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VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABK URZUNGEN

AK
ANP
BAY 41-2272

Bluo-gal
BNP
bp
cAMP
cDNA
cGK
cGMP
CNP
CO
DEA/NO
DMSO
DNA
dNTP
DTT
E. coli
ECs
EDRF
EDTA
eNOS
EtOH
FPLC
g

GTP
HEK
IBMX
ICso
INOS
IPTG
KLH
K

Antikorper

atriales natriuretisches Peptid
5-Cyclopropyl-2-[1-(2-fluoro-benzyl)-1H-pyrazol o] 3,4-b] pyridin-3-yl] -
pyrimidin-4-ylamine

5-Bromo-3-indolyl-B-D-gal aktopyranosid

natriuretisches Peptid Typ B

DNA-Basenpaar

zyklisches Adenosin-3',5’'-monophosphat

komplementére Desoxyribonukleinsiure

cGM P-abhangige Proteinkinase

zyklisches Guanosin-3',5’'-monophosphat

natriuretisches Peptid Typ C

K ohlenmonoxid

1,1-Diethyl-2-hydroxy-2-nitroso-hydrazin

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Desoxynukleosid-5’ -triphosphat

Dithiothreitol

Escherichia coli

halbmaximale Effektorkonzentration

endothdialer relaxierender Faktor (endothelium derived relaxing factor)
Ethylendiamintetraessigsiure

endotheliale NO-Synthase

Ethanol

Flissigkeitschromatographie (fast performance liquid chromatography)
Erdbeschleunigung

Guanosin-5’ -triphosphat

humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney)
3-1sobutyl-1-methylxanthin

halbmaximale inhibitorische K onzentration

induzierbare NO-Synthase

| sopropyl-B-D-T hiogal aktopyranosid

Protein der Napfschnecke (keyhole limpet hemocyanin)
Michealis-Menten-K onstante



Luria Bertoni

Infektionshaufigkeit (multiplicity of infection)
Boten-Ribonukleinsdure

Natriumhydroxid

neuronale NO-Synthase

Stickstoffmonoxid

NO-Synthase

1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a-]-quinoxalin-1-on

Phosphor 32

Polymerase K etten-Reaktion (polymerase chain reaction)
Phosphodiesterase

Protoporphyrin IX

schndlle Amplifikation von cDNA-Enden (rapid amplification of cDNA-ends)
Ribonuklensaure

Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate)

mittlerer Fehler des Mittelwertes (standard error of means)
Spodoptera frugiperda

Tris-gepufferte Losung mit EDTA

Tris-gepufferte Salz-Tween-L 6sung (Tris-buffered-saline-tween)
Viruskonzentration, die 50 % der ZdIkultur infiziert
Triethanolamin

N,N,N’,N’-tetramethyldiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-Ribonukleinsdure
Polyoxyethylensorbitanmonol aurat

Unit (Enzymeinheit)

maximale katalytische Rate eines Enzyms
3-[5'-Hydroxymethyl-2' -furyl]-1-benzylindazol
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1. Einleitung

Die Entdeckung des NO/cGMP-Signalweges begann 1963, als kurze Zeit nach dem Nachwels
von cAMP als intrazdluldrem Botenstoff (Sutherland und Rall 1957) auch das verwandte Molekuil
CGMP erstmals im Urin und spéter in viden Geweben identifiziert werden konnte (Ashman et al.
1963, Goldberg et al. 1973). Die cGMP-bildenden Enzyme, die Guanylyl-Cyclasen, wurden daraufhin
in mehreren Zdlpréparationen gefunden (Hardman und Sutherland 1969). Eine membranstandige und
eine lasliche Form, die sich in ihren kinetischen und physikalischen Eigenschaften unterschieden,
konnten identifiziert werden (Chrisman et al. 1975, Kimura und Murad 1975). 1977 konnte gezeigt
werden, dass die l6sliche Guanylyl-Cyclase durch Glyceroltrinitrat und andere NO-freisetzende
Substanzen aktiviert wird (Katsuki et al. 1977, Miki e al. 1977, Arnold & al. 1977, Schultz und
Schultz 1977). Diese Enzymaktivierung durch NO wurde als en nicht-physiologisches Phénomen
aufgefaldt, da zu diesem Zetpunkt NO in biologischen Systemen unbekannt war. 1980 zeigten
Furchgott und Mitarbeiter die Existenz einer vom Endothel produzierten Substanz, die erforderlich
war, um die Relaxation von Blutgefdl3en zu vermitteln (Furchgott und Zawadzki 1980). Sie
bezeichneten diese Substanz als "endothdium derived relaxing factor” (EDRF). 1986 schlugen
Ignarro und Moncada unabhéngig vonenander vor, dass EDRF mit NO identisch ist (Ignarro et al.
1987, Palmer et al. 1987, Moncada et al. 1988). Kurz darauf konnte gezeigt werden, dass ein |6sliches
Enzym in Makrophagen NO aus der Aminosdure L-Arginin bildete. Es wurde spéter gereinigt und als
NO-Synthase bezeichnet (Hibbs et al. 1988, Marletta 1988, Heve et al. 1991). Damit waren die
beiden wesentlichen Komponenten des NO/cGM P-Signalweges identifiziert: NO-produzierende NO-
Synthasen und die cGM P-bildende |1 6sliche Guanylyl-Cyclase.

1.1. Familie der Nukleotid-Cyclasen
Die lésliche Guanylyl-Cyclase bildet gemeinsam mit der membranstéandigen Guanylyl-Cyclase
und der Adenylyl-Cyclase die Superfamilie der Nukleotid-Cyclasen (Hurley 1998). Gemeinsam ist
den drel Enzymfamilien das evolutiondr konservierte katalytische Zentrum, das von zwe
Polypeptidabschnitten aufgebaut wird (Abb. 1). Dieses katalytische Zentrum wird bel der Familie der
Adenylyl-Cyclasen von zwe enander homologen cytosolischen Schleifen einer Polypeptidkette
gebildet. Demgegeniiber liegen die entsprechenden beiden katalytischen Abschnitte der Guanylyl-
Cyclase auf verschiedenen Polypeptidketten. Im Falle der homodimeren membransténdigen
Guanylyl-Cyclasen sind diese identisch, im Falle der heterodimeren 16slichen Guanylyl-Cyclase sind
diese unterschiedlich, aber homolog (Abb. 1). Die Adenylyl-Cyclasen sind Effektoren von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren. Neun verschiedene, funktiondl unterschiedliche Isoformen des Enzyms sind
beschrieben (Hurley 1998). Durch die Untersuchung der Adenylyl-Cyclase konnte die Struktur des
katalytischen Zentrums der Nukleotid-Cyclasen aufgeklart werden (Zhang et al. 1997, Tesmer e al.
1997). Diese Strukturaufkldrung erlaubt auch Voraussagen zur ré&umlichen Anordnung der
1



Polypeptidketten innerhalb des katalytischen Zentrums der Guanylyl-Cyclasen (Liu et al. 1997). Die
membranstandigen Guanylyl-Cyclasen gehtren zur Gruppe der rezeptorgekoppeten Enzyme. Bisher
konnten beim Menschen sieben Isoformen, A-G, kloniert werden (Wedd und Garbers 2001). Sie
liegen im Gegensatz zu den léslichen Guanylyl-Cyclasen physiologisch als Homodimer oder
Homooligomer vor (Wilson und Chinkers 1995). Als gemeinsames Merkmal besitzen sie ene
eénzelne, membrandurchspannende o-Helix, die die aminoterminale, extrazdlulére Liganden-
Bindungsdoméne von dem, im Intrazdlularraum gelegenen carboxyterminalen Abschnitt trennt
(Drewett und Garbers 1994). Dieser Abschnitt wird in ene Proteinkinase-&hnliche Doméne und eine

weiter carboxyterminal gelegene katalytische Doméane unterteilt.

Adenylyl-Cyclase

membranstédndige Guanylyl-Cyclase

[Fe!
B o
NO-sensitive Guanylyl-Cyclase

Abbildung 1: Schematische Abbildung der Nukleotid-Cyclase-Superfamilie: Adenylyl-Cyclase, membranstandige
und l6sliche Guanylyl-Cyclase. Transmembrandoménen sind violett dargestellt. Die Bereiche der, bei den Nukleotid-
Cyclasen konservierten katalytischen Regionen sind gelb und orange dargestellt. Aminoterminale Doménen der 16slichen
Guanylyl-Cyclase sind fir die o-Untereinheit blau und fur die B-Untereinheit blau/rot dargestellt (Abbildung modifiziert
nach Denninger und Marletta 1999).

Die Aktivierung dar membranstéandigen Guanylyl-Cyclasen erfolgt Uber die Bindung von
Peptidhormonen an die extrazelluldre Rezeptor-Bindungsdoméne (Drewett und Garbers 1994). Bisher
konnten vier Peptidhormone der membranstandigen Guanylyl-Cyclasen identifiziert werden (Drewett
und Garbers 1994, Wedd und Garbers 2001). Das atriale natriuretische Peptid (ANP) und das diesem
verwandte natriuretische Peptid Typ B (BNP) aktivieren in physiologischen Konzentrationen die
Guanylyl-Cyclase A, die Uber vidfdltige Mechanismen ene Rolle be der Regulation des
systemischen Blutdruckes spidlt (Drewett und Garbers 1994). Das natriuretische Peptid Typ C (CNP)
gilt as physiologischer Aktivator der Guanylyl-Cyclase B (Drewett und Garbers 1994). Es hat wie
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ANP und BNP Effekte auf den systemischen Blutdruck, ist aber auch an der Proliferation von Zelen
und der Differenzierung von verschiedenen Geweben beteiligt (Yasoda et al. 1998, Lee 2000). Die
Guanylyl-Cyclase C stellt den Rezeptor fir das Peptid Guanylin dar. Sie wird vor alem im
Intestinaltrakt exprimiert und spielt dort eine Rolle bel der Wasser- und Chloridionenexkretion in das
Darmlumen (Drewett und Garbers 1994). Fir die weteren Isoformen der membransténdigen
Guanylyl-Cyclasen konnten bisher keine aktivierenden Peptidhormone identifiziert werden (Wedd
und Garbers 2001). Die membranstdndigen Guanylyl-Cyclasen unterscheiden sich im
Aktivierungsmechanismus von den I6slichen Guanylyl-Cyclasen, weisen aber einen dhnlichen Aufbau
des homol ogen katalytischen Bereiches auf (Denninger und Marletta 1999).

1.2. NO-Synthasen

NO wird im Korper durch die NO-Synthasen (NOS) gebildet. Diese katalysieren die Reaktion
der Aminosaure L-Arginin mit molekularem Sauerstoff zu NO und L-Citrullin. Drel Isoformen sind
bekannt (Andrew und Mayer 1999). Von diesen werden zwei konstitutiv im Endothe (eNOS) und in
Neuronen (NNOS) exprimiert. Sie werden vornehmlich durch eine Erhéhung der intrazelluldren Ca?'-
Konzentration mit ener daraus resultierenden Bindung eines Ca®*/Calmodulin-Komplexes aktiviert
(Cho et al. 1992, Kone 2000). Die dritte Isoform (iNOS) liegt nicht konstitutiv vor. Ihre Expression
wird besonders in Zdlen des Immunsystems durch bakterielle Endotoxine oder inflammatorische
Zytokine induziert (Hecker et al. 1999). Sie liegt an Calmodulin gebunden vor und bildet unabhéngig
vom intrazelluldren Ca**-Spiegel groRe Mengen an NO (Cho et al. 1992). Dieses freigesetzte NO
wirkt im Rahmen ener Immunantwort cGM P-unabhangig Uber eine Nitrosylierung von Proteinen und
oxidativen Stress cytotoxisch (Briine et al. 1996, Liaudet et al. 2000).

1.3. L 6sliche Guanylyl-Cyclasen

1.3.1. Untereinheiten der [6slichen Guanylyl-Cyclasen

Be der Adenylyl-Cyclase und der membranstandigen Guanylyl-Cyclase wird eine Isoform
durch ein Gen definiert. Diese einfache Beziehung gilt nicht fir die 16sliche Guanylyl-Cyclase, da sie
aus zwe unterschiedlichen Untereinheiten aufgebaut wird, die durch unterschiedliche Gene kodiert
werden. Die Klonierung von Untereinheiten der |6slichen Guanylyl-Cyclase gelang nach Reinigung
des Enzyms aus Rinderlunge (Koesling et al. 1988, Koesling et al. 1990) bzw. Rattenlunge (Nakane et
al. 1988, Nakane et al. 1990). Durch Koexpression der klonierten cDNAS der Untereinheiten des
Rinder- bzw. Rattenlungenenzyms (oi; und ;) wurde in vitro NO-stimulierbare Enzymaktivitét
erhalten (Harteneck et al. 1990, Buechler et al. 1991). Zwe weitere cDNAS fir potentielle Guanylyl-
Cyclase-Untereinhaeiten wurden durch molekularbiologische Techniken identifiziert. Mit Hilfe
degenerierter Oligonukleotide in der Polymerasekettenreaktion und durch das Durchsuchen von
Gendatenbanken konnte eine cDNA aus humanem fetalen Hirngewebe kloniert werden, die die grofite
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Homologie mit der oy-Untereinheit aufwies und deshalb mit o, bezeichnet wurde (Harteneck et al.
1991). Eine weitere Untereinheit konnte aus Nierengewebe der Ratte kloniert werden und wurde
wegen der groReren Ahnlichkeit zur Bi-Untereinheit mit B, bezeichnet (Yuen e al. 1990).
Koexpressionsexperimente der beiden neuen cDNAs ergaben NO-stimulierbare Enzymaktivitat fir
die Kombination o,/f; (Harteneck et al. 1991). Der potentidle Dimerisierungspartner der -
Untereinheit ist noch nicht identifiziert worden (Abb. 2). Sowohl die oy-Untereinheit (Ujiie et al.
1993) als auch die ap-Unterenheit (Pilz et al. 1994) wurden als mdgliche Dimerisierungspartner
vorgeschlagen. Fur die [6sliche Guanylyl-Cyclase als Heterodimer einer o- und ener B-Untereinheit
ergeben sich grundsétzlich vier verschiedene denkbare heterodimere Isoformen, namlich ou/Bi1, o/,
/B2 bzw. o,/B,. Koexpression der cDNA der B,-Untereinheit mit allen bekannten cDNAs der
anderen Untereinheiten fuhrte allerdings nicht zu messbarer Enzymaktivitét. Ergebnisse, nach denen
die Koexpression der oy- mit der B-Untereinheit in vitro zu katalytischer Aktivitét fuhrt, sind stark
umstritten (Yuen et a. 1990, Gupta et al. 1997, Denninger und Marletta 1999, Koesling und Friebe
1999). Aus den Koexpressionsexperimenten lasst sich neben der Existenz der oy/B;-Isoform die
wahrscheinliche Bildung eines heterodimeren o,/B;-Enzymkomplexes in vivo ableiten (Abb. 2).
Tatsachlich konnte die heterodimere o,/f31-Enzymisoform durch Immunpréazipitation und |mmunoblot
an Cytosol aus menschlicher Placenta nachgewiesen werden (Russwurm et al. 1998). Ein Vergleich
der heterodimeren o,/B;-Enzymisoform mit der klassischen o,/B;-Isoform im Baculovirus/Sf9-
Expressionssysten  zeigte weitgehende Ubereintimmung in  den pharmakologischen  und
biochemischen Eigenschaften und identische Absorptionseigenschaften der  prosthetischen
Hamgruppe (Russwurm et al. 1998).

Kirzlich konnte eine sogenannte Bs-Untereinheit bel dem Insekt Manduca sexta identifiziert
werden (Nighorn et al. 1999). Fur diese Untereinheit konnte in Abwesenheit einer weiteren
Untereinheit enzymatische Aktivitdt nachgewiesen werden. Ein Aminosaurevergleich zwischen der
Bo-Untereinheit der Ratte und der Bs-Untereinheit aus Manduca sexta wies in der katalytischen
Doméne ene hohe Homologie auf (56 %). Aufgrund der hohen Homologie zwischen der -
Untereinheit der Ratte und der Bs-Untereinheit aus Manduca sexta stdllt sich die Frage, ob die .-
Untereinheit der Ratte moglicherwe se auch einen homodimeren Enzymkomplex bildet (Abb. 2).

De heterodimere o,/Bi-Enzymkomplex bildet das am waeitesten im menschlichen Korper
verbreitete Enzym (Budworth et al. 1999). Auch die op-Untereinheit konnte beim Menschen auf
MRNA-Ebene in viden Geweben nachgewiesen werden und scheint ein dhnlich ubiquitéres
Verteilungsmuster wie die og-Untereinheit aufzuweisen (Behrends et al. 1995, Hobbs 2000). Im
Gegensatz  dazu zeigt die PB-Unterenheit en sehr vid spezifischeres, und zum  Tell
entwicklungsabhéngiges Expressionsmuster (Behrends et al. 2001). Die hdchsten Expressionsspiege
finden sich im Nierengewebe von geschlechtsreifen Ratten (Yuen et al. 1990, Behrends et al. 2001).
Eine weitgehend spezifische Expression in der Niere konnte auch fir die humane B,-Untereinheit
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gezeigt werden (Behrends und Vehse 2000). Darlber hinaus zeigte sich eine tumorspezifische
Expression der humanen B,-Unterenheit in Adenokarzinomen des Magens (Behrends und Vehse
2000) und eine geringgradige Expression am menschlichen Herzen (Behrends et al. 1999).

Die Gene der Untereinheten der klassichen heterodimeren oy/B;-Isoform der [6slichen
Guanylyl-Cyclase lokalisieren nach Ergebnissen einer franzosischen Arbeitsgruppe beim Menschen
auf dem Chromosom 4 in der Region g31.3-g33 (Giuili et al. 1993). Das Gen der o,-Untereinheit
konnte auf dem humanen Chromosom 11 (g21-g22) lokalisiert werden (Yu et al. 1996). Das Gen der
Bo-Untereinheit konnte auf dem humanen Chromosom 13 in der Bande g14.3 lokalisiert werden
(Behrends et al. 1999).

NO /YC-1 NO /YC-1 ?

GTP cGMP GTP cGMP

Abbildung 2 Schematische Abbildung von mdglichen Guanylyl-Cyclase-Isoformen. Das natirliche Vorkommen der ou/B1-
und der o./B1-1soform wurde durch Immunprézi pitati onsexperi mente nachgewiesen (Koesling 1999, Russwurm et a. 1998).
Fur beide heterodimeren Enzymkomplexe konnte NO- und Y C-1-Sensitivitat nachgewiesen werden. Fir die f-Untereinheit
war unklar, in welcher Form diese am Aufbau von Guanylyl-Cyclase-Isoformen beteiligt ist und ob ein solcher
Enzymkomplex NO- bzw. Y C-1-sensitive Guanylyl-Cyclase-Aktivitét aufweist und eine prosthetische Hamgruppe besitzt.
Die katalytischen Regionen sind gelb bzw. orange dargestellt. Aminoterminale Doméanen der 16slichen Guanylyl-Cyclase
sind fir die a-Untereinheiten blau und fur die B-Untereinheiten blau/rot dargestellt (nach Denninger und Marletta 1999).

1.3.2. Aufbau der Untereinheiten der 16slichen Guanylyl-Cyclasen

Die vier be Sdugetieren bekannten Untereinheiten sind nach demsdben Grundprinzip
aufgebaut. Dre  Domédnen werden innerhalb der Polypeptidkette unterschieden: ene
carboxyterminale, katalytische Doméne, eine Dimerisierungsdoméne und eine aminoterminale Ham-
Bindungsdoméne (Wedd et al. 1995). Wedd und Mitarbeiter konnten erstmals zeigen, dass die
aleinige Expression der carboxyterminalen Bereiche der oy- und der ;-Untereinhet fir basale
Enzymaktivitat ausreicht (Wedd et al. 1995). Dadurch konnten die katalytischen Doménen erstmals
im carboxyterminalen Bereich lokalisiert werden. Die Untereinheiten weisen in diesem Bereich grolie
Ahnlichkeit mit den membranstdndigen Guanylyl-Cyclasen und den katalytischen Domanen der
Adenylyl-Cyclasen auf (Liu et al. 1997). Dies weist neben der dhnlichen enzymatischen Reaktion
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dieser Nukleotid-Cyclasen auf ihre Entwicklung aus einem gemeinsamen evolutiondren Vorganger
hin (Denninger und Marletta 1999). Die starke Homologie der katalytischen Doménen ermoglicht,
Beobachtungen bel den membransténdigen Guanylyl-Cyclasen und den Adenylyl-Cyclasen auf die
loslichen Guanylyl-Cyclasen zu Ubertragen oder aber spezifische Unterschiede zwischen den
Enzymen zu identifizieren (Liu et al. 1997, Hurley 1998). Wie bel den Adenylyl-Cyclasen und den
membranstandigen Guanylyl-Cyclasen sind bei den l6slichen Guanylyl-Cyclasen mindestens zwel
katalytische Doménen fur enzymatische Aktivitat erforderlich (Liu et al. 1997). Dabe ist be den
bekannten l6slichen Guanylyl-Cyclasen im Gegensatz zu der homodimeren, membransténdigen
Enzymform die Bildung eines Heterodimers notwendig (Harteneck et al. 1990, Buechler et al. 1991).
Die loslichen Guanylyl-Cyclasen gleichen darin den Adenylyl-Cyclasen, die zwel dhnliche, aber nicht
identische katalytische Doménen auf ihrer Polypeptidkette besitzen (Hurley 1998). Der genaue
Aminosdureabschnitt, der fir die Dimerisierung der 16slichen Guanylyl-Cyclasen verantwortlich ist,
ist nicht bekannt. Allerdings dimerisieren aminoterminal verklrzte Untereinheiten, so dass die
potentielle Lokalisation der Dimerisierungsdoméne auf 80 Aminosauren direkt vor der katalytischen
Doméane eingeschrankt werden konnte (Wedd et al. 1995). Fir die membranstandigen Guanylyl-
Cyclasen konnte gezeigt werden, dass ein Bereich von 43 Aminosauren vor der katalytischen Doméne
essentiell fur die Dimerisierung der Untereinheiten ist (Wilson und Chinkers 1995). Aufgrund der
Sequenzhomologie ist es wahrscheinlich, dass die analogen Regionen der Untereinheiten der 16slichen
Guanylyl-Cyclase die Dimerisierung vermitteln. Fir die aminoterminale Doméne der [3;-Untereinheit
konnte gezeigt werden, dass diese essentiell fir die Bindung ener prosthetischen Hamgruppe ist
(Zhao et a. 1998, Zhao und Marletta 1999). Die B,-Untereinheit weist als Besonderheit eine
Konsensussequenz fir eine potentidle posttrandlationale Fettsduremodifikation auf (CVVL). Eine

Isoprenylierung der 3,-Untereinheit konnte bisher aber nicht gezeigt werden.

1.3.3. Aktivierung der 16slichen Guanylyl-Cyclasen

Die Arbeten zu den pharmakologischen Eigenschaften und zum Aktivierungsmechanismus des
Enzyms durch NO haben sich bisher hauptsachlich auf den aus Rinderlunge isolierten, heterodimeren
0u/B1-Enzymkomplex konzentriert. NO stimuliert diese |6sliche Guanylyl-Cyclase durch Bindung an
die prosthetische Hamgruppe und fuhrt zu einer bis zu 400-fachen Aktivierung des gereinigten
Enzyms (Humbert et al. 1990, Stone und Marletta 1995). Das Absorptionsspektrum der Hamgruppe
des Rinderlungenenzyms weist eén Maximum bel 431 nm auf und wird als Soret-Bande bezeichnet
(Gerzer e al. 1981). Dies legt ein funffach koordiniertes H&m mit einem zweiwertigen zentralen
Eisenatom und einem Histidin als axialen Liganden in der fiinften Koordinationsbindung nahe (Stone
und Marletta 1994, Abb. 3). Die koordinative Bindung von NO an die sechste Position des zentralen
Eisenatoms fihrt zur Bildung eines funfkoordinierten Nitrosyl-H&m-Komplexes (siehe Abbildung 3).
Dabe ziehnt NO das Eisen aus der Ebene des Porphyrin-Ringes, was zur Losung der Histidin-Eisen-
Bindung fihrt. Das resultierende, ebenfalls funfkoordinierte  Nitrosylhdm hat  en

6



Absorptionsmaximum bel 398 nm. Es wird angenommen, dass die Offnung der Histidin-Eisen-
Bindung das Signal fur die Aktivierung der 10slichen Guanylyl-Cyclase durch NO vermittelt.
Protoporphyrin IX, der eésenfreie Vorlaufer des Hams, stimuliert das Enzym NO-unabhéngig (Ignarro
et al. 1982). Da Protoporphyrin IX kein Eisen enthélt, 8hnelt die Struktur dem NO-H&m-Komplex, bei
welchem das Eisen aus der Ebene des Porphyrinringes gezogen wird (Abb. 3). In beiden Féllen ist das
axiale Histidin nicht gebunden.

