'r

Abbildung 29: Schematische Dar stellung des verwendeten Reporter gen-Plasmids.
Die Karte wurde dem Promega Manual Nr.: 033 entnommen.

Kpnl  Sacl MIIuI SaIII
|

ICTAGTACGAGAGAAAAGGTTTTTGIT. .
--------- R e EEr SR
IGATCATGCTCTCTTTTCCAAAAACAA. .

Adaptorsequenz

Alph

Hindll1
|

... CAAGGCGAAGGAGCATGCAGT GCTCAGAT(
oo e oo

(GGCATTCCGGTACTGT TGGTAAAGCCACC
booeeo oo oo R

... GTTCCGCTTCCTCGTACGT CACGAGT CTAG

CCGTAAGGCCATGACAACCATTTCGGTGG

GWK3a,Intern

MCS pGL3 Basic Vektor
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Abbildung 30: Ubersicht der Vektor Insert Uber giange des Alpha 200 K onstr ukts.

Das Amplifikat des GenomeWalker™ Experiments (vgl. Kapitel 1V2.1), kloniert in pBluescript®ll SK*, wurde
mit Mlul und Hindl I ausgeschnitten und in einen mit Mlul und Hindl Il getffneten Vektor gebracht

Kpnl Salcl MIIuI SaIII Slmal
1

GG ACCGAGCT CTTACGCGT GGT CGACGBCCCGGGCTGGTATTTCTAGT GACCACAAAATTACCTTCGAA, . .

--------- T 1 T T T g S

CCATGGCT CGAGAATIGCGCACCAGCT GCCGEECCCGACCATAAAGATCACTGGTGT TTTAATGGAACCTT. . .
MCS Adaptorsequenz A| h 3 5 O

Hind1ll
|

. . CAAGGCGAAGGAGCAT GCAGT GCTCAGATGAAGCT TIGGCAT TCCGGT ACTGT TGGTAAAGCCACC
I R o e RSP e P o -

.. GTTCCGCTTCCTCGTACGT CACGAGT CTAGT TCGAACCGT AAGGCCATGACAACCATTTCGGT GG

GWK3 a, Intern .
MCS pGL3 Basic Vektor Luziferasegen

Abbildung 31: Ubersicht der Vektor Insert Uber géange des Alpha 350 K onstr ukts.
Das Amplifikat des GenomeWalker™ Experiments (vgl. Kapitel 1V2.1), kloniert in pBluescript®ll SK*, wurde
mit Mlul und Hindl I ausgeschnitten und in einen mit Mlul und Hindl Il getffneten Vektor gebracht.

K;IJnI Sai\cl I\Illlul Nhell Slmal )ihol IBgIII a, 1 kb distal
GGTACCGAGCTCT TACGOGT GCTAGCCCGGGCT CGAGAT CTICCT TCTGGRGT CTTATGT TCATGSTCTGAGGATAGATTAT. . .
--------- T )

(CCATGGCT CGAGAAT GOGCAGCAT CGEGCC0GGAGT CTAGAGGAAGACCCAGAAT ACAAGT ACCAGACT CCTATCTAATA. . .

e Alpha 1100

HindlIl
|

.. . CAAGGCGAAGGAGCAT GCAGT GCTCAGAAGCT TGGCAT TCCGGT ACT GT TGGTAAAGCCACC
U SRR R E R, R e e o +-
.. GTTCCGCTTCCTCGTACGT CACGAGT GTTCGAAUICGT AAGGCCAT GACAACCATTTCGGT GG

a, 3kb proximal
MCS  pGL3 Basic Vektor Luziferasegen

Abbildung 32: Ubersicht der Vektor Insert Ubergange des Alpha 1100 K onstr ukts.

Der Klon pBluescript®ll SK* mit dem 3 kb a; Promotorfragment (vgl. Kapitel 1V2.1) diente als Matrize fir eine
PCR mit den modifizierten Primern a; 1,1 kb distal (mit Bglll Schnittstelle) und a; 3 kb proxima (mit HindllI
Schnittstelle) als Matrize. Das Amplifikat wurde mit Bglll und und Hindlll verdaut und in den mit diesen
Enzymen gedffneten Vektor pGL3-Basic gebracht.