Durch gerichtete Mutagenese aller konservierten Histidine konnte das Histidin 105 der f3;-
Untereinheit als axialer Ligand identifiziert werden (Wedd et al. 1994, Zhao et al. 1998). Zhao und
Marletta konnten durch spektrometrische Untersuchungen zeigen, dass der aminoterminale Bereich
der B;-Untereinhet flr die Bindung der Hamgruppe hinreichend ist (Zhao und Marletta 1999).
Obwohl nur die B;-Untereinheit flr die Bindung der Hamgruppe verantwortlich zu sein scheint,
konnten Wedd et al. 1995 zeigen, dass auch die aminoterminale Doméne der op-Untereinheit bel der
Ubertragung des NO-Signals auf die katalytische Doméne von Bedeutung ist. Eine aminoterminale
Ddetionsmutante der og-Untereinheit zeigte zwar eine basale enzymatische Aktivitdt, war aber
nahezu insensitiv gegeniiber NO (Wedd et al. 1995, Foerster et al. 1996).

-
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Abbildung 3: Aktivierungsmechanismus nach Ignarro (Abbildung aus Koesling 1999). Wahrend CO a's Ligand zu einem
sechsfach koordinierten Ham-Eisen fuhrt (rechts, Mitte), wird durch die Bindung von NO ein fiinffach koordinierter Zustand
unter Auflésung der Bindung zwischen Ham-Eisen und Histidin 105 (His105) erreicht (rechts, oben). Das eisenfreie
Hamvorlaufermol ekl Protoporphyrin IX (PPIX) ahmt den Zustand unter der Stimulation mit NO nach (rechts, unten).



Wie NO bindet auch CO an die Hamgruppe der [6slichen Guanylyl-Cyclase mit hoher Affinitét
(Cary und Marletta 2001). Im Gegensatz zu NO, das eine bis zu 400-fache Aktivierung des Enzyms
auslosen kann, liegen die Stimulationsfaktoren fir CO nur im Bereich von vier- bis sechsfach.
Waéhrend die Bindung von NO einen Bruch der Bindung zwischen dem hémgebundenen Eisen und
dem Histidin 105 der B;-Untereinheit bedingt, fuhrt CO zur Bildung enes sechskoordinierten Ham-
Komplexes (Abb. 3). Der Carbonyl-H&m-Komplex weist ein Absorptionsmaximum bel 423 nm auf.
Die physiologische Bedeutung der Aktivierung der 16slichen Guanylyl-Cyclase durch CO und die
Rolle von CO als Signalmolekil wird intensiv untersucht und diskutiert (Cary und Marletta 2001).

1.3.4. Modulatoren der 16slichen Guanylyl-Cyclasen

Zusétzlich zu den aktivierenden Substanzen NO und CO sind Modulatoren der Guanylyl-
Cyclase entdeckt worden. Garthwaite und Mitarbeiter zeigten, dass das Quinoxalinderivat 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]-quinoxalin-1-on (ODQ) en potenter und selektiver Inhibitor der Guanylyl-
Cyclase in Hirnschnitten ist (Garthwaite et al. 1995, Abb. 4A). Im Gegensatz zu klassischen
Inhibitoren wie Methylenblau zeigt diese Substanz eine hohe Spezifitét und fuhrt zu keiner Inhibition
von NO-Synthasen (Garthwaite et al. 1995). Das Absorptionsspektrum der Hamgruppe der 16slichen
Guanylyl-Cyclase aus Rinderlunge weist in der Gegenwart von ODQ en nach 393 nm verschobenes
Maximum auf (Schrammel et al. 1996). Es konnte gezeigt werden, dass die durch ODQ vermittelte
Inhibition der l6slichen Guanylyl-Cyclase durch eine Oxidation des Eisenatoms der prosthetischen
Hamgruppe erfolgt, so dass eine Aktivierung durch NO nicht mehr erfolgen kann (Schramme et al.
1996, Zhao et al. 2000).

o %%
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Abbildung 4: Chemische Strukturen von ODQ, 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]-quinoxalin-1-on (A), von YC-1, 3-(5-
Hydroxymethyl-2' -furyl)-1-benzyl-indazol (B) und von BAY 41-2272, 5-Cyclopropyl-2-[1-(2-fluoro-benzyl)-1H-
pyrazol o[ 3,4-b] pyridin-3-yl]-pyrimidin-4-ylamine (C). ODQ ist ein Hemmstoff der 16slichen Guanylyl-Cyclase. YC-1 und
BAY 41-2272 sind Aktivatoren der 16slichen Guanylyl-Cyclase.




Die Substanz YC-1, ein Benzylindazol-Derivat (siehe Abbildung 4B), wurde zunéchst als en
Inhibitor der Thrombozytenaggregation beschrieben, der zu einer Steigerung der intrazelluldren
cGMP-Konzentration fuhrte (Wu et al. 1995). YC-1 fuhrt zu einer Aktivierung der gereinigten
Guanylyl-Cyclase um das Zehnfache (Friebe et al. 1996, Milsch et al. 1997). Diese Aktivierung ist
unabhangig von NO, efordert aber die Anwesenheit der prosthetischen Hamgruppe. In der
Gegenwart von YC-1 ist die Konzentrationswirkungskurve von NO zu niedrigeren ECs-Werten
verschoben und die maximal erreichbare katalytische Rate ist um 40 % gesteigert (Friebe et al. 1996).
De ansonsten schwache Aktivator CO aktiviert bel gleichzeitiger Anwesenheit von YC-1 die
Guanylyl-Cyclase in enem &hnlichen Ausmald wie NO (Friebe et al. 1996). YC-1 verandert die
Absorption der Soret Bande in der UV-VIS-Spektroskopie nicht, was gegen eine direkte Interaktion
dieser Substanz mit der prosthetischen Hamgruppe des Enzyms spricht (Friebe und Koesling 1998).

Neben YC-1 wurde kirzlich ein weiterer Modulator der 16slichen Guanylyl-Cyclase entwickelt
(Stasch et al. 2001). BAY 41-2272, 5-Cyclopropyl-2-[1-(2-fluoro-benzyl)-1H-pyrazol o[ 3,4-b] pyridin-
3-yl]-pyrimidin-4-ylamine (siehe Abbildung 4C), besitzt strukturelle Ahnlichkeit zu YC-1, zeigt aber
ene deutlich hohere Potenz gegeniiber der klassischen heterodimeren ou/p;-Enzymisoform (Stasch et
al. 2001). Im Gegensatz zu YC-1 wirkt BAY 41-2272 spezifischer und zeigt keinen inhibitorischen
Einfluss auf Phosphodiesterasen (Stasch et al. 2001a). Mittels  Photoaffinitétsmarkierung  von
BAY 41-2272 konnte eine mdgliche Bindungsstelle von BAY 41-2272 auf der oy-Untereinheit der
[6slichen Guanylyl-Cyclase wahrscheinlich gemacht werden (Stasch et al. 2001, Becker et al. 2001).

1.4. cGM P-Effektor systeme

Der intrazdlulére Botenstoff cGMP (Uibt seine Wirkung Uber verschiedene Effektorsysteme aus,
von denen drel bisher genauer charakterisiert werden konnten. cGMP bindet an cGM P-abhangige
Kationenkandle. Die Anderung der Offen-Wahrscheinlichkeit dieser Kanéle durch cGMP hat Einfluss
auf das Membranpotential und die lonenkonzentration der Zdle (Yao et al. 1995, Baylor 1996).
cGM P-abhéngige Kationenkandle konnten unter anderem in der Retina, im Herzen, in der Niere, der
Aorta, im Hoden, im Hirn und im olfaktorischen System nachgewiesen werden (Bid et al. 1994,
McCoy et al. 1995, Baylor 1996). Die Aktivierung cGM P-abhangiger Proteinkinasen (cGK) fihrt zu
einer Phosphorylierung bestimmter Zielproteine (Ruth 1999). Zwe Enzymisoformen, cGK | und |1,
konnten identifiziert werden. cGK | spidt eine Rolle be der Vermittlung der cGMP-Wirkung im
Herz-Kreislauf-System und bel der Hemmung der Thrombozytenaggregation (Lohmann et al. 1997,
Pfeifer et al. 1998, Massberg et al. 1999). Fir cGK Il konnte durch Enzym-defiziente Méuse ene
Rolle beim transepithelialen Na'/Cl™-Transport im Darm und bei der Regulation des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems  gezeigt werden (Lohmann 1997, Ruth 1999). Eine dritte
Enzymfamilie, die durch cGMP reguliert wird, wird durch die Phosphodiesterasen (PDE) gebildet.
Sie hydrolysieren die intrazdluléren Botenstoffe cAMP und cGMP in die korrespondierenden
5 -Monophosphate. Die PDE werden nach ihrer Regulation und Nukleotidspezifitdt in zehn
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Enzymgruppen eingeteilt (Fujishige et a. 1999). Von diesen werden vier (PDE2, PDES5, PDES,
PDE9) durch cGMP alosterisch reguliert und eine (PDE3) kompetitiv gehemmt (Fujishige et al.
1999).

1.5. Therapeutische Anwendung von Aktivatoren und I nhibitoren der |6sichen Guanylyl-
Cyclasen

Seit mehr als hundert Jahren werden NO-freisetzende Pharmaka zur Behandlung der koronaren
Herzkrankheit ~ eingesetzt ~ (Murrell 1879).  NO-fresetzende  Pharmaka  verbessern  die
Sauerstoffversorgung der Herzmuskulatur Uber eine Erweiterung der Koronargefél3e (Torfgard und
Ahlner 1994). Endogenes NO wird am Herzen im Geféal3endothd und innerhalb der Kardiomyozyten
gebildet (Ubersicht bei Canty 2000). Die Effekte von NO auf die Kardiomyozyten und die
myokardiale Funktion sind dabel stark dosisabhéngig. Im niedrigen Daosisbereich kommt es zu einer
Steigerung der Kontraktilitét, wahrend hohere NO-Konzentrationen zu einer Depression der
myokardialen Kontraktilitét fuhren (Vila-Petroff et al. 1999).

Die Effekte von NO-freisetzenden Pharmaka betreffen auch andere Organsysteme. So kommt
es durch intravendse Infusion von Glyceroltrinitrat in klinisch relevanten Dosierungen zu einer
Reduktion der Thrombozytenaggregation (Lam et al. 1988, Diodati et al. 1990, Karlberg et al. 1992,
Johnstone et al. 1993, Lacoste et al. 1994). Thrombozyten besitzen hohe Guanylyl-Cyclase-
Aktivitdten und es kommt durch NO zu einem cGMP-Anstieg und einer Hemmung der Aggregation
in vitro (Béhme et al. 1974, Bohme et al. 1978, Buechler et al. 1994). Am Corpus cavernosum des
Penis kommt es durch NO-vermittelte Aktivierung der 16slichen Guanylyl-Cyclase zu eéinem cGMP-
Anstieg und damit zu einer Muskerdaxation und Erektion (Kerwin et al. 1995). NO-freisetzende
Pharmaka sind berdts in der Therapie der erektilen Dysfunktion in Form von topisch appliziertem
Glyceroltrinitrat (Owen et al. 1989) und als Injektionstherapie verwandt worden (Stief et al. 1992,
Porst 1993, Truss et al. 1994). An glattmuskuléren Organen wie dem Uterus kommt es Uber die
Aktivierung des NO/cGMP-Signalweges zu ener Relaxation (Lees et al. 1994). Glyceroltrinitrat
induzierte Kopfschmerzen werden durch Fresetzung von NO und einer konsekutiven cGMP-
abhangigen Dilatation von Gefélien der schmerzempfindlichen Dura mater vermittelt (Thomsen und
Olesen 1998). An der Niere wird eine Betelligung des NO/cGMP-Weges an der tubuloglomeruléren
Ruckkopplung diskutiert (Ubersicnt bel Kurtz und Wagner 1998). Untersuchungen zur
chromosomalen Lokalisierung der entsprechenden Untereinheiten bel  der Ratte  und
Kopplungsanalysen mit dem Phanotyp des Hypertonus bei der Dahl-Ratte deuten darauf hin, dass die
Untereinheiten oy, B, und B, an der Pathogenese des Bluthochdrucks betelligt sind (Azam et al. 1998).
In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis konnten Gupta et al. 1997 zeigen, dass es in Nieren von
Dahl-salzsensitiven Ratten im Verglech zu Dahl-salzresistenten Ratten zu ener  deutlichen
Hochregulation der B,-mRNA und einer parallden Abnahme der B;-mRNA kommt. Dies korrdiert
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mit Befunden, nach denen es be Dahl-Ratten zu einem verminderten cGMP-Anstieg und damit zu
ener verminderten Natriurese nach Gabe von Nitroprussid kommt (Simchon et al. 1996).

ODQ oder seine Derivate sind von grof3em Interesse bei Erkrankungen wie dem septischen
Schock, bei dem eine Drossdung der Uberschief3enden, NO-vermittelten Vasodilatation therapeutisch
nutzlich wére. In eénem Mausmoddl des septischen Schocks kommt es durch Hemmung der
Guanylyl-Cyclase mit ODQ zu einer signifikanten Verlangerung der Uberlebenszeit (Zingarelli et al.
1999). In Tierexperimenten wurde gezeigt, dass YC-1 ene effektiv antithrombotisch wirksame
Substanz ist (Teng et al. 1997). Dartber hinaus wurde auch en blutdrucksenkender Effekt von YC-1
bei normotensiven und hypertensiven Ratten nachgewiesen (Rothermund et al. 2000). An isolierten
Aortenringen von Kaninchen wird die Konzentrationswirkungskurve von Glyceroltrinitrat durch
YC-1 zu niedrigeren ECs-Werten verschoben und die maximal erreichbare Vasodilatation erhoht
(Mdulsch et a. 1997). Ein kombinierter Einsatz von Glyceraltrinitrat und Y C-1-Derivaten ist daher ein
potentidler neuer therapeutischer Ansatz in der Behandlung der koronaren Herzkrankheit. Die
Stimulation der 16slichen Guanylyl-Cyclase durch BAY 41-2272 resultierte in einer Inhibition der
Thrombozytenaggregation in Ratten (Stasch et al. 2001). Dartber hinaus fihrte die Verabreichung
von BAY 41-2272 zu ener deutlichen Reduktion des Blutdrucks und einer erhGhten Lebensdauer be
hypertensiven Ratten (Stasch et al. 2001).
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1.6. Zielsetzung

Wahrend Uber die molekularen Mechanismen der Aktivierung des heterodimeren o,/B:-Enzyms
der l6dlichen Guanylyl-Cyclase rdativ vid bekannt ist, ist die Rolle der spéter gefundenen
Untereinheiten o, und 3, noch vergleichsweise unklar. Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen,
diese beiden neueren Untereinheiten insbesondere in Bezug auf die pharmakologischen Eigenschaften
gegeniiber neuen Enzymmodulatoren ndher zu charakterisieren. Im einzelnen lassen sich folgende

Zidle abgrenzen:

1. Bildet die B,-Untereinheit der 16slichen Guanylyl-Cyclase eénen Enyzmkomplex mit funktioneller

Guanylyl-Cyclase-Aktivitét?

2. Kommt die o-Untereinheit bei mehr als einer Spezies vor?

3. Wird der 0,/B;-Enzymkomplex durch BAY 41-2272 aktiviert?

4. Kann die Bindungsstelle der neuen NO-unabhéangigen Aktivatoren YC-1 und BAY 41-2272

innerhalb der 16slichen Guanylyl-Cyclase eingegrenzt werden?
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2. Material und M ethoden

2.1. Materialien

1.1 2.1.1. Fein- und Biochemikalien

Alle Substanzen und Hilfsmittd wurden, soweit nicht anders angegeben, mit der hdchsten im Handel

erhaltlichen Reinheit verwendet.

[0-¥P]-GTP
Agarose
Aluminiumoxid
Ampicillin
Bluo-gal

cGMP

dNTP

EDTA

Ethanol (100 %)
Ethidiumbromid
Gentamicin
GTP

IBMX

IPTG

| sopropanal
Kaliumacetat

Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat

Kanamycin
Kreatinphosphat
Magnesiumchlorid
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
NaOH
Natriumdodecylsulfat
Penicillin

NEN (Zaventem, Belgien)

Biorad (M tinchen)
Sigma (De senhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Gibco (Karlsruhe)
Sigma (Dei senhofen)

Boehringer (Mannheim)

Sigma (Dei senhofen)

UKE-Apotheke (Hamburg)

Sigma (De senhofen)
Sigma (De senhofen)
Sigma (Dei senhofen)
Sigma (Dei senhofen)
Sigma (Dei senhofen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (De senhofen)
Sigma (De senhofen)
Sigma (De senhofen)
Sigma (Dei senhofen)
Sigma (De senhofen)
Sigma (De senhofen)
Sigma (De senhofen)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Biorad (M tinchen)
Gibco (Karlsruhe)
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Perchlorsaure
Streptomycin
TEA/HCI
TEMED
Tetracyclin
Tris-HCI
Zinkacetat

2.1.2. Substanzen und Hilfsmittel
Aqua ad injectabila

Bacto-Agar

BAY 41-2272

Big Dye

DEA/NO

ECL-System

Entwickler G 150

Fetales Rinderserum
Filmmaterial (X-OMAT)
Filterpapier MM

Fixierer G 350
Gdfiltrationssaule

Hefe-Extrakt
Hydroxyapatit-Saule
Leersdule fir FPLC-System
Long Ranger Gd Solution (Acrylamid)
Nitrocelulose (Protran, 0,45 pm)
OoDQ

Ponceau S
Protease-Inhibitor-Cocktail
Proteinstandard

Protoporphyrin IX

Q-Sepharose

Sf-90011 SFM-Zéd lkulturmedium
Spritzen

Sterican®-Kaniile
Szintillationsgefalie

Merck (Darmstadt)
Gibco (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Biorad (M tinchen)
Sigma (De senhofen)
Sigma (De senhofen)
Sigma (De senhofen)

Amersham-Pharmacia (Freiburg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Bayer (Wuppertal)

Perkin Elmer (Palo Alto, USA)
Sigma (De senhofen)
Amersham-Pharmacia (Freiburg)
Agfa-Gevaert (Leverkusen)
Gibco (Karlsruhe)

Kodak (Stuttgart)

Whatman (Maidstone, UK)
Agfa-Gevaert (Leverkusen)
Amersham-Pharmacia (Freiburg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Biorad (M tinchen)
Amersham-Pharmacia (Freiburg)
AT Biochem (Malvern, USA)
Schleicher und Schuell (Dassd)
Alexis (San Diego, USA)

Sigma (Dei senhofen)

Sigma (De senhofen)

Biorad (M tinchen)

Sigma (De senhofen)
Amersham-Pharmacia (Freiburg)
Gibco (Karlsruhe)

B.Braun (M€ sungen)

B.Braun (M€ sungen)

Rudolf Franke Labortechnik (Hamburg)
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Trypton
YC-1

2.1.3. Enzyme

2.1.3.1. Diverse Enzyme
Advantage cDNA Polymerase Mix
Alkalische Phosphatase
Kreatin-Kinase

Lysozym

Pfu-turbo DNA Polymerase
RNase A

T4 DNA Ligase

Tag DNA Polymerase

2.1.3.2. Restriktionsendonukleasen

Becton Dickinson (Heidelberg)
Alexis (San Diego, USA)

Clontech (Heidelberg)

Boehringer (Mannheim)

Sigma (De senhofen)

Roche (Mannheim)

Stratagene (Amsterdam, Niederlande)
Roche (Mannheim)

Boehringer (Mannheim)

Gibco (Karlsruhe)

Ascl, BamHI, Bsal, BsmFI, BssHII, BstEll, Eagl, EcoRlI, Hindlll, Kpnl, Nhel, Notl, Pvull, Scal,
Spel, Stul, Xbal (alle New England Biolabs, Beverly, USA)

2.1.4. DNA und Vektoren

DNA Standard 1 kb
pcDNA3.1/V5/His-TOPO
pcDNA3.1Zeo+

pFASTBAC

pGEM7ZF+

Rat Kidney Marathon-Ready™ cDNA

2.1.5. Reagenziensysteme

Advantage™ cDNA PCR Kit

Endofree Plasmid Maxi Kit

Eucaryotic TOPO TA Cloning Kit

Plasmid Maxi Kit

Plasmid Mini Kit

QIAquick Gdl Extraction Kit

QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit

MBI (St. Leon-Rot)
Invitrogen (Leek, Niederlande)
Invitrogen (Leek, Niederlande)
Gibco (Karlsruhe)

Promega (Heidel berg)
Clontech (Heidelberg)

Clontech (Heidelberg)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Leek, Niederlande)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Stratagene (Amsterdam, Niederlande)
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2.1.6. L ésungen und Puffer

DNA-Probenpuffer:

1 % Bromphenolblau; 1 % Xylencyanid; 50 % Glycerin; 1 x TBE

FPLC-Puffer 1: 50 mM TEA; 10 mM DTT; 1 mM Benzamidin; pH 8,0
FPLC-Puffer 2: 50 mM TEA; 10 mM DTT; 1 mM Benzamidin; 1 M NaCl; pH 8,0
FPLC-Puffer 3: 10 mM Kaliumphosphat; 10 mM DTT; 1 mM Benzamidin; pH 6,8
FPLC-Puffer 4: 400 mM Kaliumphosphat; 10 mM DTT; 1 mM Benzamidin; pH 6,8
FPLC-Puffer 5: 50 mM TEA; 250 mM NaCl; pH 8,0
Homogenisationspuffer: 50 mM TEA; 1mM EDTA (pH 8,0); 0,2 uM Benzamidin;

10 mM DTT; pH 7,6
LB-Medium: 10,0 g Trypton; 5,0 g Hefe-Extrakt; 5,0 g NaCl; H,Oad 11; pH 7,4

Laemmli-Puffer:

2% SDS; 62,5 mM TrisHCl pH 6,8; 5 % 2-Mercaptoethanol;
10 % Glycerin; 0,02 % Bromphenolblau

Laufpuffer: 0,1 % SDS; 25 mM Tris; 192 mM Glycin; pH 8,8

Lysis-Puffer: 10 mM EDTA; 10 mM Tris/HCI; 150 mM NaCl; 0,2 % SDS; pH 7,4
TBE-Puffer (10 x): 0,9 M Tris; 0,9 M Borséaure; 20 mM EDTA; pH 8,0

TBST-Puffer: 150 mM NaCl; 10 mM Trig/HCI pH 8,0; 0,1 % Tween 20
Transferpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,02 % SDS; 20 % Methanol

2.1.7. Stammldsungen
1 mM BAY 41-2272

in 25 % (v/v) DMSO

10 mM DEA/NO in 10 MM NaOH
1 mM ODQ in 25 % (v/v) DMSO
10 mM Protoporphyrin I X in 10 MM NaOH

3mM YC-1 in 25 % (v/v) DMSO

2.1.8. Gele

Agarosegel (DNA): 1 % (w/v) Agarose; 1 x TBE-Puffer; 0,1 pg/ml Ethidiumbromid
Sammelgd: 0,1 % SDS; 6 % Acrylamid; 125 mM Tris/HCI pH 8,8;

1,2 % Ammoniumpersulfat; 0,6 % TEMED
Trenngd: 0,1 % SDS; 10 % Acrylamid; 375 mM Tris/HCI pH 8,8;
0,1 % Ammoniumpersulfat; 0,1 % TEMED

2.1.9. Geréte
Abi Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Perkin Elmer (Palo Alto, USA)
Mettler (Greifensee, Schweiz)

Beckman (Palo Alto, USA)

Analysenwaage
Beckman Zentrifuge (J2-21)
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Beckman Zentrifuge (J6-B)

Beckman (Palo Alto, USA)

Blotkammer Biorad (M tinchen)
Digitalwaage Mettler (Greifensee, Schweiz)
Digitalkamera Kaiser (Buchen)
Elektrophoresekammern Biorad (M tinchen)
FPLC-System Amersham-Pharmacia (Freiburg)
Heizblock Eppendorf (Hamburg)
Kuhltruhe (-80 °C; -20 °C) Kryotec (Hamburg)

M agnetrihrer Hedolph (Kelheim)
PCR-Heizblock Express Hybaid (Heidelberg)

pH-Meter Knick (Berlin)

Photometer Perkin Elmer (Palo Alto, USA)
Pipettierhilfe Eppendorf (Hamburg)

Power Supply Biorad (M tinchen)

Re nraumwerkbank Heraeus (Hanau)

Schittelinkubator

Schiittelinkubator fur Bakterienkulturen
Szintillationsz&hler

Tischzentrifuge

Ultrazentrifuge (Centricon T-2170)

New Brunswick Scientific (Edison, USA)
Teg, CFL Laborgerate (Emersacker)
Beckman (Palo Alto, USA)

Eppendorf (Hamburg)

Kontron Instruments (Mailand, Italien)

Vortexer Hedolph (Kelheim)
Wasserbad GFL (Burgwedd)
Wasserdeionisierungsanlage Millipore (Eschborn)

Z € laufschlusshombe

2.2. Methoden

Parr (Moline, USA)

2.2.1. Molekular biologische M ethoden

2.2.1.1. Klonierung von DNA in Plasmidvektoren mittels Restriktionsendonukleasen

Fir enen praparativen Restriktionsenzymverdau wurden 1-3pg DNA in enem
Reaktionsvolumen von 20 pl geschnitten. Pro pg DNA wurden 5-10 definierte Einheiten (U) der
Restriktionsendonukleasen und die vom Hersteler empfohlenen zehnfach konzentrierten Puffer
verwendet. Diese enthalten in der Regd MgCl,, Puffersubstanzen wie Tris/HCl sowie DTT als
Oxidationsschutz fur das Enzym. Die Reaktionsansitze wurden mit destilliertem Wasser auf 20 pl
Endvolumen aufgefillt und eine Stunde bei der fir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur
inkubiert.
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Um bel der Klonierung eine Selbstligation von Vektoren mit kompatiblen Enden zu vermeiden,
wurden im Anschluss an den Restriktionsverdau die 5'-Phosphatreste der DNA-Enden mit Hilfe einer
alkalischen Phosphatase entfernt. Dazu wurde der Reaktionsansatz zuerst fir zehn Minuten auf 65 °C
erhitzt, um die Restriktionsendonukleasen zu inaktivieren. Im Anschluss daran wurden dann 5-10 U
Phosphatase und 3 pl zehnfach konzentrierter Dephosphorylierungspuffer hinzugegeben. Das
Reaktionsvolumen wurde mit destilliertem Wasser auf 30 pl aufgefiillt. Nach einer 30 minltigen
Inkubation bei 37 °C erfolgte erneut eine zehnminttige Inkubation bel 65 °C, um die Phosphatase zu
inaktivieren. Erforderte die Klonierungsstrategie das Auffullen von 5'-Uberhéngenden Enden zu
glatten Enden, so wurden dem Reaktionsansatz 1,25 U pfu-Turbo-Polymerase der Fa. Gibco, 0,4 mM
eénes dNTP-Mixes sowie die bendtigte Menge eines zehnfach konzentrierten pfu-Reaktionspuffers
hinzugegeben. Fur die Auffillreaktion wurde der gesamte Ansatz eine halbe Stunde bel 72 °C
inkubiert. Die Ansétze wurden im Anschluss an die Inkubation mit 2 pl Probenpuffer versetzt und die
DNA-Fragmente gelel ektrophoretisch aufgetrennt.

Die DNA-Fragmente kdnnen nach einer Methode von Aaij und Borst (1972) ihrer Grof3e nach
im eektrischen Feld aufgetrennt werden. Agarose wurde in einer Endkonzentration von 1 % (w/v) in
TBE-Puffer durch Aufkochen geldst. Nach Abkihlen der Ldsung wurde Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 0,1 pg/ml hinzugesetzt. Die enzelnen Fragmente wurden mittels eines UV-
Transilluminators detektiert. Anhand des mitgefuhrten DNA-Standards wurden ihre Grof3en
bestimmt. Definierte Banden wurden mit dem sie umschlielenden Gel herausgetrennt. Die so
erhaltenen Gestiicke wurden gewogen und mit je 300 pl Geextraktionspuffer des Gelextraktions-
Reagenziensystems der Fa. Qiagen pro 100 mg Ge versetzt. Nach einer zehnminltigen Inkubation
be 50 °C wurde die gesamte Losung auf die vorgesehene Sdule gegeben und anschlielend so
verfahren wie es das Protokoll des Reagenziensystems fir die Gelextraktion vorgab. Die Elution der
DNA efolgtein 30 pl des Elutionspuffers.

Be der Ligation wird ein Restriktionsfragment Uber kompatible Enden mit linearisierter
Vektor-DNA verbunden, so dass ein zirkuldres DNA-Molekil entsteht. Die Bildung neuer
Phosphodiesterbindungen wird von Ligasen katalysiert. Im allgemeinen wurden bel jeder Klonierung
dre Ligationsansdtze erstellt, wobe jeder Ansatz ein Endvolumen von 30 pl hatte. Pro Ansatz wurden
1U T4-DNA-Ligase und 3 pl enes zehnfach konzentrierten Ligasepuffers hinzugegeben. Im
Kontrollansatz wurde lediglich Vektor-DNA mit der Ligase behandet. Dieser Ansatz diente as
Negativ-Kontrolle zur Uberprifung der Religationsereignisse in der Vektor-DNA. In den anderen
beiden Ansdtzen wurde ein konstantes Volumen (in der Rege 3 pl der Agarose-Gedution) der
linearisierten Vektor-DNA mit steigenden Mengen der zu klonierenden DNA-Fragmente gemischt,
um die Ligationseffizienz zu kontrollieren. Alle Ansdtze wurden mit destilliertem Wasser auf ein
Endvolumen von 30 pl aufgefillt. Daran schloss sich ene Inkubationsperiode von 1,5h bei
Raumtemperatur an.
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2.2.1.2. Transformation von DNA in E.coli

Durch Behandlung von E.coli-Zdlen mit CaCl, (Maniatis et al. 1989) konnen diese in einen
transienten Zustand der ,Kompetenz‘ (bergehen, wahrenddessen sie fremde DNA-Molekiile
aufnehmen konnen. Plasmid-DNA, deren Aufnahme dem Bakterium aufgrund der damit erworbenen
Antibiotika-Resistenz einen Seektionsvortel bringt, kann so unabhéngig von chromosomaler DNA
repliziert werden. Zur Transformation wurden je 100 pl der , kompetenten” E.coli-Zelen (Subtyp
DH5¢) mit je 10 pl des Ligationsansatzes gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end
erfolgte eine Inkubation fir 1 min bel 42 °C (Hitzeschock) und eine erneute Abkihlung der Proben
far 2 min auf Eis. Im Anschluss an die Transformation wurde jede Probe mit 350 pl vorgewéarmtem
LB-Medium versetzt und fir eine Stunde im Schiittelinkubator bei 37 °C inkubiert. 300 pl jedes
Reaktionsansatzes wurden dann auf geeigneten, antibiotikahaltigen Agarplatten ausgestrichen und
uber Nacht im Brutschrank bel 37 °C gdlagert.

2.2.1.3. Préaparation kleiner Mengen Plasmid-DNA

Eine Methode zur Gewinnung kleiner Mengen Plasmid-DNA st die alkalische Lyse von Bakterien
(Birnboim und Doly 1979). Dazu wurden 4 ml antibiotikahaltiges LB-Medium mit ener einzelnen
Bakterienkolonie beimpft und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Aufarbeitung der Bakterienkultur
erfolgte mit Hilfe des Plasmid-Mini-Reagenziensystems (Quiagen) nach den Angaben des Herstelers.
Dieisolierte DNA wurde in 30 pl destilliertem Wasser aufgenommen.

2.2.1.4. Préaparation gr63erer Mengen Plasmid-DNA

Zur Herstdlung groferer Mengen gereinigter DNA wurden 200 ml antibiotikumhaltiges LB-
Medium mit 200 ul der Miniprdparationskultur angeimpft und dber Nacht be 37°C im
Schiittelinkubator (140 rpm) inkubiert. Die Aufarbeitung der Bakterienkultur erfolgte mit Hilfe des
Plasmid-Maxi-Reagenziensystems (Quiagen) nach den Angaben des Herstdlers. Die aufgereinigte
DNA wurde in destilliertem Wasser resuspendiert und photometrisch auf ihre Konzentration hin
Uberprift. Es wurde ene DNA-Endkonzentration von 1,5ug/pl engestdlt. Zur Erzeugung
endotoxinfreier Plasmid-DNA wurde das “endofree’-Plasmid-Maxi-Reagenziensystem (Quiagen)
verwendet. Die DNA wurde im Anschluss an diese Préparation mit endotoxinfreiem, destilliertem
Wasser aufgenommen und eine Endkonzentration von 1,5 pg/pl eingestdllt.
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2.2.1.5. Analyse der préaparierten Plasmid-DNA

Die Erstanalyse der isolierten Plasmid-DNA erfolgte nach der Praparation kleiner DNA-
Mengen mittels Restriktionsendonukleasen. Die Auswahl ener gesigneten Kombination von
verschiedenen Endonukleasen wurde so durchgefiihrt, dass anhand der sich anschlief3enden
Geleektrophorese eindeutig festgestdlt werden konnte, ob das zu klonierende DNA-Fragment in der
korrekten Orientierung in den Vektor inseriert wurde. Prinzipiell wurde ebenso bel der Analyse der
Plasmid-DNA nach der Préparation grof3erer DNA-Mengen verfahren. Hierbei wurden mdglichst
vide verschiedene Restriktionsendonukleasen eingesetzt, um so ene umfassende Kontrolle des
klonierten Plasmids zu erhalten.

Fir ene detaillierte Untersuchung der Plasmide wurde die DNA mittels der Didesoxymethode
nach Sanger (Sanger et al. 1977) sequenziert und auf ihre Korrektheit hin verglichen. Fir die
Sequenzierung wurden 1pug DNA mit 4pl “Big Dye* (PerkinElmer) und 10 pmol enes
genspezifischen Oligonukleotids gemischt und mit destilliertem Wasser auf 20 pl aufgefiillt. Die
Reaktionen wurden auf einem Thermocycler mit dem folgenden Temperaturprofil in einem 20 pl
Reaktionsansatz durchgefuhrt: 25 Zyklen 96 °C 30 sec, 50 °C 30 sec, 60 °C 4 min. Im Anschluss an
die Sequenzierung wurde die DNA im Reaktionsansatz durch die Zugabe von 80 pl destilliertem
Wasser, 300 pl 100 % EtOH und 10 pl 3M Na-Acetat (pH 7,0) gefallt und getrocknet. Die weiteren
Schritte der Seguenzierung wurden in Kooperation mit der Service-Abtellung des Institutes fir
Zdlbiochemie und Klinische Neurobiologie des Universitdtsklinikums Hamburg-Eppendorf
durchgefiihrt.

2.2.1.6. Nukleotidaustausch in Zielsequenzen mittels PCR

Um einzelne Nukleotide innerhalb der Plasmid-DNA zu veréndern, wurde das ” QuikChange™
Site-Directed Mutagenesis‘-Reagenziensystem der Fa. Stratagene verwendet. Das Prinzip beruht
darauf, dass mittels synthetisierter Oligonukleotide, welche die verénderte DNA-Sequenz enthalten,
eine PCR durchgefuhrt wird, so dass die neu synthetisierte Plasmid-DNA eine verédnderte Sequenz
besitzt. Das Ausgangsplasmid wird mit Hilfe einer spezidlen Restriktionsendonuklease verdaut, so
dass anschlief3end nur noch die modifizierte DNA-Sequenz vorhanden ist. Die Erzeugung der
Punktmutation auf DNA-Ebene wurde nach dem vom Herstdler vorgegebenen Protokoll
durchgefiihrt. Im Anschluss an die PCR erfolgte ene Transformation in Epicurian Coli XL1-Blue
Zdlen der Fa. Stratagene mit nachfolgender Préparation groferer Mengen Plasmid-DNA (siehe
3.1.4). Im Anschluss daran wurde die Plasmid-DNA in Doppebestimmung mit genspezifischen
Oligonukleotiden sequenziert, um den erfolgreichen Nukleotidaustausch zu verifizieren.
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2.2.2. Proteinbiosynthese in Sf9-Zellen

SfO-Insekten-Zellen stammen aus Ovarien von Spodoptera frugiperda (Familie Noctuidae,
Ordnung Lepidoptera). Die zur Expression von rekombinantem Protein engesetzen Baculoviren sind
doppdstrangige, zirkuldre DNA-Viren, die Insektenzellen befallen. Bei einer Untergruppe der
Baculoviren sind mehrere Viren in enen Polyhedrin-Proteinkristall eingebettet, der den Viren
aulferhalb der Insekten einen mechanischen Schutz bietet. Ein haufig fir die Expression verwendeter
Vertreter dieser Untergruppe ist der ACMNPV-Virus (Autographa californica nuclear polyhedrosis
virus). Aufgrund der GréfRe des Baculovirus-Genoms (ACMNPV: 128 kb) gibt es keinen direkten
Weg, die Fremd-DNA mit Hilfe nur enmal vorkommender Restriktionsschnittstellen in das Virus-
Genom zu integrieren. Zur Integration der gewtinschten cDNA in das Virus-Genom wurde das BAC-
TO-BAC-System der Fa. Gibco verwendet. Hierbei wurden die entsprechenden DNA-Seguenzen
zundchst in den Donor Plasmid-Vektor pFASTBAC kloniert. Das rekombinante Plasmid wurde
anschliefend in kompetente E.coli-Zdlen (Subtyp DH10BAC) transformiert. Diese E.coli-Zdlen
enthalten eine Bacmid-DNA und ein Hefer-Plasmid, das fur Transpositionsproteine kodiert, die eine
Rekombination des einklonierten Gens des Donor-Plasmids mit dem Bacmid unterstiitzen. Dadurch
kommt es bei dem Bacmid zu einer Zerstorung des lacZo-Gens, wodurch diese Klone durch Blau-
Wel3-Selektion identifiziert werden konnen. Minipraparations-DNA dieser Bacmid-Klone wurde
nach der Vorschrift des BAC-TO-BAC-Systems isoliert. Mit Hilfe von bacmidspezifischen
Oligonukleotiden wurde in der PCR die Rekombination der entsprechenden cDNAS untersucht.
Anschliellend wurden die positiven Minipréparations-DNAs zur Transfektion von Sf9-Zelen
verwendet. Nach ener Inkubationsdauer der transfizierten Sf9-Zdlen von 120 Stunden konnten
rekombinante Baculovirus-Partikel aus dem Kulturmediumiiberstand isoliert werden. Hier wurde zur
Uberprifung der efolgreichen Transfektion eine PCR-Untersuchung mit  genspezifischen
Oligonukleotiden an dem Zdlliberstand durchgeftihrt.

2.2.2.1. Klonierung von Guanylyl-Cyclase-Untereinheiten und Mutanten in den Transfervektor
pFASTBAC

2.2.2.1.1. Klonierung der a,-Untereinheit der Ratte
Fir die schndle Verlangerung von cDNA-Enden (“Rapid amplification of cDNA ends' oder
RACE) verwendeten wir Marathon-Ready™ cDNA aus Rattennieren von mannlichen Sprague-
Dawley-Ratten in einem Alter von 10-12 Wochen (Clontech) mit dem Advantage™ cDNA PCR-
Reagenziensystem (Clontech) nach den Angaben des Herstdlers. Zwe verschachtete genspezifische
Oligonukleotide aus dem 3'-nichttrandatierten Bereich wurden fir die 5-RACE-PCR mit den
entsprechenden Adapteroligonukleotiden verwendet (P136, 5'-AGT CAT TCA CCA TTT CAA GGA
TTA TTA CG-3'; P137, 5-CTG GGC TTG TGC TTT TTG GAG GAG TCT-3'). Die Reaktionen
wurden auf einem Thermocycler mit dem folgenden Temperaturprofil in einem 25 ul Reaktionsansatz
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durchgefuihrt: 94 °C 3 min, 40 Zyklen 94 °C 1 min, 55 °C 45 sec, 72 °C 4 min und en abschlief3ender
Extensionsschritt von 4 min bel 72 °C. Nach der ersten Amplifikation von 5 pl Rattennieren cDNA
mit dem &ul3eren Oligonukleotidpaar waren nach Agarosegeeektrophorese keine gut abgrenzbaren
Reaktionsprodukte detektierbar. 1 pl von dieser ersten PCR-Resaktion wurde als Matrize in der
zweten verschachtelten PCR-Reaktion engesetzt. Nach 32 Zyklen des obigen Programms war nach
Agarosegeldektrophorese  ein  gut sichtbares PCR-Produkt von 2593 bp vorhanden. Dieses
Amplifikationsprodukt wurde aus dem Ge duiert (Gelextraktions-Reagenziensystem, Fa. Qiagen)
und in den pcDNA3.LJ/V5/HISTOPO Vektor unter Verwendung des TOPO-TA-cloning-
Reagenziensystems®(Invitrogen)  kloniert. Nach Sequenzierung mit mehreren  genspezifischen
Oligonukleotiden ergab sich ene Sequenz mit hoher Homologie zu der bekannten Sequenz der
humanen o,-Untereinheit. Allerdings fehlte im Verglech zu dieser ein Fragment von 121 bp
innerhalb der kodierenden Region, die den Leserahmen unterbrach (Position 781-902 der
eingereichten Sequenz AF109963). Um zu Uberprifen, ob dies tatséchlich die korrekte endogene
Sequenz reprasentiert, verwendeten wir zusétzliche Oligonukleotide in der PCR unter den folgenden
Bedingungen: 94°C 3 min, 40Zyklen 94°C 1min, 60°C 45sec, 72°C 80sec und en
abschliel3ender Extensionsschritt fir 4 min bel 72 °C. Die Oligonukleotide P158 (5 -AGC CCC GAA
GCG ACT GAA GCT G-3') und P159 (5-ATG GTG GGG GTG GAA GTA GTG GAG TTT-3))
entsprachen den Seguenzabschnitten von Position 268-289 und 1146-1120 der eingereichten Sequenz
AF109963. Ein PCR-Produkt von 878 bp, welches das vorher fehlende Fragment zur humanen o,-
Untereinheit enthielt, wurde kloniert und sequenziert. Um eine vollstdndige cDNA der o
Untereinheit der Ratte im Vektor pcDNA3.1/V5/HisTOPO mit einem Insert von 2714 bp zu erhalten,
wurden die Restriktionsenzyme Bsal und Xbal verwendet. Diese vollsténdige cDNA wurde in zwe
Schritten mit den Restriktionsenzymen Notl und Hindlll in den Baculovirustransfervektor
pFASTBAC Kkloniert und durch Sequenzierung mit mehreren genspezifischen Oligonukleotiden
Uberpruft. Die vollsténdige zusammengesetzte Sequenz wurde bei der Genbank Datenbank unter dem
Zugangscode AF109963 eingereicht.

2.2.2.1.2. Klonierung in den Transfervektor pFASTBAC
Die cDNAs der humanen oy- und Bi-Untereinheiten der |6slichen Guanylyl-Cyclase wurden
freundlicherweise von Dr. Georges Gudlaén, Créel in dem Vektor pGEM7ZF(+) zur Verfligung
gestelt (Giuili et al. 1992). Fir die B,-Untereinheit wurde ein Fragment von 2044 bp, das die
kodierende Region umfafdte, Eagl / Xbal aus dem Vektor pGEM7ZF(+) ausgeschnitten und
Notl / Xbal in den Baculovirustransfervektor pFASTBAC enkloniert. Fur die oy-Untereinheit wurde
en die kodierende Region umfassendes Fragment EcoRI / Scal aus dem Vektor pGEM7ZF(+)
ausgeschnitten und EcoRI / Stul in den Baculovirustransfervektor pFASTBAC einkloniert. Durch
erneutes Schneiden mit Ascl (interne Schnittstelle) und BssHII  (Restriktionsschnittstelle in
pFASTBAC) und Rdigation wurde die o;-cDNA in dem Baculovirustransfervektor um 270 bp im
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5 -nichttranslatierten Bereich gekirzt. Erfahrungsgemal fuhren kiirzere 5 -nichttranslatierte Bereiche
zu hoheren Expressionsspiegeln im Baculovirussystem. Dieses Konstrukt diente weiterhin zur
Erzeugung von aminoterminalen Deletionsmutanten der humanen oy-Untereinheit. Das Konstrukt
wurde Pvull (interne Schnittstelle) und Hindlll geschnitten, anschlief3end Stul / Hindlll in den
Baculovirustransfervektor pFASTBAC enkloniert und mit o;AN,ss bezeichnet. Die Deetionsmutante
03ANzss  wurde durch  Schneiden  mit  BsmFI/Hindlll  und Klonieeung in den
Baculovirustransfervektor pFASTBAC mit Stul / Hindlll nach Auffillen der BsmFI-Uberhange
hergestelt. Zur Erzeugung der Ddetionsmutante oyANsse erfolgte zuerst ein Nukleotidaustausch in
der cDNA des humanen oy-Konstruktes, um eine gedignete Restriktionsschnittstelle fur die
Klonierung zu schaffen. Diese Punktmutation wurde mit Hilfe des “QuikChange™ Site-Directed
Mutagenesis‘-Reagenziensystems  (Stratagene) und genspezifischer Oligonuklotide durchgefihrt
(P 216: 5-GCG AGT TTG TGA ATC AGC CCT ACT AGT TGT ACT CCG-3 und P 217:
5-CGG AGT ACA ACT AGT AGG GCT GAT TCA CAA ACT CGC-3’; das veranderte Nukleotid
ist unterstrichen). Die erfolgreiche Mutagenese wurde mittels Sequenzierung kontrolliert. Die
Deetionsmutante o, ANz Wurde durch Schneiden des verénderten Konstrukts mit Spel / Hindlll und
erneuter Klonierung in den Baculovirustransfervektor pFASTBAC mit Spel / Hindlll hergestellt. Fir
die o,-Untereinheit der Ratte (siehe Abschnitt 2.2.2.1.1.) wurde auf die Notl / Hindlll in den
Baculovirustransfervektor pFASTBAC klonierte cDNA zuriickgegriffen. Dieses Konstrukt wurde im
5-nichttrandlatierten Bereich durch Schneiden mit BstEIl (Schnittstelle im 5-nichttrandatierten
Bereich) und Stul (Schnittstelle im Vektor) und Religation nach Auffillen der BstEll-Uberhange
gekirzt. Das resultierende Konstrukt wird im folgenden nur noch mit o, bezeichnet. Die
Ddetionsmutante o,AN14 Wurde durch Schneiden mit Pvull / Hindlll und erneuter Klonierung in den
Baculovirustransfervektor pFASTBAC mit Pvull / Hindlll hergestellt. Die Mutante o,,AN,4; wurde
durch Schneden mit Xbal / Kpnl und erneuter Klonierung in den Baculovirustransfervektor
pFASTBAC mit Xbal / Kpnl hergestdlt. Die Mutante o,AN4y wurde durch Schneiden mit Hindlll
und erneuter Klonierung in den Baculovirustransfervektor pFASTBAC mit Hindlll hergestelt. Fur
die Klonierung der B,-Untereinheit der Ratte wurde von der cDNA ausgegangen, die durch
Vorarbeten innerhalb der Arbeitsgruppe bereits BamHI / Hindlll in dem Vektor pcDNA3.1Zeot+
vorlag (Koglin et al. 2001). Dieses Konstrukt wurde Nhel / Xbal geschnitten und tber die kompatible
Spel-Schnittstelle in den Baculovirustransfervektor pFASTBAC kloniert. Zur Erzeugung der
Punktmutante 3,E596A erfolgte eén Nukleotidaustausch in der cDNA des B,-Konstruktes der Ratte (in
pFASTBAC). Diese Punktmutation wurde mit Hilfe genspezifischer Oligonukleotide durchgefiihrt
(P193: 5-GCC TCT AGG ATG GCA AGT CAC GGG CTT CCC-3 und P 194: 5-GGG AAG
CCC GTG ACT TGC CAT CCT AGA GGC-3'; das veranderte Nukleotid ist unterstrichen). Zur
Erzeugung der Punktmutante B,C739S erfolgte ein Nukleotidaustausch in der cDNA des B,-

Konstruktes der Ratte. Diese Punktmutation wurde mit Hilfe genspezifischer Oligonukleotide
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durchgefuihrt (P 211: 5-GGC CCT GTG CTG TCT GCT TTC TCT GTT GTG CTG TGA TCA CG-
3 und P212: 5-CGT GAT CAC AGC ACA ACA GAG AAA GCA GAC AGC ACA GGG cc-3;
das veranderte Nukleotid ist unterstrichen). Zur Erzeugung der Deetionsmutante 3,AC,s erfolgte ein
Nukleotidaustausch in der cDNA des 3,-Konstruktes der Ratte. Hierdurch wurde en Stop-Codon in
der Sequenz erzeugt und der Leserahmen unterbrochen. Diese Punktmutation wurde mit Hilfe
genspezifischer Oligonuklotide durchgefiihrt (P 209: 5-GGA GAC CCA GCA GAC GCT TCT AAT
TAA GTC ACA CTT GCT GGG-3 und P 210: 5-CCC AGC AAG TGT GAC TTA ATT AGA
GAC GTC TGC TGG GTC TCC-3’; das veranderte Nukleotid ist unterstrichen). Diese drei neuen
Konstrukte wurden mittels Sequenzierung kontrolliert.