125



Kpnl el

1 a, 2,5kb Intern
GGIACCGAGCTA CTTCATCTGCATCCTCTCIH(IITTTCACTC
————————— +- - pBSK Shis EcoRV (60 bp) R R SRR
CCATGGCTCGAG GAAGWAEACGTAGEAGACEAGEEAAAGWGAG

Alpha 3000

HlindIII

.. CAAGGCGAAGGAGCATGCAGT GCTCAGTATCA

T e T tommmm - - - -+
.. GI'TCCC-;CTTCCTCGTACGTCACGAGTCATAG‘I‘
GWK3 a, Intern pBSKS'

MCS pGL3 Basic Vektor ~ Luziferasegen

IAGCT TGGCATTCCGGTACTGT TGGTAAAGCCA!
-------- e
ITCGAACCGT AAGGCCATGACAACCATTTCGGT

Abbildung 33: Ubersicht der Vektor Insert Ubergange des Alpha 3000 K onstr ukts.
Es wurde genomische DNA der Ratte als Matrize verwendet und mit denPrimerpaaren a; 2,5 Intern/Extern (5

Ende) und a; GWKS3 Intern/Extern (3' Ende) eine nested PCR ausgefiihrt. Das Amplifikat wurde in
pBluescript®ll SK* (EcoRV gedffnet) kloniert und Gber Sacl und Hindlll in den pGL3-Basic gebracht.

I|<pr1 ISacl :vllul l\llhel EcoRlI
GGTACCGAGCTCTTACGCGTGCT

TTCCCTCCTCTGTCTCTGATTGGT TAAGATAAGGGAAGAAACA
--------- e
CCATGGCT CGAGAAT GCGCACCAGCT TAAGGGAGGAGACAGAGACTAACCAATTCTATTCCCTTCT TTGT

Mes Beta 164

I-:indll

IGGCATTCCGGTACTGT TGGTAAAGCCA!
--------- oo
[CCGTAAGGCCATGACAACCATTTCGGT

Beta/Hindll| _ _
MCS pGL3 Basic Vektor L uziferasegen

Abbildung 34: Ubersicht der Vektor Insert Ubergénge des Beta 164 K onstrukts.
pGL 3 Beta312 wurde mit ECORI und Nhel geschnitten und nach einer Auffill-Reaktion relegiert
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Il(pnl ISa[:l Il\/IIuI ll\lhel Sl]nal IXh()l Beta341/Xhol

GGTA@GA&TGTAO@@GCTA@O@GGGCTOGACGCGCTCGCAGGCA@ATGA@ATMO@CGT@
--------- T
OCATGGCTOGAGAATGCGCACGATWGCTCCGOGAGCGTOCGTCTTACTGTTATTGGGGCAGG

Mes Beta 312

Hlindlll

. . GCCTGGAGGCTGCCTCCCAGGCTTAAGCT TGGCATTCCGGTACT GT TGGT AAAGCCA
i mmm oo oo +HEEE - - - oo oo EoR——
. . CGGACCT CCGACGGAGGGT CCGAGT TCGAACCGT AAGGCCAT GACAACCATTTCGGT!

Beta/Hindll1 . .
MCS pGL 3 Basic Vektor Luziferasegen

Abbildung 35: Ubersicht der Vektor Insert Uber génge des Beta 312 K onstrukts.

pGL3 Betal200 diente als Matrize fir PCR mit den Primern Beta312/Xhol (5 Ende) und Beta/Hindlll (3
Ende). Das Amplifikat wurde in pBluescript®ll SK* (EcoRV geschnitten) kloniert und tiber Xhol und Hindlll in
den Vektor pGL3-Basic gebracht.

Kpnl Sacl MIuI NheI Smal Xhol

Beta 593/Xhol
GGTA(‘I:GA(I:TCTTA(II:GTEBCZTAG(I:CCISGCTCGACCTGTGATGACACAGTTGCTAAACCTCTTATATATTACAGA. ..
------------------------------------ T T T L L L T T

CCATGGCT CGAGAATGCGCACGATCCI—I(—?CCCIEAGCT (GACACTACTGTGTCAACGATTTGGAGAATATATAATGICT. . .