2.2.2.2. Transpasition

DH10BAC-Zdlen wurden freundlicherweise von Dr. Christiane Kleuss, Freie Universitét
Berlin, zur Verfugung gestdlt. Diese Zdlen wurden mit der CaCl,-Methode (Maniatis et al. 1989) in
einen kompetenten Zustand gebracht und bei —80 °C gelagert. Die Zelen wurden auf Eis aufgetaut,
ewa 500 ng des entsprechenden pFASTBAC-Konstruktes wurden mit je 100 pl Zelsuspension
vorsichtig gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 2 min bei 42 °C
wurden die Zdlen 2 min auf Eis gekihlt und es wurden je 900 pl LB-Medium hinzugefiigt. Diese
Ansétze wurden bel 37 °C fir 4 Stunden inkubiert und Verdinnungen der Probe von 1:10, 1:100 und
1:1000 in LB-Medium angesetzt. 100 pl jeder Verdinnung wurden auf eine Agarplatte ausplattiert,
die zusétzlich 50 pg/ml Kanamycin, 7 pg/ml Gentamicin, 10 pg/ml Tetracyclin, 300 pg/ml Bluo-gal
und 40 pg/ml IPTG enthidten. Die so ausplattierten Ansétze wurden bei 37 °C inkubiert, wobe die
Blau-Wei3-Differenzierung erst nach 36-48 Stunden deutlich erkennbar wurde. Zur Isolierung von
rekombinanter Bacmid-DNA wurden grofle, weif3e Kolonien von den entsprechenden Platten
ausgewdhit und in 4ml LB-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin, 7 pg/ml Gentamicin, 10 pg/ml
Tetracyclin Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Uberfuihrung von 1,5 ml dieser Bakteriensuspension
in ein Eppendorf-Gef&fd wurden die Bakterien ba 14000 rpm fur 5min in einer Tischzentrifuge
sedimentiert. Das bakterielle Sediment wurde in 300 pl einer Lésung, bestehend aus 15 mM Tris-HCI,
pH 8,0, 10 mM EDTA und 100 pg/ml RNaseA, resuspendiert. 300 pl einer Ldsung, bestehend aus
0,2N NaOH, 1% SDS, wurden hinzugefiigt und der Ansatz 5 min bel Raumtemperatur inkubiert.
Unter stédndigem Mischen wurden langsam 300 pul ener Losung von 3M K-Aceat (pH 5,5)
hinzugefugt und die Probe fir 5-10 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei 14000 rpm fur
15 min wurde der Uberstand in vorbereitete 2 ml Eppendorf GefalRe pipettiert und mit 800 pl
Isopropanol durch Invertieren gemischt. Nach Inkubation der Probe fir 5-10 min auf Eis wurde
erneut bei 14000 rpm fir ca. 25 min zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 500 pl 70 %igem Ethanol
gewaschen und unter einer Reinraumwerkbank getrocknet. Das getrocknete Sediment wurde in 40 pl
destilliertem Wasser aufgenommen. Die Rekombination der ¢cDNA der  Guanylyl-Cyclase-
Untereinheiten wurde mit Hilfe von bacmidspezifischen Oligonukleotiden in der PCR an diesen
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Bacmid-Praparationen Uberprift (M13/pUC_forward: 5'-CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CG-
3'; M13/pUC_reverse: 5°-AGC GGA TAA CAATTT CAC ACA GG-3).

2.2.2.3. Kultivierung der Sf9-Zellen

Die Sf9-Zdlen wurden im Brutschrank bel 27 °C inkubiert. Wenn nicht anders angegeben
wurde das serumfree Medium Sf-90011 SFM der Firma Gibco mit Penicillin und Streptomycin in
einer Endkonzentration von 50 U/ml (Penicillin) und 50 pg/ml (Streptomycin) verwendet. Dem
Medium wurde vor seiner Verwendung noch fetales Rinderserum (Gibco) in einer Endkonzentration
von 10 % (v/v) zugesetzt. Medium mit fetalem Rinderserum wird im weteren nur noch mit Sf-
900l SFM (++) bezeichnet. Sf9-Zdlen in Gewebekulturschalen wurden jeden zweiten Tag mit
frischem Medium versehen. Hierzu wurde zundchst das alte Medium abgesaugt und durch neues
Medium ersetzt. Die Zdlen wurden anschlie3end durch Klopfen abgd6st und gezéhlt. Je nach
Ausgangszdlzahl der Suspension wurden die Zdlen im Verhdltnis 1:2 bis 1:4 mit frischem Medium
verdiinnt, so daR eine Zdlzahl von ca. 0,5 x 10° Sf9-Zdlen/ml vorlag. Schittelkulturen wurden mit
mindestens 50 x 10° Zellen bei einer Zdldichte von ca. 0,5 x 10° Sf9-Zdlen/ml gestartet. Die Zdlen
verdoppdten sich dann etwa ale 18-24 Stunden. Zdldichten iiber 3,5 x 10° Sf9-Zdlen/ml wurden
durch Zugabe von Medium vermieden.

2.2.2.4. Transfektion der Sf9-Zellen

Pro Ansatz wurden 5 x 10° Sf9-Zdllen in eéne 35 mm Schale gegeben. 2ml des Mediums
Sf-90011 SFM  (++) wurden hinzugegeben und die Schalen bis zu einer Stunde bel 27 °C inkubiert,
damit sich die Zdllen am Schalenboden anheften konnten. Fir jede Transfektion wurden ca. 5 pl der
entsprechenden positiven Bacmid-DNA in 100 pl Sf-90011 SFM Medium und 6 pl Celfectin Reagenz
(Gibco) in 100 ul Sf-90011 SFM Medium vorbereitet. Diese beiden Ldsungen wurden vereinigt und
15-45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Fir jede Transfektion wurden den 200 pl der Mischung aus
Cdlfectin und DNA 800 pl Sf-90011 SFM Medium zugegeben, vorsichtig gemischt und auf die Zdlen
gegeben. Die Zdlen wurden fir 5 Stunden in enem Inkubator bei 27 °C inkubiert. Anschlief3end
wurde die Transfektionsmischung abgenommen und die adherierten Zdlen wurden mit 2 ml
Sf-90011 SFM Medium gewaschen, anschliefiend mit 2ml frischem Sf-90011 SFM (++) Medium
versetzt und im Inkubator bei 27 °C inkubiert. Der Uberstand wurde nach 5 Tagen in einer PCR mit
genspezifischen  Oligonukleotiden auf das Vorhandensein von rekombinanten Viren im
Zdlkulturmedium getestet. Bei einem positiven Befund wurde der Uberstand fiir die Amplifikation

von Viren verwendet.
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2.2.2.5. Amplifikation der isolierten Viren

Durch PCR-Untersuchung Uberprifte Transfektionsiiberstdnde, welche die gewiinschten
rekombinanten Baculoviren enthielten, wurden fir die erste Amplifikation eingesetzt. Dazu wurden
500 ul des Transfektionsilberstands mit 50 ml ener Zdlsuspension mit 1,8 x 10° Sf9-Zelen/ml
gemischt und fir 72 h als Schittelkultur inkubiert. Anschlief3end wurde die Suspension mit 2500 x g
bei 4°C fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 4 °C aufbewahrt. Fiur die 2. bzw. 3.
Amplifikation wurden 50 ml einer Zelsuspension mit 1,8 x 10° Sf9-Zelevml mit 2-3ml der
vorhergehenden Amplifikation gemischt. AnschlieRend wurde verfahren wie fur die erste
Amplifikation beschrieben.

2.2.2.6. Titerbestimmung der Virusldsungen

Die Titerbestimmungen der Virusldsungen wurden nach der Endpunktverdinnungsmethode
durchgefuihrt (Reed und Muench 1938). Dabei wird die Verdiinnung von Virusldsungen ermittet, die
50% der Kulturen infiziert. Dieser TCIDgse-Wert wurde nach der folgenden Gleichung in den
entsprechenden ,, plague forming unit* (pfu)-Wert umgerechnet:

pfu = 0,69 X TCIDsp.

Praktisch wurden 100 pl Zellen mit einer Dichte von 10° Sf9-Zdlen pro ml Sf-900I1 SFM (++)
Medium in die Vertiefungen eingr "96-wdl" Gewebekulturschale gegeben. Verdinnungen der
Virusiberstdnde in einer Konzentration von 10" bis 10® (erste Amplifikation) oder 10* bis 10
(zweite und dritte Amplifikation) wurden in je df verschiedenen Vertiefungen getestet, wobe eine
zwolfte Vertiefung uninfiziert als Negativkontrolle diente. Nach 5 Tagen Inkubation bel 27 °C wurde
optisch am Mikroskop durch die Morphologie der Sf9-Zelen bestimmt, ob es be der gegebenen
Viruskonzentration zu einer Infektion gekommen war. Eine ausfuhrliche Erlauterung der Methode mit
ihrer statistischen Basis findet sich bei Dougherty (1964) und Hughes und Wood (1986).

2.2.2.7. Infektion von Sf9-Zdlen zur Her stellung von rekombinantem Protein

Das fir die Infektion von Sf9-Zellen geeignete Verhdltnis von Viren (pfu) zu Zdlen wird MOI
(,multiplicity of infection*) genannt und hat as Einheit pfu/Zele. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden Zédllen in der Regd mit MOI-Werten von 0,5 — 3 infiziert. Fur die Herstellung von Sf9-
Zdlen im praparativen Mal3stab wurden diese in Schittelkultur vermehrt. In 100 ml-Erlenmeyer-
Kolben wurden 36 x 10° Sf9-Zellen in einem Volumen von 30 ml mit dem fir die gewiinschte MOI
bendtigten Volumen an Virus-Ldsung versetzt und 74 Stunden bei 27 °C inkubiert. Die Zelen wurden
mit bis zu drei verschiedenen rekombinanten Viren angeimpft, welche fir Guanylyl-Cyclase-
Untereinheiten kodieren.
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2.2.2.8. Gewinnung des cytosolischen und membranéren Proteins aus Sf9-Zellen

Die Zdlen wurden in Zentrifugenbecher Uberfiihrt und sedimentiert (4 °C, 2500 x g, 10 min).
Die Uberstande wurden verworfen und die Zédlen in je 4 ml Homogenisationspuffer (1 mM EDTA,
pH 8,0, 50mM TEA/HCI, pH7,6, 10mM DTT und 0,2uM Benzamidin) resuspendiert und
anschlieRend durch mehrmaliges Aufziehen durch eine Sterican®-Kaniile (0,45 x 25 mm, B.Braun)
aufgeschlossen. Zellkerne wurden durch Zentrifugation be 800x g fir 2min bei 4°C (ohne
Zentrifugenbremse) abgetrennt. Der Uberstand wurde in Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und die
Membranen fur 30 min bei 4 °C und mit 40000 x g von der cytosolischen Fraktion abgetrennt. Die
Membranfraktion wurde mit 4 ml des Homogenisationspuffers gewaschen (40000 x g, 4 °C, 10 min)
und anschliefend in einem gedigneten Volumen Homogenisationspuffer resuspendiert. Fir die
Bestimmung der Guanylyl-Cyclase-Aktivitdt wurden in der Regd 10 pl (40-50 pg Protein) der
cytosolischen oder membranéren SfO-Zdlfraktion eingesetzt. Diese Fraktionen wurden nur am Tag
der Aufarbeitung fur die Bestimmung der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat genutzt. Fir die nachfolgende
Proteinbestimmung wurden die cytosolischen bzw. membrandren Fraktionen im Verhdltnis 1:10
verdinnt. Fir Nachweise der rekombinanten Proteine mittels spezifischer Antikorper in Immunoblots
wurden Aliquots jeder Aufarbeitung bei —80 °C eingefroren.

2.2.3. Bestimmung der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat
Die Methode zur Bestimmung der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat beruht auf der Messung von aus
[0-PP]GTP gebildetem [*P]cGMP (Schultz und Béhme 1984). 40-50 ug Protein wurden in einem
Reaktionsvolumen von 100 pl in Anwesenheit von 0,025 mg Kreatin-Kinase, 50 mM TEA/HCI
(pH7,4), 1mM IBMX, 3mM MgCl,, 5mM Kreatinphosphat, 1 mM cGMP, 0,5mM GTP und
[0-2P]GTP fiir 10 min be 37 °C inkubiert. Durch die Zugabe von cGMP erhdht man nicht nur die
Wiederfindungsrate von [*P]-cGMP, sondern verringert auch den durch Phosphodiesterasen
abgebauten Antell an [¥P]-cGMP. Bei Bestimmung der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat unter
stimulierten Bedingungen wurde den Ansdtzen in unterschiedlichen Konzentrationen entweder
DEA/NO und/oder Guanylyl-Cyclase-Modulatoren zugegeben. Nach 10 min wurde die Reaktion
durch Zugabe von 0,5 ml 120 mM Zinkacetat-L 0sung gestoppt und die 5'-Nukleotide durch Zugabe
von 0,5ml 120 mM Natriumcarbonat-Lésung mit dem entstehenden Zinkcarbonat koprazipitiert
(Chan und Lin 1974). Das Prazipitat wurde durch Zentrifugation (Tischzentrifuge: 8 min bei
14000 rpm) abgetrennt, das [*P]cGMP verblieb im Uberstand. In Saulen wurde Aluminiumoxid mit
2ml 0,1 N Perchlorsaure angesduert und 900 pl Uberstand der Inkubationsansitze noch wahrend der
Ansauerung zugegeben und das [?P]cGMP an die Saule gebunden. Die Saule wurde zweimal mit
5ml demineralisiertem Wasser gespiilt. AnschlieRend wurde das [#P]cGMP mit 5ml 250 mM
Natriumacetat (pH 6,5) in Szintillationsgefale duiert. Die Zerfalle pro Minute (cpm) des *P wurden
durch Messung der Cerenkov-Strahlung in einem Flissigkeits-Szintillationszahler bestimmt. Zur
Berechnung der Guanylyl-Cyclase-Aktivitét benttigt man enen Leerwert, der durch enen Ansatz
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ohne Protein in der Versuchsreihe erziglt wurde. Nicht enzymatisch entstandenes [*P]cGMP konnte
so nachgewiesen werden. AnschlieRend wurde die Zahlrate des Leerwertes von den Zahlraten der
Ansétze abgezogen. Die Wiederfindungsrate wurde in enigen Ansdtzen durch den Einsatz von
[*?P]cGMP anstatt [0-*P]GTP bestimmt, da wahrend der Probenaufbereitung ein Teil des cGMP mit
dem entstehenden Zinkcarbonat kopréazipitierte bzw. nicht vollsténdig von den Aluminiumoxidsaulen
duiert werden konnte. Die Wiederfindungsrate wurde dann aus dem Verhdltnis von isolierter zu
eingesetzter Radioaktivitét errechnet und lag bei 0,5 + 0,05. Die Reinheit des [o-*P]|GTP lag bei 0,9.
Die spezifische Aktivitét der Guanylyl-Cyclase wurde als die Menge cGMP (in nmal), die von 1 mg
Protein in 1 min gebildet wurde, nach folgender Forme berechnet:

(C-Co) S

V= X
Ct Wx RGx Pxt

v spez. Aktivitét der Guanylyl-Cyclase (nmol cGMP x min™ x mg Protein™)

C Zéahlrate der Probe (cpm)

Co Zéahlrate des Leerwertes (cpm)

C Zahirate des eingesetzten [o-2P]GTP (cpm)

S Menge des eingesetzten Substrates 5'-GTP pro Ansatz (nmol)

w Wiederfindungsrate von cGMP  (bestimmt mit [*P]cGMP, um Verluste durch
Koprézipitation mit ZnCO; oder unvollstandige Elution von der Séule zu
quantifizieren)

RG  Renheitsgrad des [o-*P]GTP

P Proteinmenge pro Inkubationsansatz (mg)

t I nkubationsdauer (min)

2.2.4. Nachweis der Proteinexpression mittels |mmunoblots

2.2.4.1. Quantitativer Proteinnachweis

Die quantitative Proteinanalyse erfolgte nach der Methode von Bradford (Bradford et al. 1976).
Fir das Bradford-Reagenz wurden 100 mg Coomassie Brillant Blue (G 250) in 50 ml 95 %igem
Ethanol gelost und mit 100 ml 85 %iger Phosphorsdure versetzt. Die Mischung wurde mit
destilliertem Wasser auf ein Endvolumen von einem Liter gebracht. Als Standard wurde Plasma
vy Globulin (Biorad Protein Standard!) verwendet. Fir die Bestimmung der cytosolischen und
membrandren Proteinkonzentrationen wurden 10 pl Probe mit 90 pl destilliertem Wasser gemischt
und anschlief3end 5 ml des Bradford-Reagenzes hinzugegeben. Nach einer Inkubation von mindestens
10 Minuten wurde die Proteinmenge photometrisch bestimmit.
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2.2.4.2. Herstellung spezifischer Antiseren

Innerhalb der Arbeitsgruppe wurden spezifische Antiseren gegen die einzelnen Untereinheiten
der l6glichen Guanylyl-Cyclase hergestdlt. Geeignete, moglichst immunogene Peptidsequenzen
wurden mit Hilfe der Computerprogramme Protean (DNAstar™) und Antheprot Version 4.0 (Web
server http://pbil.ibcp.fr/INPSA) ausgewahit. Die ausgewéhlten Peptide wurden von der Firma

Eurogentech synthetisiert, Uber ein Cystein an KLH gekoppet und je zwei Kaninchen pro
Peptidsequenz  injiziert. Fur die Herstdlung der humanen oy-Antikbrper  wurden  zwei
Peptidsequenzen paralld injiziet. Am Tag O wurde Prammunserum entnommen, und die erste
Injektion von KLH-gekoppetem Peptidantigen vorgenommen. Am Tag 14, 28 und 56 wurde die
Injektion wiederholt. Testblutungen wurden an den Tagen 38 und 66, die finale Blutung der
Kaninchen am Tag 80 vorgenommen. Die Aminosauresequenzen der Peptide fur die einzelnen
Untereinheiten waren: EP990255: H2N-CSRKNTGTEETKQDDD-COOH (j3;-Untereinheit, Mensch,
AK 6889), EP990258: H2N-CKKVSYNIGTMFLRETSL-COOH (op-Untereinheit, AK 6884).
EP012493: H2N-FTPRSREEL PPNFP-CONH2 + EP012494: H2N-
CFQKKDVEDGNANFLGKASGID-COOH (oyp-Untereinheit, Mensch, AK 1200). Die Antiseren
gegen die op-Unterenheit und die humane B;-Untereinheit wurden an dem jeweiligen spezifischen
Peptid affinitétsaufgereinigt (Fa. Eurogentech). Die Bezeichnung der AntikOrper erfolgte durch die
Angabe der entsprechenden Untereinheit der NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase und die letzten vier
Ziffern der Kennummer des entsprechenden Kaninchens.

2.2.4.3. Western-Blot-Analyse

Fir die Untersuchung der Proteinexpression wurde aus infizierten Sf9-Zellen eine cytosolische
bzw. membrandre Fraktion prépariert und der Proteingehalt bestimmt. Zwischen 20 pg und 60 pg
Gesamtprotein wurden im Immunoblot engesetzt. Die Antikorper wurden in Verdinnungen zwischen
1:250 und 1:4000 verwendet. Die Spezifitdt der Antikorper wurde durch Peptidverdrangung mit dem
fur die Immunisierung verwendeten synthetischen Peptid in ener Konzentration von 2,5 pg/ml
Uberprift. Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE-Gededektrophorese (10 %iges
Trenngd, 150V) im Elektrophoresepuffer erfolgte der Transfer der Protene auf ene
Nitrocdlulosemembran (1 h be 250 mA in Transferpuffer). Nach einer Anfarbung der Proteine
mittels Ponceau S Farbung erfolgte die Markierung des Proteinstandards mit einem Kugeschreber
direkt auf der Nitrocelulosemembran. Zur Entfernung der Farbetsung und zum Abséttigen freier
Proteinbindungsstellen auf der Membran erfolgte eine einstiindige Inkubation in TBST-Puffer mit
enem Antell von 5% Milchpuler (w/v) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach dremaligem
Waschen der Membran in TBST-Puffer (je 5 Minuten) folgte eine 90 minltige Inkubation des ersten
Antikorpers in TBST-Puffer (0,5% Milchpulver) bei Raumtemperatur. Nach einer erneuten
Waschphase von 3 x 5 Minuten erfolgte eine einstiindige Inkubation mit enem 1:4000 verdinnten,
Peroxidase gekoppdten Anti-Kaninchen-1gG Antikorper in TBST-Puffer (0,5 % Milchpulver) bei
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Raumtemperatur. Nach nochmaligem Waschen mit TBST-Puffer wurde die Membran mit Hilfe des
“ECL Western blotting detection Systems* der Fa. Amersham entwickelt.

2.2.5. Anreinigung rekombinanter Proteine aus Sf9-Zellen mittels FPLC

2.2.5.1. Herstellung der cytosolischen Fraktion

Fir die Reinigung von NO-sensitiver Guanylyl-Cyclase wurden Sf9-Zdlen in Schittelkultur
vermehrt. Insgesamt wurden 1200 ml Zellsuspension mit einer Zddichte von 1,2 x 10° Sf9-Zdlen/ml
mit dem, fur die gewtinschte MOI benétigten Volumen an Virus-Lésung versetzt und 74 Stunden bei
27 °C inkubiert. Die Zdlen wurden in Zentrifugenbecher Uberfihrt und sedimentiert (4 °C, 2500 x g,
10 min). Die Uberstande wurden verworfen und die Zelen in 120 ml FPLC-Puffer 1 (50 mM
TEA/HCI, pH 8,0, 10 mM DTT und 1 mM Benzamidin) resuspendiert und mit 720 pl einer Protease-
Inhibitor-Mischung versetzt. Diese Suspension wurde anschlieflend in  ener sogenannten
Zdlaufschlussbombe (Parr®) bei 4 °C und 60 bar fiir eine Stunde unter Stickstoffbegasung inkubiert.
Nach der einstiindigen Aquilibrierungsphase wurde der Druck schlagartig verringert, wodurch es zum
Zdlaufschlu? kam. Zelkerne wurden durch Zentrifugation bei 800 x g fir 2 min bei 4 °C (ohne
Zentrifugenbremse) abgetrennt. Der Uberstand wurde in Zentrifugenrohrchen tberfuhrt, und die
Membranen fur 30 min bei 4 °C und mit 40000 x g von der cytosolischen Fraktion abgetrennt. Die
Membranfraktion wurde anschlie3end verworfen.

2.2.5.2. Anreinigungsstufen

Alle Chromatographie-Schritte wurden mit enem FPLC-System der Fa. Pharmacia Biotech
durchgefiihrt. Die Beladung der Saulen mit proteinhaltigen Suspensionen, das Waschen der Saulen
und die Elution von den S&ulen wurden mittels der Absorption bei 280 nm in einer Durchflusskiivette
kontrolliert.

2.2.5.2.1. Anionenaustausch-Chr omatogr aphie mittels Q-Sephar ose

Das Prinzip der Anionenaustausch-Chromatographie ist die unterschiedlich starke, reversible
Bindung von Proteinen, die bei pH-Werten oberhalb ihres pl-Wertes negativ geladen sind, an positiv
gdadene quaterndre Ammonium-Gruppen des Trégermaterials und anschlief3endes Aufheben dieser
Bindung durch kompetitives Verdrangen der Proteine durch Anionen anorganischer Salze. Die
Anionenaustausch-Chromatographie wurde mit 20 ml Q-Sepharose Fast Flow in einer C 20/16 Saule
mit dem Adapter AC 16 der Fa. Pharmacia Biotech durchgefihrt. Als Puffersystem wurden FPLC-
Puffer 1 und 2 verwendet. Unmittelbar vor Gebrauch wurde die Saule mit drei S&ulenvolumina
FPLC-Puffer 1 &quilibriert. Cytosolisches Protein wurde auf die &quilibrierte Q-Sepharose-Saule mit
ene Flussrate von 1,5 ml/min aufgetragen. Anschlief3end wurde die Saule mit FPLC-Puffer 1 bel
ener Flussrate von 1,5 ml/min gewaschen, bis sich die Absorption nicht mehr veranderte. Hiernach
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wurde die Saule mit einer Konzentration von 100 mM NaCl (90 % FPLC-Puffer 1, 10 % FPLC-
Puffer 2)  gewaschen, bis sich die Absorption nicht mehr veranderte. Die Elution erfolgte mittels
enes linearen Gradienten, wobel die NaCl-Konzentration tGber ein Volumen von 60 ml von 100 mM
auf 1000 mM gesteigert wurde. Das Elutionsvolumen wurde in 2 ml Fraktionen gesammelt und auf
Guanylyl-Cyclase-Aktivitét (siehe 2.2.3.) hin untersucht. Alle Fraktionen, in denen Guanylyl-
Cyclase-Aktivitét nachgewiesen werden konnte, wurden anschlie3end verenigt.

2.2.5.2.2. Adsor ptionschr omatogr aphie mittels Hydr oxyapatit

Hydroxyapatit ist eine kristalline Form des Kalziumphosphats, das DNA und Proteine tber die
Interaktion mit deren Phosphatgruppen bindet. Diese Bindung kann durch eine Erhthung der
Phosphat-K onzentration im Puffersystem aufgehoben werden. Dieser zweite Chromatographie-Schritt
wurde mit einer Keramik-Hydroxyapatit-Saule der Fa. Biorad (8 x 1,6 cm) durchgefiihrt. Unmittelbar
vor Gebrauch wurde die Saule mit drei Sdulenvolumina FPLC-Puffer 3 &quilibriert. Die im ersten
Chromatographie-Schritt vereinigten Fraktionen wurden unmittelbar auf die Hydroxyapatit-Saule mit
ener Flussrate von 1 ml/min aufgetragen. Als Puffersystem wurde FPLC-Puffer 3 und 4 verwendet.
AnschlieRend wurde die Saule mit FPLC-Puffer 3 bel einer Flussrate von 1 ml/min gewaschen bis
sich die Absorption nicht mehr veranderte. Hiernach wurde die Saule mit einer Konzentration von
37 mM Kaliumphosphat (91 % FPLC-Puffer 3, 9 % FPLC-Puffer 4) gewaschen, bis sich die
Absorption nicht mehr veranderte. Die Elution erfolgte mittels enes linearen Gradienten, wobei die
Kaliumphosphat-Konzentration tUber en Volumen von 30 ml von 37 mM auf 400 mM gestegert
wurde. Das Elutionsvolumen wurde in 1 ml Fraktionen gesammet und auf Guanylyl-Cyclase-
Aktivitdt (siehe 2.2.3.) hin untersucht. Alle Fraktionen, in denen Guanylyl-Cyclase-Aktivitét
nachgewiesen werden konnte, wurden anschlief3end vereinigt.