Mes Beta 564

HIindIII

.. GCCTGGAGGCT GCCTCCCAGCCTHAAGCT TIGECATTCCGGTACT GT TGGT AAAGCCA!
R S B B R E o e o

. . . CCGACCT CCGACGGAGGEGT CCGAGT TCGAACCGT AAGGCCAT GACAACCATTTCGGT

Beta/HindI! _ )
MCS pGL3 Basic Vektor Luziferasegen

Abbildung 36: Ubersicht der Vektor Insert Uber génge des Beta 564 K onstrukts.

pGL3 Betal200 diente as Matrize fur PCR mit den Primern Beta564/Xhol (5 Ende) und Beta/Hindlll (3
Ende). Das Amplifikat wurde in pBluescript®ll SK* (EcoRV geschnitten) kloniert und tiber Xhol und Hindlll in
den pGL3-Basic gebracht.
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Kpnl Sblcl Mlul Sall Smal

l | | |
GG ACCGAGCTCTTACGCGT GGT GACGGCCCGRGCT GGTACT TACAGGAGCAGGGATGACTAG. .
--------- i
(CCATGGCT CGAGAATIGOGCACCAGCT GOCBGGCCCGACTAGAAT GTCCTCGTCOCTACT GATC. |
MCS Adaptorsequenz B ¢ 1 2 O O
Hli ndill
.. TCCG\GGA&GGACACCETACGGTTTTGTGAATATCAAGCTTGGOATTCCGGTACTGTTGGT
B e, R Foemm -
.. AGGCCCTCGCCTGT%TAOATGCCAAAAOACTTATAGTTCGAACCGTAAGGCCATGACAACCATT
pBSKS®

MCS pGL 3 Basic Vektor Luziferasegen

Abbildung 37: Ubersicht der Vektor Insert Uber génge des Beta 1200 K onstrukts.
Das Insert wurde aus dem pBluescript®ll SK* (vgl. Kapitel 1V2.3) mit Mlul und Hindlll ausgeschnitten und in

den pGL3-Basic, goffnet mit Mlul und Hindlll kloniert. Es verblieb das Startcodon und ein 4 bp grof3es Stuick
pBluescript®ll SK* vor dem 3’ Beginn des pGL3-Basic Vektors.
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4  Abklrzungen

A Adenin

Abb. Abbildung

ACE Angiotensin konvertierendes Enzym (Angiotensin converting ezyme)
Ang Angiotensin

AT Angiotensinll Rezeptor

B Cytosin, Guanin oder Thymin

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumabumin, Rinderserumalbumin
C Cytosn

CAMP Zyklisches 3',5' -Adenosinmonophosphat
cDNA Komplement&re Desoxyribonukleinséure
cGMP Zyklisches 3,5’ -Guanos nmonophosphat

D Adenin, Guanin oder Thymin

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’'s Minimd Essentia Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat; umfaldt dATP, dCTP, dGTP und dTTP
DTT 14-Dithicothreitol

ECE Endothelin konvertierendes Enzym (Endothelin converting enzyme)
ET Endothdin

FKS Fotales K berserum

g Erdbeschleunigung (gravity)

G Guanin

GTP Guanosintriphophat

°C Grad Celsius

h Stunde

H Adenin, Cytosin oder Thymin

Ig Immunglobulin

K Guanin oder Thymin (Keto)

kb Kilobase

kDa Kilo ddton

U Mikro

M Molar

M Adenin oder Cytosin (Amino)

min Minuten

MRNA Boten Ribonukleinsaure (messenger RNA)
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MW

nm
NO

PBS
PCR
PMSF

RLU
RNA
RPM

RT
RT-PCR

S.a
S.0.

SDS
SEM
sGC

Sd
TBS
UE

UTR

viv

vgl.
Vol

wiv
wi/w

xg

Molekulargewicht

Nano

Adenin, Cytosn, Guanin oder Thymin
Nanometer

Stickstoffmonoxid

Pico

Phosphate Buffered Saline

Polymerase K etten Reaktion
Phenylmethylsulfomylfluorid

Guanin oder Adenin (Purine)

Relative Licht Einheiten (Relativ Light Unit)
Ribonukleinsiure

Rotationen pro Minute

Raumtemperatur

Reverse Transkription Polymerase K etten Reaktion
dehe

Guanin oder Cytosin (Strong)

siehe auch

siehe oben

Standardabwei chung

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Standardfehler des Mittelwerts

Lodiche Guanylyl Zyklase

sogenannt

Stunde

Thymin

Tris gepufferte Salzlosung (Tris buffered saline)
Enzymeinheit

Untereinheit

nicht tranlatierte Region (untranslated region)
Volt

Adenin, Cytosin oder Guanin
VolumenVolumenVerhdtnis

vergleiche

Volumen

Adenin oder Thymin (Week)
Gewichts-Volumen-Verhdtnis (weight/volume)
Gewichts-Gewichts-Verhdltnis

Vidfaches der Erdbeschleunigung

Thymin oder Cytosin (Pyrimidine)
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