2.2.5.2.3. Gdfiltrationschromatogr aphie mittels Super dex

Das Prinzip der Gdfiltration beruht darauf, dass native, globulére Proteine aufgrund ihrer
Zusammensetzung (Homomer, Dimer etc.) ene unterschiedliiche Grofe aufweisen. In  der
Gdfiltrationsmatrix wandern grof3ere Proteine schndler, da sie schlechter mit den Poren der Matrix
interagieren konnen als kleinere Proteine, so dass hierdurch eine Trennung von nativen Proteinen
unterschiedlicher Grof3e erreicht wird. Dieser abschlie3ende Chromatographie-Schritt wurde mit einer
Superdex 200 Sdule (60 x 16 cm) der Fa. Pharmacia Biotech durchgefiihrt. Vor Gebrauch wurde die
Saule mit einem Saulenvolumen FPLC-Puffer 5 &quilibriert. Die im zweiten Chromatographie-Schritt
vereinigten Fraktionen wurden unmittelbar auf die Gdfiltrationssdule mit einer Flussrate von
0,75 mi/min aufgetragen und euiert. Aufgrund der Sdulencharakteristika wurde lediglich FPLC-
Puffer 5 verwendet. Im Anschluss an die Chromatographie wurden die Elutionsfraktionen (2 ml) auf
Guanylyl-Cyclase-Aktivitét hin untersucht (2.2.3.). Alle Fraktionen, in denen Guanylyl-Cyclase-
Aktivitat nachgewiesen werden konnte, wurden anschlief3end verenigt.
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2.2.5.2.4. Centricon-Verfahren

Die vereinigten Fraktionen, in denen Guanylyl-Cyclase-Aktivitét zu messen war, wurden im
Anschluss an die Gefiltration aufkonzentrtiert. Dazu bedienten wir uns dem Centricon-Verfahren (Fa.
Millipore). Hierzu wurde die Guanylyl-Cyclase-Losung mittels Zentrifugation (20000 x g, 4 °C)
durch eine Cedlulosemembran filtriert, bis ein Endvolumen von etwa 200 pl erreicht war. Aufgrund
der Porengrof3e der Membran, die nur einen Membrandurchgang von Proteinen mit einer molekularen
Masse von weniger as 30 kDa erlaubt, wurde so der Guanylyl-Cyclase-Enzymkomplex
aufkonzentriert, da dieser ene deutlich hohere Molekilmasse aufweist.

2.2.5.3. Untersuchung des anger einigten Proteins

Von dem Konzentrat wurden direkt nach dem letzten Zentrifugationsschritt des Centricon-Verfahrens
100 pl fir eine photometrische Untersuchung eingesetzt. Hierbei wurde die Absorption der Protein-
Lésung unter verschiedenen Versuchsbedingungen tiber einen Wedlenldngenbereich von 350-550 nm
detektiert. Nach der Messung wurden die hier engesetzten 100 pul sowie die restlichen 100 pl
Konzentrat mit 10 % Glycerol versetzt und bei —80 °C fir spétere Untersuchungen eingefroren.

2.2.6. Statistische Auswertung

De Student t-Test wurde verwendet, wenn lediglich zwe Gruppen auf signifikante
Unterschiede in ihren Mittelwerten hin untersucht wurden. Fir eine multivariante Untersuchung
mehrerer Gruppen erfolgte eine Analyse mittels eines einseitigen ANOVA-Tests einschlieldlich enes
Newman-K euls-Nachfolgetests. Ein Wert von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der B,-Untereinheit der Ratte

3.1.1. Identifikation eines neuen Startcodons der B,-Untereinheit der Ratte

Zehn Jahre nach der Klonierung der B-Untereinheit aus Rattenniere (Yuen et al. 1990) konnte
noch keine katalytische Aktivitét dieser Untereinheit gezeigt werden. Ein Vergleich der kirzlich
klonierten humanen B.-Untereinheit (Behrends und Vehse 2000) mit der B;-Untereinheit der Ratte
zeigte, dass in einem Leserahmen Homologien zum aminoterminalen Abschnitt der 3;-Untereinheit
vorhanden sind. Hier fand sich ein ,,MYG"-Motiv, welches auch in B-Untereinheiten evolutiondr weit
entfernter Spezies wie der Fruchtfliege (Drosophila, Shah und Hyde 1995), des Tabakschwéarmers
(Manduca, Nighorn et al. 1998, Nighorn et al. 1999) und des japanischen Knochenfisches Medaka
(Oryzias latipes, Mikami et al. 1998, Mikami et al. 1999) konserviert ist. Dies warf die Frage auf, ob
die B,-Untereinheit der Ratte ebenfalls en solches Motiv beinhalten konnte und ob das Fehlen dieses
Motives fur die mangelnde enzymatische Aktivitat der B,-Untereinhet verantwortlich sein konnte.
Die von Yuen und Mitarbeitern verdffentlichte Sequenz ist im Vergleich zur P;-Untereinheit
aminoterminal um 62 Aminosauren verkirzt (Yuen et al. 1990). Im 5 -nichttrandatierten Bereich der
verdffentlichten Sequenz existieren Homologien zur 3;-Untereinheit und eine Konsensussequenz fir
eine Intron/Exon-Grenze. Daher vermutete Koesling, dass es sich bel der verdffentlichten Sequenz um
eine unvollstandige MRNA handdte (Koesling 1995). Koesling konnte im 5™-nichttranslatierten
Bereich einen verlangerten Klon isolieren, der ein zusétzliches Exon einschliefd. Dieser Klon weist
starke Homologien zu der von Behrends und Vehse klonierten menschlichen B,-Untereinhet auf,
alerdings fehlt bel diesem Klon in der abgdeteten Aminosiuresequenz das Methionin des
Startmotivs ,MYG". Ein anderes Methionin wurde von Koesling als Startcodon angenommen, so dass
der erhaltene Klon im Vergleich zur ;-Untereinheit aminoterminal um neun Aminosauren verlangert
ist. Bei diesem Klon konnte ebenso wie be dem von Yuen isolierten Klon keine Enzymaktivitat
festgestdlt werden (Koesling 1995). Daher vermuteten wir, dass der von Koesling isolierte Klon ein
weiter im 5-Bereich liegendes Exon mit dem zwischen den Spezies hochkonservierten
Startmethionin noch nicht einschlie. Mit Hilfe der RACE-PCR konnten wir innerhalb der
Arbeitsgruppe eine neue Sequenz aus dem 5°-Bereich isolieren, die ein zuvor nicht identifiziertes
Exon mit enem Startmethionin einschlief. Abbildung5 zeigt die aus dieser cDNA-Sequenz
abgeleitete Aminosauresequenz mit eéinem konservierten , MY G*-Motiv der B,-Unterenheit der Ratte
im Vergleich zu Aminosduresequenzen anderer -Untereinheiten. Ebenso wie be der ,-Untereinheit
der Ratte liegt das ,MYG*-Motiv der humanen B-Untereinheit am Ende des ersten Exons. Dieses
Muster findet sich ebenfalls be der genomischen Sequenz der [;-Untereinheit der Fruchtfliege

Drosophila, des M edaka-Fisches Oryzias latipes und auch der humanen 3;-Sequenz.
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Abbildung 5: Aminosdurevergleich der isolierten Bo-Untereinheit der Ratte mit der humanen B,-Untereinheit, der PBs-
Untereinheit aus Manduca sexta und der B;-Untereinheit der Ratte. Identische Aminoséuren mit der 3,-Untereinheit der
Ratte sind grau unterlegt. Die Sequenz der B,-Untereinheit der Ratte ab Aminoséure 61 (unterstrichen) ist identisch mit der
cDNA, die in anderen Expressionsstudien verwendet wurde (Gupta et al. 1997). Die humane B,-Untereinheit zeigt zwei
verschiedene Leseraster (siehe Behrends und Vehse 2000; *, Stopcodon). Durch Punktmutation verénderte Aminosauren
sind eingerahmt.
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Ein Aminosaurevergleich der neuen B,-Variante der Ratte zeigte eine Aminosauredhnlichkeit
von 78% im Verglech zur Sequenz der menschlichen B,-Untereinhet. Auffélig ist bel dem
Sequenzvergleich  zwischen diesen beiden Untereinheiten, dass die humane [,-Untereinheit
carboxyterminal verkirzt vorliegt (Abb. 5). Die carboxyterminale Verkirzung in der humanen
Sequenz fihrt zu einem Fehlen einer potentiellen Isoprenylierungssequenz, welche in der Sequenz der
B.-Untereinheit der Ratte als ,,CVVL"-Mativ zu finden ist. Eine solche Sequenz findet sich u.a. bei
alen ras-Proteinen und ist dort en Erkennungssignal, welches eine Isoprenylierung dieser Proteine
zur Folge hat (Hancock et al. 1989).

3.1.2. Enzymaktivitatsunter suchungen an der neuen B,-Variante der Ratte

3.1.2.1. Untersuchungen an B,

Zunachst wurden Sf9-Zdlen mit der oy- und der B;-Untereinheit koinfiziert (Abb. 6). Hierbe ergab
sich eine basale cGMP Produktion von 1156 + 134 pmol cGMP / min x mg (n = 3), die erheblich tber
den Kontrollwerten lag. Die Spezifitét der cGMP-Produktion wurde tberpriift, indem DEA/NO oder
zusétzlich der NO-unabhangige Modulator YC-1 hinzugegeben wurden (Friebe et al. 1996, Mulsch et
al. 1996).
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Abbildung 6: Guanylyl-Cyclase-Aktivitét in cytosolischen Fraktionen aus infizierten Sf9-Zellen. Die cytosolischen
Fraktionen wurden unter basalen Bedingungen (schwarze Sdulen), in der Gegenwart von 100 uM DEA/NO (weil3e Saulen)
oder in der Gegenwart von 100 uM DEA/NO und 100 pM Y C-1 (graue Sdulen) untersucht. Die Messungen wurden in
Gegenwart von 3 mM MgCI, durchgefihrt. Die Daten représentieren Mittelwerte (£ S.E.M.) aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen.
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In Gegenwart von DEA/NO konnte eine deutliche Zunahme der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat
auf 21843 £ 2432 pmol cGMP/ minx mg (n = 3) gemessen werden. Diese wurde in der zusétzlichen
Gegenwart von YC-1 noch weiter gesteigert. In Ubereinstimmung mit publizierten Daten wurden
diese Enyzmaktivitaten nur bei Koexpression der oy- und der B;-Untereinheit erhalten (Harteneck et
al. 1990, Buechler et al. 1991). Die alleinige Expression der [B;-Untereinheit diente daher als
Negativkontrolle. Eine Koexpression der hier beschriebenen B,-Untereinheit, die das konservierte
Startsequenzmotiv. ,MYG* aufwest, mit der oy-Untereinhet zeigte in Anwesenheit von
Magnesiumionen als divalentem Kation keine Enzymaktivitét (Abb. 6). Die gemessene cGMP-
Produktion im Cytosol aus Sf9-Zedlen entsprach der beschriebenen Negativkontrolle. Die basale
cGMP-Produktion, die durch Zugabe von DEA/NO bzw. YC-1 nicht weiter gesteigert wurde, kann
auf ene schwache endogene Guanylyl-Cyclase-Aktivitét der Sf9-Zdlen zurlickgefthrt werden.

Waéhrend der Durchfiihrung dieser Experimente wurde die Klonierung der sogenannten [3z-
Untereinheit be dem Insekt Manduca sexta verdffentlicht, die in Abwesenheit einer weiteren
Untereinheit nur in Anwesenheit von 4 mM MnCl, Enzymaktivitét aufwies (Nighorn et al. 1999). Der
Aminoséurevergleich zwischen der B,-Untereinheit der Ratte wies in der katalytischen Doméne
(Aminosauren 454-596 der B-Untereinheit der Ratte) die hochste Homologie mit dieser Bs-
Untereinheit auf (Abb. 5).
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Abbildung 7: Guanylyl-Cyclase-Aktivitét in cytosolischen Fraktionen aus infizierten Sf9-Zellen. Die cytosolischen
Fraktionen wurden unter basalen Bedingungen (schwarze Sdulen), in der Gegenwart von 100 pM DEA/NO (weil3e Saulen)
oder in der Gegenwart von 100 uM DEA/NO und 100 pM Y C-1 (graue Sdulen) untersucht. Die Messungen wurden in
Gegenwart von 3 mM MgCI, durchgefihrt. Die Daten représentieren Mittelwerte (£ S.E.M.) aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen.
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Um zu untersuchen, ob die Sequenzhomologie zwischen diesen beiden B-Unterenheiten in der
katalytischen Doméne auch ein dhnliches Verhalten auf biochemischer Ebene zeigt, wurde die B,-
Untereinheit der Ratte in Abwesenheit ener weteren Guanylyl-Cyclase-Untereinheit in Gegenwart
von Mangan als divalentem Kation untersucht (Abb. 7). Zur Kontrolle wurden die Sf9-Zdlen
wiederum nur mit der B;-Untereinhet infiziert. Unter basalen Bedingungen konnte eine signifikant
héhere cGMP-Produktion nach Infektion der Sf9-Zdlen mit der B-Untereinheit (46,65 + 2,93 pmol
cGMP / min x mg; n=9) im Vergleich zur Kontrolle (23,66 + 3,43 pmol cGMP / min x mg; n=7)
ermittelt werden. Die Zugabe des NO-Donors DEA/NO fihrte zu ener signifikanten Erhéhung der
Guanylyl-Cyclase-Aktivitét im Cytosol von [, infizierten Sf9-Zdlen auf 151,54 + 20,67 pmol cGMP
/ min x mg (n=15), nicht hingegen in der cytosolischen Fraktion von [; infizierten Zelen
(32,16 £ 2,73 pmol cGMP / minx mg; n= 7). Die zusétzliche Gabe von YC-1 fuhrte nicht zu enem
weiteren Anstieg in der Guanylyl-Cyclase-Aktivitét (128,46 + 3,56 pmol cGMP / min x mg; n = 6).

3.1.2.2. Unter suchungen an B,E596A

Die Mutagenese enes Glutamatrestes innerhalb der katalytischen Doméne der homomeren,
membrangebundenen Guanylyl-Cyclase A fihrt zu einem konstitutiv aktiven Enzym, welches nicht
mehr durch senen nattrlichen Liganden ANP reguliert werden kann (Wedd et al. 1997). Diese
Veranderung im katalytischen Zentrum wurde von uns auch an der 3,-Untereinheit durchgefiinrt. Die
resultierende Punktmutante wurde mit B,ES96A bezeichnet (Abb. 7). Die Mutation dieser einzelnen
Aminosaure flhrte zu einem Enzym, das in der Gegenwart von DEA/NO ene 32-fache Steigerung in
der cGMP-Produktion zeigte (von 83,51 + 11,13 auf 2655 + 100 pmol cGMP / min x mg; n= 7). Die
Mutagenese des Glutamatrestes schien zundchst keine signifikante Verdnderung in der basalen
Guanylyl-Cyclase-Aktivitét  hervorzurufen (46,65 + 2,93 pmol cGMP/minxmg fur B, zu
83,51 + 11,13 pmol cGMP / min x mg fur B, E596A; n= 9 bzw. n= 7). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen fur den nichtmutierten Enzymkomplex der B,-Untereinheit konnte auch hier keine
Aktivitdtszunahme in der zusétzlichen Gegenwart von Y C-1 detektiert werden.

3.1.2.3. Substratabhangigkeit der beiden B,-Varianten

Zur weiteren Charakterisierung der beden B-Untereinheiten, 3, und B,E596A, wurden die
Enzymaktivitdten in Abhéngigkeit der angebotenen Substratkonzentration untersucht. Abbildung 8
zeigt die Enzymaktivitét in Abhangigkeit der GTP-Konzentration unter basalen Bedingungen in
enem Lineweaver-Burk-Diagramm fir beide B-Varianten (Abb. 8A: B, und Abb. 8B: B,E596A).
Durch die Mutation des Glutamatrestes im katalytischen Zentrum kam es zu ener deutlichen
Verminderung der Substrataffinitét im Verglech mit der nichtmutierten B,-Untereinhet, die sich als
signifikante Erhéhung im K.-Wert zeigte (Tab. 1). Dieser Effekt konnte sowohl unter basalen als
auch unter DEA/NO-stimulierten Bedingungen beobachtet werden. Ein Verglech der Vg,-Werte
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zeigte, dass die Enzymaktivitét von B,E596A unter basalen Bedingungen deutlich héher war als von
.. Dies steht im scheinbaren Gegensatz zu den Daten aus Abbildung 7, allerdings wurde dort eine
Substrat-Konzentration von 500 pM GTP gewahit. Durch die Untersuchung der Enzymkinetik konnte
aber ermittet werden, dass die Substratsdttigung der B,E596A-Mutante erst bel einer GTP-
Konzentration von 1626 + 93 uM GTP erreicht ist (Tab. I; n=3).
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Abbildung 8: Basale Guanylyl-Cyclase-Aktivitét in Abhéngigkeit der Substratkonzentration. Zur Ermittiung der K- und
Vmax-Werte wurde die doppelt reziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk gewdhlt. Die Abbildung zeigt die
Substratabhangigkeit fir B, (A) und fir B,E596A (B) in Anwesenheit einer freien Mn?*-Konzentration von 4 mM. Es
wurden GTP-Konzentrationen zwischen 0,01 und 8 mM eingesetzt. Die Daten représentieren Mittelwerte (£ SE.M.) aus
drei unabhéngigen Versuchen.
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Unter NO-stimulierten Bedingungen erhdhte sich bel beiden .-Varianten die Substrataffinitét,
was sich in verringerten K, -Werten ausdriickt. So fuhrte die Gabe von 100 pM DEA/NO zu ener
3-fachen Reduzierung des K -Wertes bel 3, (von 375 + 33 auf 136 = 16 uM GTP; n=3) und ener
5-fachen Reduzierung bei ,E596A (von 1626 + 93 auf 341 + 46 uM GTP; n = 3). Die V»-Werte
erhohten sich von 36 + 2 auf 144 + 29 pmol cGMP / min x mg fur 3, (4-fach; n = 3) und von 515 + 59
auf 4750 = 659 pmol cGMP / min x mg fur B,E596A (9-fach; n = 3). Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Anwesenheit von DEA/NO die Affinitét der B,-Varianten zu ihrem Substrat deutlich erhoht.

Kmn-Werte
Untereinheiten UM GTP
basal +DEA/NO
B2 375+ 33 136+ 16
B2E596A 1626 + 93 341 + 46
Vima-Werte
Untereinheiten pmol cGMP / minx mg
basal +DEA/NO
B2 36+2 144 + 29
B2E596A 515+ 59 4750 + 659

Tabelle 1: K- und Vma-Werte von B, und B,E596A unter basalen und NO-stimulierten Bedingungen. Die Daten
représentieren Mittelwerte (= S.E.M.) aus drei unabhéngigen Versuchen in der Abwesenheit (basal) oder Anwesenheit von
100 pM DEA/NO (+DEA/NO). Die Messungen wurden in der Gegenwart von 4 mM Mn?* durchgefiihrt.

3.1.2.4. Einfluss von Aktivatoren und I nhibitoren der 16slichen Guanylyl-Cyclase auf die
B,-Enzymaktivitat

3.1.2.4.1. Konzentr ationsabhangige Aktivierung durch DEA/NO

Um einen direkten Vergleich der ECs-Werte zwischen 3, und B,E596A zu erhalten, wurden
die ermittelten Ergebnisse als relative Werte dargestellt (Abb. 9; n = 3). Maximale Enzymaktivitaten
wurden als 100 % gesetzt und alle anderen Werte relativ dazu ausgedriickt. Beide B.-Varianten
zeigten eine deutliche, konzentrationsabhéngige Aktivierung durch DEA/NO. Fur B, bzw. B,E596A
ergaben sich maximale Aktivitéten von 158 = 21 bzw. 2442 + 233 pmol cGMP / min x mg. Die
ermittdten ECs-Werte beider Konzentrations-Wirkungskurven unterschieden sich nicht signifikant
voneinander (34+9 nM DEA/NO fir B, und 43 £ 5 nM DEA/NO fir B,E596A). Um diese
Ergebnisse mit der oy/fB;-Isoform zu vergleichen, wurde auch fur dieses Heterodimer ene

Konzentrations-Wirkungskurve erstdlt. Es ergab sich ene maximale Enzymeaktivitdt von
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21843 + 2432 pmol cGMP / min x mg. Ein direkter Verglech der ECs-Werte zeigte enen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden B.-Varianten und ou/B;. So war der ECsy-Wert fir
ou/B1 mit 414+ 68 nM DEA/NO um eine Grofenordnung nach rechts verschoben, d.h. beide (.-

Varianten wiesen unter diesen Versuchsbedingungen eine hthere Affinitat zu NO auf als ou/B;.
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Abbildung 9: Einfluss steigender DEA/NO-Konzentrationen (von 0,1 nM bis 100 uM) auf die Enzymaktivtét verschiedener
Guanylyl-Cyclase-Isoformen. Zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Isoformen untereinander in einer Abbildung
wurden die Enzymaktivitéten als prozentuale Werte der maximalen cGMP-Produktion dargestellt. Die Kurven zeigen die
enzymatischen Aktivitdten von B, (offene Kreise), BE596A (geschlossene Kreise) und ou/B; (offene Quadrate). Die
Messungen wurden in Gegenwart von 4 mM Mn*" durchgefilhrt. Alle Werte stellen Mittelwerte (+ SEE.M.) aus drei
unabhangigen Versuchen dar.

3.1.2.4.2. Konzentr ationsabhangige | nhibition durch ODQ

Der Einfluss des gut charakterisierten Inhibitors der IGslichen Guanylyl Cyclase, ODQ
(Garthwaite et al. 1995), wurde unter NO-stimulierten Bedingungen getestet. Zur Kontrolle wurde die
cytosolische Fraktion von oy/P; infizierten Sf9-Zelen engesetzt (Abb. 10; n= 3). Auch hier wurden
zur besseren direkten Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Guanylyl-Cyclase-Isoformen
relative Werte dargestdlt. Die maximal ermittelte Enzymaktivitét wurde als 100 % gesetzt und alle
anderen Ergebnisse daran angeglichen. Fur o,/B; ergab sich eine maximale Enzymaktivitéat von
50838 + 2663 pmol cGMP/ minx mg, welche durch steigende ODQ-Konzentrationen signifikant
verringert werden konnte. Der 1Cs-Wert fur o/, konnte mit 5,3 £ 1,2 uM ODQ berechnet werden.
Ein inhibitorischer Effekt durch ODQ war auch in den cytosolichen Fraktionen von 3, bzw. 3,E596A
infizierten  Sf9-Zelen  deutlich  nachweisbar. Die maximalen  Enzymaktivitdten von
139+ 32 pmol cGMP/ minx mg fur B, bzw. 2710+ 361 pmol cGMP/ minx mg fur [,E596A

konnten durch steigende ODQ-Konzentrationen signifikant vermindert werden. Die hieraus
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resultierenden 1Cs-Werte (2,4 = 1,0 puM ODQ fir B, und 2,5 £ 0,4 uM ODQ fur B,E596A) waren

weder untereinander, noch im Vergleich zu dem | Cs-Wert fiir ow/B, signifikant verschieden.
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Abbildung 10: Einfluss steigender ODQ-Konzentrationen auf die Enzymaktivtéat verschiedener Guanylyl-Cyclase-
Isoformen. Zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Isoformen untereinander in einer Abbildung wurden die
Enzymaktivitéten als prozentual e Werte der maximalen cGM P-Produktion dargestelIt. Die Kurven zeigen die enzymatischen
Aktivitdten von B, (offene Kreise), B,E596A (geschlossene Kreise) und o./B; (offene Quadrate) in Anwesenheit von 1 uM
DEA/NO. Die Messungen wurden in Gegenwart von 4 mM Mn* durchgefiihrt. Alle Werte stellen Mittelwerte (+ S.E.M.)
aus drei unabhangigen Versuchen dar.

3.1.2.4.3. Einfluss von Tween 20 und Protopor phyrin I X

Untersuchungen anderer Arbetsgruppen haben gezeigt, dass ene Inkubation von o/p-
Isoformen der 16slichen Guanylyl-Cyclase mit dem Detergenz Tween 20 zu einem Verlust der Ham-
Gruppe fuhrt, und damit die NO-Sensitivitdt aufgehoben wird (Foerster et al. 1996). Um zu
untersuchen, ob auch die beiden B-Varianten ene prosthetische Hamgruppe binden, wurde die
cGMP-Produktion von 3, und ,E596A in Anwesenheit von 1 % Tween 20 untersucht (Abb. 11, A
und B). Die Enzymaktivitdt wurde sowohl unter basalen Bedingungen als auch in Anwesenheit von
100 pM DEA/NO gemessen. Die Zugabe von 1 % Tween 20 verringerte die basale Enzymaktivitét
be beden B,-Varianten, allerdings nicht in signifikantem Ausmal3. Die Kombination von Tween 20
und 100 UM Protoporphyrin IX unter basalen Bedingungen fihrte zu ener Zunahme der cGMP-
Produktion fur 3, (von 46,65 * 6,20 auf 61,69 = 7,03 pmol cGMP / min x mg; Abb. 11A; n =8 bzw.
n=15) und ener signifikanten Erhdhung der Enzymaktivitdt be [B,E596A (von 63,06 + 3,92 auf
269,22 + 16,50 pmol cGMP/ minx mg; Abb. 11B; n=3). Deutlichere Effekte wurden in
Anwesenheit von 100 uM DEA/NO beobachtet. Die Zugabe von 1 % Tween 20 fihrte hier bel beiden
B.-Varianten zu einer signifikanten Verringerung in der Enzymaktivitét. Tween 20 reduzierte die NO-
stimulierte cGMP-Produktion bel 3, von 151,54 + 23,31 auf 36,51 + 4,50 pmol cGMP / min x mg

(Abb.11A; n=15 bzw. n=3) und bea [BE596A von 1911,39+86,04 auf
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71,45 + 4,82 pmol cGMP/ min x mg (Abb. 11 B; n = 3). Eine Erhthung der enzymatischen Aktivitat
konnte durch die zusétzliche Inkubation mit 100 uM Protoporphyrin IX erreicht werden (Abb. 11, A
und B)

180 -
N basal
1 NO

>
|_|

120

60

Guanylyl-Cyclase=AKktivitat
(pmol cGMP /min x mg)

0 [
Kontrolle Tween Tween + PPIX

2000 -
N basal
I NO

1800 -
5001

w

250 -

Guanylyl-Cyclase=Aktivitat
(pmol cGMP /min x mg)

N Bl &[]

Kontrolle Tween Tween + PPIX

Abbildung 11: Einfluss von Tween 20 und Protoporphyrin IX (PPIX) auf die Guanylyl-Cyclase-Aktivitét in der
cytosolischen Fraktion von B, (A) oder B,E596A (B) infizierten Sf9-Zellen. Die cytosolischen Fraktionen wurden in
Abwesenheit (schwarze Sdulen) oder in Anwesenheit von 100 uM DEA/NO (weif3e Saulen) auf ihre Enzymaktivitét hin
untersucht. Tween wurde in einer Konzentration von 1 % (v/v) und PPIX in einer Konzentration 100 uM eingesetzt. Die
Messungen wurden in Gegenwart von 4 mM Mn®* durchgefiihrt. Alle Werte stellen Mittelwerte (+ S.E.M.) aus mindestens
drei unabhéngigen Versuchen dar.

Die verminderte Aktivierung der B.-Varianten durch ProtoporphyrinIX im Vergleich zu
DEA/NO zegte, dass Protoporphyrin IX en weniger effektiver Aktivator der Guanylyl-Cyclase-
Isoformen ist als DEA/NO (Ignarro et al. 1984). Die Anwesenheit von Tween 20 fihrte in diesen
Versuchen zu eénem Verlust der NO-Sensitivitét bel beiden [3,-Varianten. Die durch Protoporphyrin
IX stimulierte cGMP-Produktion konnte durch Tween 20 nicht inhibiert werden. Diese Ergebnisse

zeigen, dass die Anwesenhat von Tween 20 mit dem Verlust einer moglichen H&m-Gruppe in
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Einklang zu bringen ist, wie dies fir die bisher bekannten Isoformen der 16slichen Guanylyl-Cyclase
beschrieben ist (Foerster et al. 1996).

3.1.2.5. Unter suchungen ver schiedener B,-M utanten

Die carboxyterminale Aminosauresequenz der 3,-Untereinheit der Ratte (CVVL) weist auf eine
mogliche Isoprenylierung dieser Untereinheit hin. Wir untersuchten, ob die An- oder Abwesenheit
dieser Isoprenylierungssequenz eine Verénderung in der Verteillung der enzymatischen Aktivitét
zwischen cytosolischer und membranédrer Fraktion infizierter Sf9-Zellen zur Folge hat. Um diese
Frage zu beantworten, wurden Mutanten hergestdit. Dabel wurden ene carboxyterminale
Ddetionsmutante (3,AC4s) und eine Mutante mit einem Aminosdureaustausch ($,C739S), wie im
Methodentell beschrieben, erzeugt. Der Aminosaureaustausch in 3,C739S fuhrt zu einem Verlust der
potentiellen Isoprenylierungssequenz, da der Serinrest eine entscheidende Voraussetzung flr ene
Isoprenylierung ist (Zhang und Casey 1996).

Ein Vergleich der Enyzmaktivitdt von B,ACs und B,C739S mit B, und [, E596A in
Anwesenheit von 4mM Mn* zeigte, dass beide Varianten basale und NO-stimulierbare
Enyzmaktivitdt aufwiesen (Abb. 12A). In der cytosolischen Fraktion ergab sich fur ,C739S ene
basale cGMP Produktion von 49,49 + 4,35 pmol cGMP / min x mg (n = 11), welche durch die Zugabe
von 100 uM DEA/NO auf 442,26 + 34,80 pmol cGMP / min x mg (n = 9) gesteigert werden konnte.
Damit war die NO-stimulierte  Enzymaktivitét  signifikant hoher als ba [,
(151,54 + 23,31 pmol cGMP / min x mg; n=15) aber niedriger as ba  [B,E596A
(2655,40 + 198,67 pmol cGMP / min x mg; n=12). Ein verglechbares Resultat wurde fur ,ACys
erhalten (Abb. 12A). Die Messungen der enzymatischen Aktivitéten aller vier B-Varianten in der
membrandren Fraktion unter 4 mM Mn?* zeigten, dass das Verhéltnis der Enzymaktivitéat zwischen
Cytosol- und Membranfraktion etwa 1:1 betrug (Abb. 12A). Durch die Eliminierung der
Isoprenylierungssequenz konnte also keine Verdnderung der enyzmatischen Aktivitétsvertellung in
der Gegenwart von 4 mM Mn®* erreicht werden.

Die Messungen aller vier Varianten in der Gegenwart von 3 mM Mg? zeigte, dass firr B, und
B.E596A weder in der cytosolischen noch in der membranéren Fraktion Enzymaktivitét nachzuwe sen
war (Abb. 12B). Im Gegensatz dazu lief3en sich fur ,C739S und (3,AC,s unter diesen Bedingungen
Enzymaktivitéten nachweisen, die durch 100 uM DEA/NO signifikant gesteigert wurden (von
40,20 + 37,56 auf 276,31 + 47,48 pmol cGMP / min x mg fur B,C739A; n=11 bzw. n =4, und von
54,55+ 31,69 auf 274,21+ 36,71 pmol cGMP/ minx mg fur B,ACs n=9 bzw. n=4). Die
Enzymaktivitét dieser beiden Varianten fand sich nahezu ausschliel3dich in der cytosolischen Fraktion
(Abb. 12B).
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Abbildung 12: Guanylyl-Cyclase-Aktivitét in cytosolischen (C) und membrandren (M) Fraktionen von [3,, B.E596A,
B.C739S oder B,ACs infizierten Sf9-Zellen. Die einzelnen Fraktionen wurden entweder in Gegenwart von 4 mM Mn?* (A)
oder 3 mM Mg® (B) untersucht. Die schwarzen Séulen représentieren Basal bedingungen, wohingegen die weiRen Saulen
den Einfluss von 100 uM DEA/NO zeigen (n.n.: nicht nachweisbar). Alle Werte stellen Mittelwerte (£ S.E.M.) aus
mindestens vier unabhéngigen Versuchen dar.



3.2. Charakterisierung der o,-Untereinheit der Ratte

3.2.1. Klonierung und Sequenzanalyse der a,-Untereinheit der Ratte

Nach der Identifikation der cDNAS der oy- und B;-Untereinheit konnte, neben der cDNA der
B.-Untereinheit, die cDNA der op-Untereinheit aus ener Genbibliothek aus fetalem, menschlichen
Gehirn isoliert werden. Koexpressionsexperimente der neuen cDNA von o, mit B; in COS-Zdlen
zeigten die Bildung einer funktionelen, NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase an (Harteneck et al. 1991).
Die humane a,-Untereinheit konnte spéter auf Proteinebene in Plazentagewebe nachgewiesen werden
(Russwurm et al. 1998). Einige Autoren haben die universele Bedeutung der o-Untereinhet in Frage
gestdlt, well diese nur beim Menschen und sonst bel keiner anderen Spezies in voller Lange kloniert
werden konnte (Denninger und Marletta 1999). Dies hat uns veranlasst, die Sequenz der op-
Untereinheit aus einer anderen Spezies zu klonieren. Mit Hilfe der “5-RACE-PCR* wurde ausgehend
vom 3'-nichttrandatierten Bereich eine vollstandige Sequenz der o,-Untereinheit aus der Rattenniere
von mannlichen, geschlechtsreifen Sprague-Dawley Ratten kloniert (siehe Methodenteil). Die neue
Sequenz wurde be der Genbank Datenbank unter dem Zugangscode AF109963 eingereicht.
Abbildung 13 zeigt einen Verglech der abgeeiteten Aminosiuresequenz der o,-Untereinheit der
Ratte mit der entsprechenden menschlichen Untereinheit. Die Sequenzéhnlichkeit zwischen diesen
Sequenzen betrug 90 % und war damit hoher als bei einem Vergleich der beiden entsprechenden oy-
Untereinheiten (84%, Denninger und Marletta 1999).

3.2.2. Untersuchungen der o-Untereinheit und aminoter minaler Deletionsmutanten der

o,-Untereinheit

Um die Funktion des Aminoterminus der o-Untereinheit zu untersuchen, klonierten wir ene
Serie von Ddetionsmutanten mit fortschreitender aminoterminaler Deletion. Die unveranderte ol-
Untereinheit und die Deletionsmutanten wurden mit der ;-Untereinheit koexprimiert. Abhéngig von
der Positionierung der neuen Startcodons wurden die Ddetionsmutanten mit 0pAN1s, 02AN24; und
02AN,; bezeichnet. Die neuen Startmethionine der dre Deetionsmutanten sind Abbildung 13 zu
entnehmen.

3.2.2.1. Expression der o-Varianten im Baculovir us/Sf9-System
Die Expression der verschiedenen Untereinheiten der I6slichen Guanylyl-Cyclase im
Baculovirug/Sf9-System wurde mittels Immunoblots untersucht (Abbildung 14). Dazu wurden
Antikorper gegen die op-Untereinheit und gegen die B;-Untereinheit im Western-Blot eingesetzt. Der
Antikorper gegen die op-Untereinheit richtet sich gegen den Carboxyterminus und ist daher in der
Lage, auch die deletierten o,-Varianten zu erkennen. Abbildung 14 ist zu entnehmen, dass sowohl
alevier a,-Varianten als auch die 3;-Untereinheit von den jeweiligen AntikOrpern erkannt wurden.
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Abbildung 13: Sequenzvergleich der neuen op-Untereinheit mit dem entsprechenden menschlichen Ortholog. Mit der
Sequenz der Ratte identische Aminosduren sind hinterlegt. Die Aminosduredhnlichkeit betrug insgesamt 90 %. Die
Startmethionine der Del etionsmutanten der o.,-Untereinheit der Ratte sind unterstrichen und dartiber ist die Bezeichnung der
entsprechenden Del etionsmutante angegeben.
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Das im Western-Blot ermittdte Molekulargewicht der op-Untereinheit bzw. der  op-
Ddetionsmutanten  stimmte mit denen, sich aus der Aminosduresequenz  ergebenden
Molekulargewichten gut Uberein (Abb. 14). Die Expressionsspiegd der Deetionsmutanten von
0AN1gs Und 0 ,ANL4; waren deutlich geringer als die Expressionsspiege der anderen beiden o-
Varianten, waren dabei untereinander aber nicht verschieden. Die [;-Untereinheit zeigte eine
gleichméllige Expression (Abb. 14).

= A3kDa

anti o,

== 04kDa
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Abbildung 14: Charakterisierung der Expression der op-Untereinheiten und der ;-Untereinheit mittels Western-Blot-
Analyse in cytosolischen Fraktionen von entsprechend infizierten Sf9-Zellen. Fir die Western-Blot-Analyse wurden
Antikorper gegen die op-Untereinheit (AK 6884) und gegen die B;-Untereinheit (AK 6889) in einer Verdiinnung von
1:1000 eingesetzt. Alle Spuren wurden mit 40 g Protein der entsprechenden cytosolischen Fraktionen beladen.
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3.2.2.2. Messung der Enzymaktivitat der o,-Varianten

Die Guanylyl-Cyclase-Aktivitéat der jewelligen cytosolischen Fraktionen von infizierten Sf9-
Zdlen wurde unter verschiedenen Bedingungen untersucht (Abb. 15). Unter basalen Bedingungen
konnte fir alle vier heterodimeren Varianten enzymatische Aktivitdt gemessen werden. Mit
zunehmender Deletion des Aminoterminus der op-Untereinhet zeigte sich eine leichte, aber nicht
signifikante Verringerung in der basalen cGMP-Produktion. In Gegenwart von 100 uM DEA/NO
konnte die basale Enzymaktivitdt der unverdnderten o/p;-Isoform von 166+ 6 auf
7728 £ 647 pmol cGMP/ min x mg gesteigert werden (n= 3). Durch die zusétzliche Anwesenheit
von 100 uM YC-1 erfolgte eine weitere Erhohung auf 10045 + 989 pmol cGMP / min x mg (n = 4).
Eine Steigerung der enzymatischen Aktivitéat durch die Anwesenheit von DEA/NO konnte auch bei
den Untereinhetenkombinationen oAN104/B1 und 0,AN247/B1 gemessen werden. Der Effekt war
zwischen beiden Mutanten nicht signifikant verschieden, allerdings war die Stimulation durch 100
MM  DEA/NO nicht so ausgepragt wie bei dem unverénderten Enzym (3334 + 352 pmol
CGMP / min x mg fir 0pAN64/B1 und 2962 + 329 pmol cGMP / min x mg fur 0,AN,47/B1; N = 4).
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Abbildung 15: Guanylyl-Cyclase-Aktivitét in cytosolischen Fraktionen aus infizierten Sf9-Zellen. Die cytosolischen
Fraktionen wurden unter basalen Bedingungen (schwarze Sdulen), in der Gegenwart von 100 uM DEA/NO (weil3e Saulen)
oder in der Gegenwart von 100 uM DEA/NO und 100 pM Y C-1 (graue Sdulen) untersucht. Die Messungen wurden in
Gegenwart von 3 mM MgCIl, durchgefihrt. Die Daten représentieren Mittelwerte (£ S.E.M.) aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen.

Ebenso wie bei dem unverénderten Enyzm fihrte die zusétzliche Anwesenheit von YC-1 zu
ener weiteren Steigerung der enzymatischen Aktivitdt bel beiden Ddetionsmutanten. Hierbel zeigte
sich, dass die zusétzliche Stimulation durch YC-1 bei der Kombination von 0ANe/B1 signifikant

grol3er war als bel der Kombination von oAN7/B1 (7793 £ 922 pmol cGMP/ minx mg flr
02AN10/B1 und 4510 + 588 pmol cGMP/ minx mg flr oAN7/B1; n=4). Die Deetionsmutante
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AN, war dagegen nach Koexpression mit der 3;-Untereinhet insensitiv gegentiber DEA/NO und
YC-1 (Abb. 15).

3.2.3. Substratabhangigkeit der o,-Varianten

Zur weteren Charakterisierung der o,/p;-Varianten wurden die Enzymaktivitdten in
Abhangigkeit der angebotenen Substratkonzentration untersucht. Abbildung 16 zeigt die
Enzymaktivitdt in Abhangigkeit der GTP-Konzentration unter basalen Bedingungen in enem
Lineweaver-Burk-Diagramm. Mit zunehmender Deletion des Aminoterminus kam es zu ener
schrittweisen Verminderung der Substrataffinitét im Vergleich mit der unverénderten o/p,-Variante.
Die daraus resultierende, fortschreitende Erhthung der K -Werte war aber nicht signifikant
(216 + 16 UM GTP fir ap/B1, 369+ 72 M GTP fiir 0pANy/B1, 382+ 72 UM GTP fiir 0AN47/B:
und 433 £ 93 uM GTP fur 0,ANg/By; N = 3).
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Abbildung 16: Basale Guanylyl-Cyclase-Aktivitét in Abhéngigkeit der Substratkonzentration. Zur Ermittiung der Ky,- und
Vmax-Werte wurde die doppelt reziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk gewdhlt. Die Abbildung zeigt die
Substratabhangigkeit fir o,/f; (schwarze Kreise), a,AN1el/B1 (Weille Kreise), o,AN24/B1 (schwarze Quadrate) und
02AN0/B1 (weiBe Quadrate) in Anwesenheit einer freien Mgz"-Konzentration von 3 mM. Eswurden GTP-Konzentrationen
zwischen 0,01 und 1 mM eingesetzt. Die Daten représentieren Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen. S.E.M.-Werte
sind in dieser doppelt-reziproken Auftragung nicht dargestellt.

In Abbildung 16 ist zu erkennen, dass die Kombinationen von o,AN;04/B1 und 0AN,47/B1 €n
nahezu identisches Verhalten in ihrer Substratabhéangigkeit zeigten. Ein Vergleich der jeweiligen
maximalen Enzymaktivitdten (VnacWerte) ergab kene signifikanten Unterschiede zwischen den
op/Bi-Varianten (289 + 68 pmol cGMP/ minx mg fur oy/B;, 301+ 33 pmol cGMP/ minx mg fir
0AN104/B1, 275 = 15 pmol cGMP / min x mg furr 0,AN247/B1 und 217 + 42 pmol cGMP / min x mg fir

OC2AN401/|31; n= 3)
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3.2.4. Konzentrationsabhangiger Einfluss von DEA/NO

Da die beiden Ddetionsmutanten in der Kombination 0,AN0/B; und 0AN47/B1 €ne
verringerte Aktivitat unter 100 uM DEA/NO im Vergleich zur unverdnderten o,/p;-Variante zeigten,
fuhrten wir eine Stimulation aller o,/P;-Varianten mit steigenden DEA/NO-Konzentrationen durch
(Abb. 17). Ein Vergleich der ECs-Werte fur DEA/NO zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den NO-sensitiven oo/pi-Varianten (547 +£ 122 nM DEA/NO fir o,/B;, 733 + 138 nM
DEA/NO fir 0,AN;04/B1 und 622 + 144 nM DEA/NO fur 0,AN247/B1; n = 3). Wie schon in Abbildung
15 zu sehen, zegte sich eine signifikante Verminderung in der maximalen Enzymaktivitét der ersten
beiden Ddetionsmutanten gegeniiber der unveranderten o/Bs-Variante
(8813 £ 456 pmol cGMP/ minx mg fur o/, 3827 + 287 pmol cGMP/ minx mg fur oAN;0/B1
und 3432+ 250 pmol cGMP/ minx mg fur opANa7/B;; n=3). Anhand der Konzentrations-
Wirkungskurven zeigte sich, wie be der Untersuchung der Substratabhéngigkeit, ein nahezu
identisches Verhalten von o0,AN1e/B1 und 0AN247/B1. FUr 0pAN4 /B konnte die Insensitivitét
gegeniiber DEA/NO erneut belegt werden.
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Abbildung 17: Einfluss steigender DEA/NO-Konzentrationen (von 0,1 nM bis 100 pM) auf die Enzymaktivtét von o/p1
und aminoterminalen Deletionsmutanten. Die Kurven zeigen die enzymatischen Aktivitéten von a,/B; (schwarze Kreise),
02AN104/B1 (Weille Kreise), 0AN47/B1 (schwarze Quadrate) und oAN4/B1 (Weille Quadrate) in Anwesenheit einer freien
Mg?*-Konzentration von 3 mM. Alle Werte stellen Mittelwerte (+ S.E.M.) aus drei unabhéngigen Versuchen dar.
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3.2.5. Einflussvon YC-1 auf o,AN104/B1 und o,AN247/B1

Im Gegensatz zu dem nahezu identischen Verhalten von 0pAN164/B; und 0AN247/B1 in Bezug
auf ihre Substrataffinitdt und ihre Affinitétt zu DEA/NO konnte in Abbildung 15 ein signifikanter
Unterschied durch die zusétzliche Anwesenheit von YC-1 zwischen diesen beiden Deletionsmutanten
ermittelt werden. Dieses Resultat konnte nicht auf differierende Expressionsspiege zurlickgefihrt
werden (Abb. 14). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden steigende Y C-1-Konzentrationen eingesetzt,
um den Effekt zu verifizieren (Abb. 18). Zur Kontrolle wurden die Expressionsspiegd in den
cytosolischen Fraktionen von opAN104/B1 und 0pANL47/B, infizierten Sf9-Zelen bel jedem Versuch im
Western-Blot untersucht. Hierbel zeigte sich kein Unterschied zwischen den Expressionsspiegeln
dieser beiden D etionsmutanten (wie schon in Abb. 15).
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Abbildung 18: Einfluss steigender Y C-1-Konzentrationen (von 0,1 uM bis 300 puM) auf die Enzymaktivtét von oAN04/B1
(schwarze Kreise), 02AN247/B1 (weilBe Kreise) und o2AN4/B1 (schwarzes Quadrat) in Gegenwart einer freien Mgz"-
Konzentration von 3 mM (A) oder in zusétzlicher Anwesenheit von 100 uM DEA/NO (B). Alle Werte stellen Mittelwerte
(£ S.E.M.) aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen dar.
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Ein Vergleich der konzentrationsabhangigen Aktivierung durch YC-1 in Anwesenheit von 3
mM Mg* zeigte dne signifikant héhere maximale enzymatische Aktivitat fur 0AN/B1 M
Vergleich zu  0pANL47/B1 (Abb. 18A: 830+ 100 pmol cGMP/ minx mg fur opANge/B;  und
540 + 60 pmol cGMP/ min x mg fir o,AN47/B1; n=6). Ein Vergleich der ECs-Werte fur YC-1
ergab hingegen keine signifikanten Unterschiede. Eine signifikant hohere maximale enzymatische
Aktivitét fur o0,ANe/B; konnte auch in Anwesenheit von 100 uM DEA/NO ermittet werden
(Abb. 18B: 14988 + 2309 pmol cGMP / min x mg for 0AN104/B1 und
7939 £ 677 pmol cGMP / min x mg fur 0,AN247/B1; N = 4). Die ECs;-Werte fur YC-1 ba zusétzlicher
Anwesenheit von DEA/NO waren signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Dée etionsmutanten
85 £ 08 uM YC-1 fir 0ANgp/B; und 3,7£05uM YC-1 fir 0,AN7/B1; n=4). Die
Deetionsmutante o,,AN40;/1 War hingegen insensitiv gegentiber YC-1 (Abb. 18A).

3.2.6. Einflussvon BAY 41-2272 auf die a,-Untereinheit und aminoterminale

Deletionsmutanten der o,-Untereinheit

Neben YC-1 wurde kirzlich ein weiterer, potenter Modulator der 16slichen Guanylyl-Cyclase,
das BAY 41-2272, entwickdt (Stasch et a. 2001). Diese Verbindung besitzt strukturelle Ahnlichkeit
zu YC-1, obwohl deutliche Unterschiede in der Potenz und Spezifitét fur oy/pB; zwischen diesen
beiden Substanzen bestehen (Stasch et al. 2001). Bislang wurde BAY 41-2272 nur an der oy/B;-
Isoform untersucht. Hier konnte mittels Photoaffinitdtsmarkierung gezeigt werden, dass eine mogliche
Bindungsstelle fur BAY 41-2272 innerhalb des aminoterminalen Bereiches der oy-Untereinheit zu
finden ist. Da dieser Bereich zwischen den oy- und op-Untereinheiten keine hohe Sequenzhomologie
aufwest, stelte sich die Frage, ob BAY 41-2272 auch die o,/B;-Isoform der 16slichen Guanylyl-
Cyclase aktivieren konnte. Daher untersuchten wir den Einfluss von BAY 41-2272 auf den o,/B;-

Enzymkomplex sowie verschiedenen aminoterminalen Deletionsmutanten.

3.2.6.1. Einflussvon BAY 41-2272 auf o,/B;

In Abbildung 19 ist zu erkennen, dass die Anwesenheit von unterschiedlichen BAY 41-2272-
Konzentrationen zu einer konzentrationsabhangigen Aktivierung der unveranderten oy/f;-Variante
fihrte. Die maximal eingesetzte Konzentration von BAY 41-2272 (100 uM) fihrte zu ener
Steigerung in der cGMP-Produktion von 0,19 + 0,03 auf 3,79 = 1,48 nmol cGMP / min x mg in
Anwesenheit von 3 mM MdCl, (n=4). Unter diesen Bedingungen berechnete sich der ECs-Wert fir
BAY 41-2272 mit 0,90 + 0,14 pM (n = 4). Die zusétzliche Anwesenheat von DEA/NO fuhrte zu einer
Verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve nach oben (Abb. 19). In Anwesenheit von 1 nM
BAY 41-2272 in Kombination mit 100 nM DEA/NO ergab sich eine enzymatische Aktivitadt von
6,06 + 1,30 nmol cGMP/ minx mg, die durch eine maximale BAY 41-2272-Konzentration von
100 pM auf 17,34 + 3,76 nmol cGMP / min x mg gesteigert werden konnte (n = 3). Der ECso-Wert fur
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BAY 41-2272 berechnete sich fur diese Kurve mit 0,28 = 0,04 uM (n = 3). In Gegenwart von 1 nM
BAY 41-2272 in Kombination mit 100 uM DEA/NO ergab sich ene enzymatische Aktivitadt von
25,28 + 6,75 nmol cGMP/ minx mg, die durch ene maximale BAY 41-2272-Konzentration von
100 uM auf 39,29 + 10,93 nmol cGMP / min x mg gesteigert werden konnte (n = 3). Der ECs-Wert
fur BAY 41-2272 berechnete sich fur diese Kurve mit 0,16 + 0,03 uM (n = 3). Die ECs;-Werte in
Anwesenheit von DEA/NO waren im Vergleich zur Kontrollkurve signifikant verschieden, im
Vergleich untereinander aber nicht. Die Anwesenhet von DEA/NO flhrte also zu einer erhthten
Sensitivitat von o,/B, fur BAY 41-2272.

@ Kontrolle T
50 4 O DEA/NO (100 nM) T T
H DEA/NO (100 pM)

Guanylyl-Cyclase-Aktivitat
(pmol cGMP / min x mg)

log [BAY 41-2272]

Abbildung 19: Einfluss steigender BAY 41-2272-Konzentrationen (von 1 nM bis 100 uM) auf die Enzymaktivtét von o/p1
in Gegenwart einer freien Mg?*-Konzentration von 3 mM (schwarze Kreise) oder in zusétzlicher Anwesenheit von 100 nM
DEA/NO (weil2e Kreise) oder 100 uM DEA/NO (schwarze Quadrate). Alle Werte stellen Mittelwerte (£ S.E.M.) aus
mindestens drei unabhangigen Versuchen dar.

3.2.6.2. Einflussvon BAY 41-2272 auf o,AN104/B1 und 0AN47/B1
Da sich die beden Ddetionsmutanten oANge/B; und  0ANL47/By in threm Verhalten
gegeniiber YC-1 deutlich unterschieden, fihrten wir konzentrationsabhdngige Untersuchungen an
diesen beiden Mutanten auch mit dem strukturdl dhnlichen BAY 41-2272 durch (Abb. 20). Hierbe
ergab sich ein dhnliches Verhalten, wie es schon fur YC-1 zu beobachten war. Sowohl in Gegenwart
von 3mM Mg (Abb. 20A) als auch in zusétzlicher Anwesenheit von DEA/NO konnten signifikant
héhere maximale enzymatische Aktivitaten fur o,ANe/B; gegenliber o,ANy7/B; ermittelt werden
(Kontrolle: 397 + 84 pmol cGMP / min x mg fur oAN104/1 und 153 = 12 pmol cGMP / min x mg fur
0AN,47/B1, Abb. 20A; 100 nM DEA/NO: 5,7+ 0,8 nmol cGMP/ minx mg fir o,AN;e/B; und
2,0+ 0,2 nmol cGMP/ minx mg for 0AN47/B1, Abb. 20B; 100 uM DEA/NO:
6,4 £ 0,6 nmol cGMP / min x mg fir 0,AN;04/; und 3,1 + 0,7 nmol cGMP / min x mg fur o,AN47/B1,
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Abb. 20C; n=3). Unter alen Versuchsbedingungen ergab sich kein signifikanter Unterschied in den
ECso-Werten fur BAY 41-2272. Die Ddeionsmutante o,ANg/B1 war insensitiv. gegentiber
BAY 41-2272 (Abb. 20A).
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Abbildung 20: Einfluss steigender BAY 41-2272-Konzentrationen (von 1 nM bis 100 uM) auf die Enzymaktivtdt von
02AN104/B1 (schwarze Kreise), 02AN247/B1 (Weille Kreise) und 0AN4p/B1 (sSchwarzes Quadrat) in Gegenwart einer freien
Mg?*-Konzentration von 3 mM (A) oder in zusétzlicher Anwesenheit von 100 nM DEA/NO (B) oder 100 uM DEA/NO (C).
Alle Werte stellen Mittelwerte (+ S.E.M.) aus drei unabhéngigen Versuchen dar.



3.3. Untersuchungen an der o,-Untereinheit und aminoterminaler Deletionsmutanten der o -
Unter einheit

Die Ergebnisse an den Dedetionsmutanten der o-Untereinheit waren Uberraschend im Hinblick
auf publizierte Daten zu Ddetionsmutanten der o;-Untereinheit (Wedd et al. 1995). Dies veranlasste
uns zur Klonierung von aminoterminalen Deletionsmutanten der o-Untereinheit. Zunédchst klonierten
wir zwe Mutanten der oy-Untereinheit mit  fortschretender aminoterminaler  Deetion. Die
unverénderte oy-Untereinheit und die Deetionsmutanten wurden mit der ;-Untereinheit in SfO-
Zdlen koexprimiert. Abhéngig von der Positionierung der neuen Startcodons wurden die
Ddetionsmutanten mit 03ANxs Und 0yANzg, bezeichnet. Wahrend der Klonierungsarbeiten erschien
ene Arbet, in der eine mogliche Bindungsstelle des neuen Modulators BAY 41-2272 an der oy-
Untereinheit beschrieben wurde (Stasch et al. 2001). Diese Arbeit veranlasste uns, eine weitere
Deetionsmutante zu klonieren, welche diese mogliche Bindungsstele nicht mehr enthidt. Die

resultierende Ddetionsmutante wurde mit 0, AN.s¢ bezeichnet.

3.3.1. Expression der oy-Varianten im Baculovir us/Sf9-System

Die Expression der verschiedenen Untereinheiten der I6slichen Guanylyl-Cyclase im
Baculovirug/Sf9-System wurde mittels Immunoblots untersucht (Abbildung 21). Dazu wurden
Antikorper gegen die oy-Untereinheit und gegen die B;-Untereinheit im Western-Blot eingesetzt. Der
Antikorper gegen die oy-Untereinheit richtet sich gegen die carboxyterminale Doméne und ist daher
in der Lage, auch die ddetierten oy-Varianten zu erkennen. Abbildung 21 ist zu entnehmen, dass
sowohl alle vier oy-Varianten als auch die B;-Untereinheit von den jeweiligen Antikorpern erkannt
wurden. Das im Western-Blot ermittelte Molekulargewicht der og-Untereinheit bzw. der oy-
Ddetionsmutanten  stimmte mit denen, sich aus der Aminosduresequenz  ergebenden
Molekulargewichten gut Uberein. Aufgrund der geringen GroRRenunterschiede zwischen ouAN,zs und
03AN,sg lieRen sich die beiden Signale in dem von uns verwendeten Gelkammersystem nicht trennen.
Eine Seguenzanalyse der beiden pFASTBAC-Klone zeigte die fortschreitende Deletion des
Aminoterminus aber eindeutig. Die B;-Untereinheit zeigte eine gleichméfdige Expression mit dem
erwarteten Molekulargewicht.
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Abbildung 21: Charakterisierung der Expression der oy-Untereinheiten und der i-Untereinheit mittels Western-Blot-
Analyse in cytosolischen Fraktionen von entsprechend infizierten Sf9-Zellen. Fir die Western-Blot-Analyse wurden
Antikorper gegen die o;-Untereinheit (AK 1200) und gegen die B;-Untereinheit (AK 6889) in einer Verdinnung von 1:1000
eingesetzt. Alle Spuren wurden mit 40 pg Protein der entsprechenden cytosolischen Fraktionen beladen.

3.3.2. Messung der Enzymaktivitat der o,-Varianten

Die Guanylyl-Cyclase-Aktivitéat der jewelligen cytosolischen Fraktionen von infizierten Sf9-
Zdlen wurde unter verschiedenen Bedingungen untersucht (Abb. 22). Unter basalen Bedingungen
konnte fur alle vier heterodimeren Varianten enzymatische Aktivitdt gemessen werden. Die ersten
beiden Ddetionsmutanten wiesen in ihrer Basalaktivitét gegentiber der unveranderten oy-Untereinheit
keine Unterschiede auf. Die Untereinheitenkombination o;ANss/; zeigte eine nicht signifikant
verminderte Basalaktivitét. In Gegenwart von 100 uM DEA/NO konnte die basale Enzymaktivitat der
unveranderten o,/B;-Isoform von 426 + 57 auf 26826 + 4031 pmol cGMP / min x mg gesteigert

werden (n =5). Durch die zusétzliche Anwesenheit von 100 uM YC-1 erfolgte eine wetere Erhthung
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auf 34872 + 6426 pmol cGMP / min x mg (n =5). Eine Steigerung der enzymatischen Aktivitét durch
die Anwesenheit von DEA/NO konnte auch be den Untereinheitenkombinationen o;AN,z¢/31 und
03ANso/B1 gemessen werden. Der Effekt war zwischen beiden Mutanten und im Vergleich zum
unverénderten Enzym nicht signifikant verschieden (23602 + 2143 pmol cGMP/ minx mg fur
03AN,36/B1 und 27007 £ 2330 pmol cGMP/ minx mg fir 03ANzso/B1; n=15). Ebenso wie bei dem
unveranderten Enyzm fihrte die zusétzliche Anwesenheit von YC-1 zu einer weiteren Steigerung der
enzymatischen Aktivitét be beiden Deetionsmutanten. Hierbel zeigte sich ebenfalls, dass die
zusétzliche Stimulation durch  YC-1 unabhdngig vom Ausmald der Dédeion war
(34872 + 6426 pmol cGMP/ min x mg fir oy/B;, 33785 £ 4787 pmol cGMP / min x mg fur
03AN,36/B1 und 38951 + 4003 pmol cGMP / minx mg fur 03AN,se/B1; n=5). Die Deetionsmutante
03ANgg, war hingegen, nach Koexpression mit der [;-Unterenheit, insensitiv gegeniber DEA/NO
oder der Kombination von DEA/NO und YC-1 (Abb. 22).
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Abbildung 22: Guanylyl-Cyclase-Aktivitét in cytosolischen Fraktionen aus infizierten Sf9-Zellen. Die cytosolischen
Fraktionen wurden unter basalen Bedingungen (schwarze Sdulen), in der Gegenwart von 100 uM DEA/NO (weil3e Saulen)
oder in der Gegenwart von 100 uM DEA/NO und 100 uM YC-1 (graue Saulen) untersucht. Die Messungen wurden in
Gegenwart von 3mM MgCl, durchgefuhrt. Die Daten représentieren Mittelwerte (+ S.E.M.) aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen.
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3.3.3. Substratabhangigkeit der o-Varianten

Zur weiteren Charakterisierung der oy-Varianten wurden die Enzymaktivitaten in Abhangigkeit
von der angebotenen Substratkonzentration untersucht. Abbildung 23 zeigt die Enzymaktivitét in
Abhangigkeit der GTP-Konzentration unter basalen Bedingungen in enem Lineweaver-Burk-
Diagramm. In Abbildung 23 ist zu erkennen, dass die Kombinationen von o/B; und o;AN2ss/B1 €n
nahezu identisches Verhalten in ihrer Substratabhangigkeit zeigten und die Kombination von
0ANso/B1 nur  geringfugig davon abwich. Die Untereinheitenkombination o3ANze/P:1 zeigte
hingegen eine signifikante Verminderung in der Substrataffinitét im Vergleich zu allen anderen oy-
Varianten (132 14 uM GTP fur oy/B;, 144+ 5uM GTP fir ouAN/B1, 244 + 28 uM GTP fir
03ANLso/B1 und 428 £ 28 uM GTP fir oyANss/Bs; n=3). Ein Vergleich der jeweligen maximalen
Enzymaktivitdten (Vm-Werte) ergab aufgrund der Streuung der Einzewerte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den oy-Varianten, obwohl der Vpa-Wert fir 0uANss/B1 deutlich verringert
war (508 £ 173 pmol cGMP / minx mg fur ou/B;, 586 £ 182 pmol cGMP / min x mg fur o;ANgs4/B1,
612 + 89 pmol cGMP/ minxmg fir oyANgxse/f;  und 233 + 54 pmol cGMP/ minx mg  fur

OClAN354/B1; n= 3)
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Abbildung 23: Basale Guanylyl-Cyclase-Aktivitét in Abhéngigkeit der Substratkonzentration. Zur Ermittiung der Ky,- und
Vmax-Werte wurde die doppelt reziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk gewdhlt. Die Abbildung zeigt die
Substratabhangigkeit fir ou/B; (schwarze Kreise), aANe/B1 (Weille Kreise), 0iANzsy/B1 (schwarze Quadrate) und
01ANzss/B1 (weiBe Quadrate) in Anwesenheit einer freien Mgz"-Konzentration von 3 mM. Es wurden GTP-Konzentrationen
zwischen 0,01 und 1 mM eingesetzt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen. S.E.M.-Werte
sind in dieser doppelt-reziproken Auftragung nicht dargestellt.
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3.3.4. Konzentrationsabhangiger Einfluss von DEA/NO

Um zu untersuchen welchen Einfluss eine aminoterminale Deletion der o;-Unterenheit auf die
NO-Affinitdt hat, flhrten wir eine Stimulation aller oy/B;-Varianten mit steigenden DEA/NO-
Konzentrationen durch (Abb. 24). Ein Verglech der ECs,-Werte fur DEA/NO zegte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den NO-sensitiven o,/f;-Varianten (421 + 69 nM DEA/NO fur
0/B1, 408 £ 75 nM DEA/NO fir oy AN2s6/B; und 585 + 246 nM DEA/NO fir ouAN2so/B1; n = 3). Wie
in Abbildung 24 zu sehen, zeigten sich nur geringflgige Unterschiede in der maximalen
Enzymaktivitat zwischen den NO-sensitiven Deletionsmutanten und der unveranderten o,/B;-Variante
(22860 + 2505 pmol cGMP / min x mg fir ou/B;, 23568 + 2549 pmol cGMP / min x mg fur
AN/ und 25504 + 3311 pmol cGMP/ minx mg  fir  0pAN27/By; n=3-4). Fur die
Untereinheitenkombination o3ANze/B1 konnte die Insensitivitdt gegentber DEA/NO erneut belegt
werden (Abb. 24).
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Abbildung 24: Einfluss steigender DEA/NO-Konzentrationen (von 0,1 nM bis 100 pM) auf die Enzymaktivtét von ou/B1
und aminoterminalen Deletionsmutanten. Die Kurven zeigen die enzymatischen Aktivitéten von a./B; (schwarze Kreise),
01AN236/P1 (Weille Kreise), 0uANse/B1 (schwarze Quadrate) und oANsss/P1 (weille Quadrate) in Anwesenheit einer freien
Mg?*-Konzentration von 3 mM. Alle Werte stellen Mittelwerte (+ S.E.M.) aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen dar.
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3.3.5. Einflussvon Y C-1 auf die oi,/B;-Varianten

Das nahezu identischen Verhalten von ou/B1, 0uAN2sg/B1 und ouANgse/PB1 in Bezug auf ihre
Substrataffinitétt und ihre Affinitdt zu DEA/NO konnte auch in Anwesenheit steigender
Y C-1-Konzentrationen ermittelt werden (Abb. 25).
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Abbildung 25: Einfluss steigender Y C-1-Konzentrationen (von 0,01 uM bis 300 uM) auf die Enzymaktivitét von ou/B1
(schwarze Kreise), 0AN/B1 (weilBe Kreise), ouANsd/f1 (schwarze Quadrate) und o ANss/Bi1 (weifle Quadrate) in
Gegenwart einer freien Mg?*-Konzentration von 3 mM (A) oder in zusétzlicher Anwesenheit von 100 uM DEA/NO (B).
Alle Werte stellen Mittelwerte (+ S.E.M.) aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen dar.

Ein Vergleich der konzentrationsabhangigen Aktivierung durch YC-1 in Anwesenheit von
3mM Mg* zegte keine signifikanten Abweichungen in der maximalen enzymatischen Aktivitét fir
oa/B1,  0uANxg/B1 und  0uANpso/Br  (Abb. 25A: 7,7+ 2,0 nmol cGMP/ minxmg flr  ou/Bs,
6,5+ 1,3nmol cGMP/ minxmg fir oyANxge/Bf; und 6,7+1,9 nmol cGMP/ minxmg fur
03ANs/B1;
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n=3). Ein Verglech der ECs;-Werte fir YC-1 ergab ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
(25,2+7,2uM YC-1 fur oy/B1, 22,6+ 0,6 pM YC-1 fur 0yANge/p; und 18,5+ 6,0 uM YC-1 fir
0ANsd/B; N=3). In Anwesenhet von 100 uM DEA/NO konnte ebenfalls keine verénderte
maximale enzymatische Aktivitat ermittelt werden. (Abb. 25B: 61,5 = 6,1 nmol cGMP / min x mg fur
/B3, 70,2 £ 23,8 nmol cGMP / min x mg fur ouAN,36/3; und 68,8 £ 23,1 nmol cGMP / min x mg fr
01ANLsy/B1; n=4). Alle ECs;-Werte fur YC-1 be zusétzlicher Anwesenheit von DEA/NO waren
signifikant verringert gegeniber den Werten ohne DEA/NO-Zusatz, untereinander aber nicht
verschieden (0,89+0,05uM YC-1 fir ou/Bs, 1,19+019puM YC-1 fir ouANz/B; und
1,94 £ 0,64 pM YC-1 fur 03AN,se/Ba; n = 4). Die Untereinheitenkomination o, AN/, war insensitiv
gegentiber YC-1 (Abb. 25A).

3.3.6. Einflussvon BAY 41-2272 auf die o;-Varianten

Um zu Uberprifen, ob die von Stasch e a. 2001 beschriebenen Cysteinreste der o;-
Untereinheit entscheidend fir die Bindung von BAY 41-2272 an die l6sliche Guanylyl-Cyclase sind,
fuhrten wir konzentrationsabhangige Untersuchungen an allen oy-Varianten mit BAY 41-2272 durch
(Abb. 26). Hierbel ergab sich ein dhnliches Verhalten, wie es schon fir YC-1 zu beobachten war. In
Gegenwart von 3 mM Mg als auch in zusitzlicher Anwesenheit von DEA/NO konnte mit steigender
Deetion des Aminoterminus eine Verringerung in der maximalen Enzymaktivitat ermittelt werden,
die aber nicht signifikant war (3mM Mg®: 18,8+ 59 nmol cGMP/minxmg fir ou/ps,
14,3+ 6,3nmol cGMP/ minxmg fir oyANxge/B; und 14,2+ 8,0 nmol cGMP/ minx mg fur
AN/,  Abb. 26A; 100 uM DEA/NO: 62,6+ 11,3 nmol cGMP/ minxmg  fur o/,
56,4+ 5,8 nmol cGMP/ minxmg fur o3AN3/B; und 50,8 = 5,3 nmol cGMP/ minx mg  flr
01ANLso/B1, Abb. 26B; n=15). Unter den jewelligen Versuchsbedingungen konnte kein Unterschied in
den ECs-Werten zwischen den enzelnen oy-Varianten ermittdt werden (3mM Mg
0,50+ 0,08 uM BAY 41-2272 fir oy/B;, 1,19+0,40 uM BAY 41-2272 fir o3ANx/B; und
0,78+ 0,08 uM BAY 41-2272 fur o3ANgs/B1, Abb. 26A; 100 uM DEA/NO: 28+ 7nM
BAY 41-2272 fur oy/B1, 23+ 9 nM BAY 41-2272 fir 0uANxg/B; und 77 £ 19 nM BAY 41-2272 fur
01ANLso/B1, Abb. 26B; n=5). Die zusétzliche Anwesenheit von 100 uM DEA/NO fuhrte bei allen oy-
Varianten zu einer signifikanten Verringerung der ECsp-Werte fir BAY 41-2272 im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollwerten (Abb. 26 B).
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Abbildung 26: Einfluss steigender BAY 41-2272-Konzentrationen (von 1 nM bis 100 uM) auf die Enzymaktivitét von
03/B1 (schwarze Kreise), 0AN2z6/B1 (Weille Kreise), 0ANse/B1 (schwarze Quadrate) und o ANsss/B1 (weiBe Quadrate) in
Gegenwart einer freien Mg?-Konzentration von 3 mM (A) oder in zusétzlicher Anwesenheit von 100 pM DEA/NO (B).
Alle Werte stellen Mittelwerte (+ S.E.M.) aus fiinf unabhéngigen Versuchen dar.

3.3.7. Unter suchungen an anger einigten o,/B;- und oy ANse/B1-Enzymkomplexen

Aufgrund ihres nahezu identischen Verhaltens stellte sich die Frage, ob auch die Absorptionsspektren
dieser beiden oy/P;-Varianten Ubereinstimmten. Fir die unveranderte, aufgereinigte o/B;-Variante
zeigt sich im Bereich zwischen 350 und 550 nm en typischen Absorptionsmuster mit einem
Absorptionsmaximum bel 431 nm, welches als Soret-Bande bezeichnet wird (Gerzer et al. 1981,
Stone und Marletta 1994, Zhao et a. 1999). Dieses Absorptionsmaximum wird durch die
prosthetische H&mgruppe mit dem darin eingelagerten Eisenatom hervorgerufen (Zhao et al. 1999). In
Anwesenheit eines NO-Donors kommt es zu einer Verminderung des Absorptionsmaximums,
einhergehend mit einer Linksverschiebung auf 398 nm (Zhao et al. 1999).
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Abbildung 27: Absorptionsspektren von o/f1 (A) und von 0ANse/B1 (B) in Abwesenheit (durchgezogene Linie) oder in
Anwesenheit von 100 pM DEA/NO (gestrichelte Linie).

Das in Abbildung 27A gezeigte Absorptionsspektrum von oy/B; zeigte die in der Literatur
beschriebene Soret-Bande mit einem Absorptionsmaximum bel 431 nm. In Anwesenheit von 100 pM
DEA/NO ergab sich die typische Linksverschiebung des Absorptionsmaximums auf 398 nm und ene
Verminderung der maximalen Absorption. Nach der Anreinigung von o3ANJso/3; und der Ermittiung
des Absorptionsspektrums zeigte sich ein Absorptionsmuster wie es auch fur die unveranderte ou/f3;-
Variante ermittelt werden konnte (Abb. 27B). Somit unterscheiden sich diese beiden Enzymkomplexe
weder in ihren enzymatischen Eigenschaften noch in ihrem Absorptionsverhalten.
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4. Diskussion

Waéhrend Uber die molekularen Mechanismen der NO-Aktivierung des klassischen
heterodimeren Enzyms, das sich aus ener o;- und ener 3;-Untereinheit zusammensetzt, schon relativ
vid bekannt ist, ist die Rolle der spéter gefundenen Untereinheiten o, und B, noch verglechsweise
unklar. Die vorliegende Arbet soll dazu beitragen, diese beiden neueren Untereinheiten néher zu
charakterisieren. Folgende Hauptergebnisse, die anschliel3end im einzelnen diskutiert werden, wurden
ezidt:

1. Die B-Untereinhet der Ratte bildet in der Abwesenheit einer weiteren Untereinheit und in
der Gegenwart von Mn*" ein durch NO aktivierbares Enzym. Damit konnte erstmals das
Vorkommen ener homomer angeegten, NO-sensitiven, l6slichen Guanylyl-Cyclase be
Saugern gezeigt werden.

2. Die ap-Untereinheit ist zwischen Mensch und Ratte in Bezug auf die Aminosduresequenz und
die biochemischen Eigenschaften gut konserviert und bildet mit der [;-Untereinheit en

heterodimeres, NO- und Y C-1-sensitives Enzym.

3. Der Enzymkomplex aus op- und ;-Untereinheit ist sensitiv gegenliber dem neuen Modulator
der 16slichen Guanylyl-Cyclase, BAY 41-2272.

4. Die Beeche von Aminosaure 260 —364 der oy-Untereinhet bzw. 248 —401 der o-
Untereinheit sind kritisch fir die Sensitivitét der heterodimeren Enzymkomplexe gegentiber
NO, YC-1 und BAY 41-2272.

Nach der klassischen Auffassung haben alle NO-aktivierten 16slichen Guanylyl-Cyclasen einen
heterodimeren Aufbau aus einer o~ und einer B-Untereinhat (Denninger und Marletta 1999). Am
besten charakterisiert und am weitesten verbreitet ist das Enzym, das sich aus einer o,- und ener ;-
Untereinheit zusammensetzt. Die universdle Bedeutung von den beiden spater klonierten
Untereinheiten o, und B, wurde in Frage gestellt, weil diese nur beim Menschen (o) bzw. bel der
Ratte (B,) und sonst be keiner anderen Spezies in voller Lange kloniert werden konnten (Denninger
und Marletta 1999). Im Rahmen der vorliegenden Arbet ist die Klonierung von der ersten
vollstandigen orthologen Sequenz der o,-Untereinheit aus der Ratteniere gelungen. Es zeigt sich, dass
die op-Untereinheit mit einer Aminosauredhnlichkeit von 90 % zwischen Ratte und Mensch sogar
stérker zwischen den Spezies konserviert ist als die oy-Unterenheit (88 % Aminosdureghnlichkeit).
Der ahnliche Grad der Konservierung von oy- und op-Untereinheiten in der Evolution spricht dafir,

dass diese Untereinheiten eine dhnlich wichtige generelle Rolle spiden. Die B,-Untereinheit ist weit
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weniger zwischen den Spezies konserviert (78 %). Dies spricht im Einklang mit der Hypothese von
Denninger und Marletta fir eine weniger universdle Bedeutung dieser Untereinheit. Die in
vorangegangenen Arbeiten innerhalb der Arbetsgruppe identifizierte orthologe Sequenz der f3,-
Untereinheit des Menschen unterstiitzt die Hypothese, dass die 3,-Untereinheit nicht bei allen Spezies
die gleiche Bedeutung besitzt (Behrends et al. 1999, Behrends und Vehse 2000). Im folgenden sollen
zunéchst die Befunde zu der B,-Untereinheit der Ratte diskutiert werden. Anschlief3end soll auf die

o-Untereinheat und die klassische o;-Untereinheit eingegangen werden.

4.1. Charakterisierung eines Enzymkompexes aus der neu klonierten B,-Untereinheit der Ratte

Die Guanylyl-Cyclase bildet zusammen mit der Adenylyl-Cyclase die Familie der Nukleotid-
Cyclasen (Hurley 1998, Liu et al. 1997). Innerhalb dieser Familie sind die katalytischen Doménen
stark konserviert. Der katalytische Bereich aller bisher bekannten humanen Nukleotid-Cyclasen und
der dazu homologen bakteridlen Adenylyl-Cyclasen wird von mindestens zwei  katalytischen
Doméanen gebildet (Hurley 1998). Humane Adenylyl-Cyclasen besitzen zwel ahnliche, aber nicht
identische katalytische Doménen auf einer Polypeptidkette, die mit C1 bzw. C2 bezeichnet werden.
Sie bilden ein “Pseudo-Heterodimer* (Denninger und Marletta 1999). Die bisher beim Menschen
isolierten loslichen Guanylyl-Cyclasen sind Heterodimere aus der [;-Unterenheit und einer
o-Untereinheit (Kamisaki et al. 1986, Russwurm et al. 1998).

NO-sensitive Guanylyl-Cyclase Membranstandige Guanylyl-Cyclase
(Heterodimer) (Homodimer)

Abbildung 28: Bandermodelle der 16slichen Guanylyl-Cyclase bestehend aus o;- und B;-Untereinheit (links) und der
homodimeren, membransténdigen Guanylyl-Cyclase (rechts). Fur Bindung und Katalyse essentielle Aminosduren sind
gezeigt. Dargestellt sind die Polypeptidketten mit gebundenem Substrat GTP und Metallionen (aus Liu et al. 1997).
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Einige bakteridle Adenylyl-Cyclasen und die membranstéandigen Guanylyl-Cyclasen bilden
dagegen Homodimere oder Homooligomere (Chinkers und Wilson 1992, Pitt et a. 1992, Ochoa de
Alda et al. 2000). Der katalytische Bereich der Adenylyl-Cyclase konnte von zwei Arbeitsgruppen als
Kristallstruktur erhalten und untersucht werden (Zhang et al. 1997, Tesmer et al. 1997). Basierend auf
diesen Strukturanalysen konnten Liu und Mitarbater Modele der katalytischen Bereiche der
humanen Adenylyl-Cyclasel, der homodimeren Adenylyl-Cyclase von Dictyostelium discoideum,
der homodimeren retinalen Guanylyl-Cyclase und der heterodimeren l6slichen Guanylyl-Cyclase
bilden (Liu et al. 1997). Ein Tel der von Liu und Mitarbeitern aufgestellten Strukturmodelle der
prototypischen Nukleotid-Cyclasen sind als Bandermodell in Abbildung 28 gezeigt.

Anhand der Kristallstrukturen konnten Aminosduren identifiziert werden, die fir die
spezifische Nukleotidbindung der Adenylyl-Cyclasen und der Guanylyl-Cyclasen essentiell sind (Liu
et al. 1997, Tesmer et a. 1997, Zhang et al. 1997). Tesmer und Mitarbeiter konnten ein Lysinrest und
en Aspartatrest in der C2 Domaéne identifizieren (K923 bzw. D1000 der Adenylyl-Cyclase I), die
Wasserstoffbriicken zu den Aminogruppen N-1 und N-6 des Adenin-Ringes bilden (Tesmer et al.
1997). Diese sind bel der Guanylyl-Cyclase durch einen Glutamatrest und einen Cysteinrest ersetzt
(E473 bzw. C541 der B;-Untereinhet des Rindes), die mit den N-2 bzw. O-6 Atomen des Guanin-
Ringes interagieren konnten (Sunahara et al. 1998, Liu et a. 1997). Ein Argininrest (R594 der oy-
Untereinheit des Rindes) soll fur die Erkennung des Guanin-Ringes wichtig sein (Zhang et al. 1997).
Dieser ist be den Adenylyl-Cyclasen durch enen Glutaminrest (Q416 der Adenylyl-Cyclase 1)
ersetzt. Durch Austausch dieser drel kritischen Aminosauren kann be Guanylyl-Cyclasen ene
komplette Umkehr der Nukleotidspezifitét erreicht werden, wahrend eine Adenylyl-Cyclase durch den
Austausch der kritischen Aminosauren in eine unspezifische Nukleotid-Cyclase umgewandelt wird
(Sunahara et al. 1998, Tucker et al. 1998). Anhand der Aminosauren, welche die Substratspezifitat der
Nukleotid-Cyclasen definieren, konnten neu identifizierte Nukleotid-Cyclasen enes Bakteriums und
verschiedener Protozoen der Familie der Guanylyl-Cyclasen zugeordnet werden (Linder et al. 1999,
Ochoa de Alda et al. 2000). Die innerhalb der Arbetsgruppe neu klonierte fB,-Untereinheit des
Menschen und die B,-Untereinheit der Ratte besitzen ebenfalls die fir die Guanylyl-Cylasen
spezifischen Aminosauren, welche eine eindeutige Zuordnung der [,-Unterenheiten zu der Klasse
der Guanylyl-Cyclasen erlauben. Eine solche Zuordnung aufgrund der Aminosauresequenz ist daher
von Bedeutung, da fur die B-Untereinheit bisher noch kene katalytische Aktivitét nachgewiesen
worden war (Koesling und Friebe 1999, Denninger und Marletta 1999).

Es war unklar, ob die B,-Untereinheit der I6slichen Guanylyl-Cyclase mit einer anderen
Untereinheit ein Heterodimer bildet, also zu den heterodimeren Nukleotid-Cyclasen zahlt oder ob
diese Untereinheit zu den homodimeren Formen gehort. Fir die op-Untereinheit wurde bald nach
ihrer Klonierung durch Koexpression der cDNAs gezeigt, dass sie mit der [;-Untereinheit en
funktiondll aktives Heterodimer bildet (Harteneck et al. 1991). Eine alleinige Expression der 3,-

Untereinheit und Koexpression dieser Untereinheit mit den bereits bekannten Untereinheiten fihrte
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dagegen nicht zum Nachweis von katalytischer Aktivitét (Yuen et al. 1990, Koesling 1995, Denninger
und Marletta 1999). Koesling konnte zeigen, dass es sich bel dem von Yuen et al. 1990 isolierten
Klon der B,-Untereinheit um eine unvollstandige SpleRvariante handdte und konnte eine cDNA mit
enem zusdtzlichen aminoterminalen Exon isolieren (Koesling 1995). Dieses Exon wies deutliche
Homologien zu enem Bereich der [;-Untereinheit auf, fir den durch Experimente mit
Deetionsmutanten klar gezeigt werden konnte, dass er fur die Bindung der prosthetischen
Hamgruppe und die Aktivierung des Enzyms durch NO essentidl ist (Wedd et al. 1995, Foerster et
al. 1996). Allerdings fuhrte auch die Koexpression dieser neuen B,-Untereinheit mit den bereits
bekannten Guanylyl-Cyclase-Untereinheiten nicht zur Bildung eines katalytisch aktiven Enzyms
(Koesling 1995). Uberraschend zeigten Gupta et al. 1997 NO-sensitive Guanylyl-Cyclase-Aktivitat
nach Koexpression der ,-Untereinheit mit der oy-Untereinheit. Dieser Befund ist schwer zu erkléren,
da dem von Gupta verwendeten Klon der aminoterminale Abschnitt fehlt, der in Analogie zur [3;-
Untereinheit entscheidend fur die Bindung der prosthetischen Hamgruppe und die NO-Sensitivitét des
Enzyms sein sollte (Koesling 1995). Die Ergebnisse konnten allerdings bisher auch von keiner
anderen Arbeitsgruppe bestatigt werden (Koesling und Friebe 1999, Denninger und Marletta 1999).

IC1 100

IC2 26 100

lc2 25 60 100

B-SAL | 35 21 20 100 % Aminosaureahnlichkeit

B-SB1 30 27 26 41 100

*CYAG| 25 25 27 27 23 100

*RGC1 27 23 24 46 37 27 100

R-SB2 29 25 25 50 43 29 49 100

H-SB2 29 24 25 48 41 29 46 91 100

H-SA2 34 23 20 78 42 28 46 50 47 100

*MDB3 34 21 23 44 38 28 45 56 55 44 100

CEB3 27 21 23 44 34 28 44 43 41 42 51 100
IC1 IC2 IIC2 B-SA1 B-SB1 *CYAG *RGC1l R-SB2 H-SB2 H-SA2 *MDB3 CEB3

Abbildung 29: Aminoséureghnlichkeiten der katalytischen Doménen von verschiedenen Adenylyl- (AC) und Guanylyl-
Cyclasen (GC). Domanen, die homodimere katalytische Bereiche bilden, sind mit einem Stern gekennzeichnet. IC1: C1
Doméane, AC | des Rindes; IC2: C2 Doméne, AC | des Rindes; [IC2: C2 Doméne, AC Il der Ratte; B-SA1 und B-SB1: oi1-
bzw. B;-Untereinheit der 16slichen GC vom Rind; CYAG: Dictyostelium discoideum AC; RGCL: retinale GC; R-SB2 und
H-SB2: B-Untereinheit der |6slichen GC von Ratte bzw. Mensch; H-SA2: a-Untereinheit der 16slichen GC; MDB3: 5
Untereinheit der GC von Manduca sexta; CEB3: 5-Untereinheit der GC von C. elegans.

Nighorn und Mitarbeter konnten bel dem Insekt Manduca sexta, neben einer o;- und einer ;-
Untereinheit, die zusammen ein NO-sensitives Heterodimer bildeten (Nighorn et al. 1998), ene
weitere, sogenannte Bs-Untereinheit klonieren (Nighorn et al. 1999). Diese Bs;-Untereinheit von
Manduca sexta war in Abwesenheit einer zweiten Untereinheit in Gegenwart von Mn?* als K ofaktor
aktiv, aber rdativ insensitiv gegeniber NO. Ein Vergleich der Aminosauredhnlichkeiten der
katalytischen Doménen der von der Arbetsgruppe klonierten humanen B,-Untereinheit und der B,-
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Untereinheit der Ratte mit der Bs-Untereinheit von Manduca sexta und Sequenzen anderer Nukleotid-
Cyclasen ist in Abbildung 29 dargestellt. Fur die B,-Untereinheiten von Mensch und Ratte zeigte sich
die hochste Sequenzverwandtschaft zur Bs-Untereinheit von Manduca sexta (55 % bzw. 56 %).

Wie alle bisher beschriebenen B-Untereinheiten der 16slichen Guanylyl-Cyclase weist die 3-
Untereinheit von Manduca sexta das Startmotiv “MYG" auf, das in den B-Untereinheiten auch
evolutiondr weit entfernter Spezies wie der Fruchtfliege Drosophila (Genbank: AAA87941) oder des
Medaka-Fisches Oryzias latipes (Genbank: AB000850) konserviert ist. Innerhalb der Arbeitsgruppe
konnte ein Klon der B,-Untereinhet der Ratte mit dem Startmotiv “MYG" isoliert werden und es
konnte gezeigt werden, dass der von Koesling isolierte Klon ebenso wie der urspriinglich von Yuen et
al. 1990 isolierte Klon eine inkomplette Sequenz darstellt. Dieser neu isolierte Klon ist im Vergleich
zu der von Yuen klonierten B,-Untereinheit aminoterminal um 64 Aminosauren verlangert und ist im
Vergleich zu dem von Koesling isolierten Klon um 10 Aminosduren verkiirzt und weist damit am
aminoteminalen Ende exakt die gleiche Lange und das gleiche Startsequenzmotiv auf wie die ;-
Untereinheit. Fur die B;-Untereinheit konnte gezeigt werden, dass sowohl eine aminoterminale
Verlangerung um 36 Aminosauren (Lee e al. 2000) als auch ene Ddetion um 64 Aminosduren
(Wedd et al. 1995, Foerster et al. 1996) zu einer Aufhebung der NO-Sensitivitét des Enzyms fihrt.
Tats&chlich konnten wir mit dem neu isolierten Klon der B,-Untereinheit NO-sensitive Guanylyl-
Cyclase-Aktivitat nachweisen. Ahnlich wie bei der Bs-Untereinheit aus Manduca sexta, war die
Enzymaktivitat in Abwesenheit einer weiteren Untereinheit nachweisbar, wobei in beiden Fallen Mn?*
as Kofaktor zum Nachweis von enzymatischer Aktivitat erforderlich war. Die auffélligen
Ahnlichkeiten der Aminosauresequenzen der katalytischen Domanen und die Ahnlichkeit in den
biochemischen Eigenschaften zwischen der B-Untereinheit und der Bs-Untereinheit des Insekts
Manduca sexta weisen darauf hin, dass es sich hierbe mdglicherweise um orthologe Sequenzen bel
verschiedenen Spezies handdlt, wobel die evolutiondre Entfernung von Insekten und Sdugern eine
eindeutige Zuordnung alerdings nicht zuldsst. Mit dem Nachweis von katalytischer Aktivitét in
Abwesenheit einer weiteren Untereinheit konnten wir zeigen, dass die B,-Unterenheit die erste NO-
sensitive, losliche Guanylyl-Cyclase bei Sdugern mit einer homomer angdegten katalytischen
Doméne ist. Die bereits diskutierte Homologie-Modd Ibildung von heterodimeren und homodimeren
Nukleotid-Cyclasen anhand der Kristallstruktur der katalytischen Doméne der Adenylyl-Cyclase (Liu
e a. 1997) bietet deutliche Hinweise darauf, dass die B-Untereinheit zu der Familie der
homodimeren Nukleotid-Cyclasen zu z&hlen ist. Be den pseudoheterodimeren Adenylyl-Cyclasen
und den heterodimeren Guanylyl-Cyclasen liegen die fir die Katalyse essentiellen Aminosduren auf
verschiedenen Abschnitten ener Polypeptidkette oder auf verschiedenen Polypeptidketten (o und B).
Dagegen enthalten die homodimere Adenylyl-Cyclase, die membranstéandige Guanylyl-Cyclase, die
Bo-Untereinheit und die Bs-Untereinheit von Manduca sexta alle fir die Katalyse essentiellen

Aminosauren auf einer Polypeptidkette enes katalytischen Abschnittes. Dies unterstiitzt unsere
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experimentellen Befunde, nach denen es sich be der B,-Untereinhet um die erste homodimer
aufgebaute NO-sensitive Guanylyl-Cyclase bel Sdugern handdlt.

Aufgrund der Symmetrie der katalytischen Doméne der homodimeren Nukleotid-Cyclase
konnen diese zwe katalytische Zentren bilden (Hurley 1998). Dadurch, dass bel heterodimeren
Nukleotid-Cyclasen die essentiellen Aminoséuren auf zwel katalytische Doménen verteilt sind, bilden
diese nur noch en katalytisches Zentrum und eine pseudosymmetrische zweite Bindungstasche,
welche die Fahigkeit zur Katalyse nicht besitzt (Hurley 1998, Liu et a. 1997). Es konnte gezeigt
werden, dass Forskalin, ein Aktivator der humanen Adenylyl-Cyclasen, an diese zweite
Bindungstasche der Adenylyl-Cyclase bindet (Tesmer et a. 1997, Zhang et a. 1997). Drei
Aminosauren sind fur die Forskolin-Bindung essentiell (Zhang et al. 1997, Tesmer et al. 1997). Dies
sind en Aspartat D418 aus der C1 Doméne und ein Lysin L897 und ein Serin S927 aus der C2
Doméne der Adenylyl-Cyclase |. Die Asymmetrie der Adenylyl-Cyclasen ist essentidl fir diesen
Regulationsmechanismus, der daher auch auf die heterodimer angelegten Adenylyl-Cyclasen
beschrankt ist (Liu et al. 1997, Hurley 1998). Die o/B;-heterodimere, NO-sensitive Guanylyl-Cyclase
weist ebenfalls eine pseudosymmetrische Bindungstasche mit unbekannter Funktion auf (Hurley
1998, Friebe et al. 1999). YC-1 konnte als NO-unabhangiger Aktivator der 16slichen Guanylyl-
Cyclase identifiziert werden (Wu et al. 1995). Friebe et al. 1999 vermuten die Bindungsstelle von
YC-1 analog zu Forskalin in der pseudosymmetrischen Bindungstasche des katalytischen Bereiches.
Sie konnten durch Mutation des Cysteins 596 der o;-Untereinheit zu enem Serin ein Enzym erhalten,
das sich unter nicht stimulierten Bedingungen ahnlich verhidt, wie das Wildtypenzym in der
Anwesenheit von YC-1 (Friebe e al. 1999). Das Cystein 596 der oy-Untereinheit entspricht dem
Aspartat 418 der Adenylyl-Cyclase |, das essentidl fur die Forskolin-Bindung ist. Die Mutation des
analogen Cysteins der 3;-Untereinheit, das fir die Bindung des Guanins essentidll ist, fuhrte zu einem
kompletten Verlust der Enzymaktivitét (Friebe et al. 1999). Denninger und Mitarbeiter konnten in
spektrometrischen Untersuchungen Hinweise auf eine Bindung von YC-1 in der Nahe der Ham-
Bindungsdoméne der B;-Untereinheit gewinnen (Denninger et al. 2000). Untersuchungen mit YC-1
und dem neuen, strukturdl verwandten BAY 41-2272 weisen hingegen darauf hin, dass sowohl
BAY 41-2272 as auch YC-1 an die o-Untereinheit der NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase binden
(Stasch et al. 2001, Becker et al. 2001). Unabhéngig davon, ob YC-1 an die pseudosymmetrische
Bindungstasche, in der Néhe der H&am-Bindungsdoméne oder an die o-Untereinheit bindet, stehen
diese Theorien im Einklang mit unserem Befund, dass YC-1 und BAY 41-2272 nicht in der Lage
sind, den homodimeren P,-Enzymkomplex zu stimulieren. Dieser bildet als homodimer aufgebaute

Nukleotid-Cyclase keine pseudosymmetrische Bindungstasche und enthélt keine a-Untereinheit.
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Alle bislang untersuchten heterodimeren Formen der NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase zeigen,
dass die NO-vermittelte Steigerung der enzymatischen Aktivitat durch die Bindung von NO an das
Eisenatom der prosthetischen Hamgruppe erfolgt (Wolin et al. 1982, Stone und Marletta 1996). Fir
die heterodimeren Isoformen konnte ene Aminosdure (Histidin 105) auf der [;-Untereinhet
identifiziert werden, die essentidl fir die Hamgruppen-Bindung ist (Wedd et al. 1994, Fan & al.
1998, Zhao und Marletta 1998). Dieses Histidin findet sich auch bei der B,-Untereinhet der Ratte
innerhalb der konservierten Aminosduresequenz. Die Sequenzhomologie im Bereich dieser kritischen
Aminosaure |&sst vermuten, dass auch der B,-Enzymkomplex eine Hamgruppe binden kann. Die
prosthetische Hamgruppe der heterodimeren Guanylyl-Cyclase-1soformen kann durch das Detergenz
Tween 20 aus seiner Position innerhalb des Enzyms herausgeGst werden (Foerster et al. 1996). Dies
flhrt dazu, dass eine Enzymaktivierung durch NO nicht mehr mdglich ist. Diese NO-insensitive
Guanylyl-Cyclase besitzt aber noch ene basale Enzymaktivitét (Foerster et a. 1996). Die
Anwesenheit von Tween 20 fihrte auch bel dem B,-Enzymkomplex zu ener vollstandigen
Aufhebung der NO-Sensitivitat, ohne jedoch seine basale Enyzmaktivitét signifikant zu beeinflussen.
Die mit Tween20 vorbehanddten o/f-Heterodimere konnten mit der direkten Hamvorstufe
Protoporphyrin IX stimuliert werden (Foerster et al. 1996, Friebe et al. 1997). Wolin et al. 1982
vermuteten, dass Protoporphyrin IX in die Hambindungstasche gelangt und dort zu einer Stimulation
der heterdodimeren Guanylyl-Cyclasen fihrt. In Ubereinstimmung mit diesen Daten zu den bisher
bekannten Enzymkomplexen konnten wir zeigen, dass auch der mit Tween 20 vorbehanddte B,-
Enzymkomplex in Anwesenheit von Protoporphyrin IX einen Anstieg in der enzymatischen Aktivitét
zegt.

1995 wurde erstmals der inhibitorische Effekt von ODQ auf die NO-stimulierte heterodimere
0/PB1-1soform der [6slichen Guanylyl-Cyclase beschrieben (Garthwaite et al. 1995). Es konnte gezeigt
werden, dass die durch ODQ vermittete Inhibition der NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase durch eine
Oxidation des Eisenatoms der prosthetischen Hamgruppe erfolgt, so dass eine Aktivierung durch NO
nicht mehr erfolgen kann (Schrammd et al. 1996, Zhao et a. 2000). Wie Tween 20, so hat auch ODQ
keinen Einfluss auf die basale Enzymaktivitdt der heterodimeren Isoformen der NO-sensitiven
Guanylyl-Cyclasen (Schramme et al. 1996, Zhao et al. 2000). Fur den B,-Enzymkomplex konnten
wir zeigen, dass die Anwesenheit von ODQ zu ener konzentrationsabhéngigen Inhibition der NO-
stimulierten Enzymaktivitét fihrte. In Bezug auf die inhibitorische Potenz von ODQ war kein
Unterschied zwischen der oy/B;- und der P,-Isoform nachweisbar. Die hier durchgefiihrten
Experimente an der B,-1soform der NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase, besonders im Vergleich zu den,
in der Literatur beschriebenen, qualitativ identischen Ergebnissen mit den heterodimeren Isoformen,
deuten darauf hin, dass die NO-Sensitivitdt der B,-Isoform der Ratte ebenfalls durch ene
prosthetische Hamgurppe vermittelt wird.
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Untersuchungen an heterodimeren o/p-lsoformen der NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase im
Baculovirug/Sf9-System mit dem NO-Donor DEA/NO ergaben ECs-Werte im Bereich zwischen
500 nM und 1270 nM DEA/NO (Russwurm et al. 1998, Hoenicka et al. 1999, Friebe et al. 1999).
Diese Daten stimmen mit den von uns ermittelten Resultaten von etwa 420 nM DEA/NO fir die
ou/Bi-1soform gut Uberein. Ein Vergleich der ECs-Werte zwischen der heterodimeren Isoform und
der homomeren B,-Isoform zeigte, dass die ,-1soform einen ECs-Wert von etwa 40 nM DEA/NO
aufwies, also etwa eine Zehnerpotenz niedriger als dies in paralld durchgefiihrten Versuchen fir die
o,/PBs-Isoform ermittelt werden konnte. Die erhthte NO-Affinitdt der ,-Isoform konnte mit dem
unterschiedlichen Aufbau des katalytischen Zentrums erklért werden, da Friebe et al. 1999 zeigen
konnte, dass eine Verdnderung innerhalb der katalytischen Doméne der oy-Untereinheit zu einem
heterodimeren Enzymkomplex fuhrte, der eine erhohte NO-Affinitét im Verglech zur unveranderten
heterodimeren Variante aufwies. Substrataffinitdtsuntersuchungen fir die B-1soform ergaben einen
Kn-Wert von 375 uM GTP, der in Anwesenheit von DEA/NO deutlich verringert war (136 uM GTP).
Die Substrataffinitét der B,-1soform ist im Vergleich zu heterodimeren o/[3-1soformen (etwa 100 uM
GTP unter basalen Bedingungen, Russwurm et al. 1998) verringert, deckt sich aber mit Ergebnissen,
die fur die homodimere, membrangebundene Guanylyl-Cyclase A erhalten wurden (Wedd et al.
1997).

Die Mutagenese enes Glutamats innerhalb der katalytischen Doméne der homodimeren
membrangebundenen Guanylyl-Cyclase A zu einem Alanin (GC-A E974A) flhrte zu enem
kongtitutiv aktiven Enzym, das nicht mehr durch seinen Liganden ANP reguliert werden konnte
(Wedd et al. 1997). Die Mutagenese des analogen Glutamats in der katalytischen Doméne der .-
Isoform (B.E596A) fuhrte zu einer drastischen Erhdhung der maximalen Enzymaktivitét, sowohl in
Abwesenheit als auch Anwesenheit von DEA/NO. Messungen mit YC-1, Tween 20,
Protoporphyrin IX oder ODQ zeigten keine qualitativen Unterschiede im Vergleich zur unveranderten
B.-Isoform. Die Substratabhéngigkeit von B,ES96A wies, wie die unverénderte ,-1soform, enen
linearen Verlauf in der Lineweaver-Burk-Darstdlung auf. Allerdings fuhrte die Mutation zu ener
deutlichen Verringerung der Substrataffinitdt unter basalen und NO-stimulierten Bedingungen. Ein
vergleichbares Ergebnis konnten Dealwis et al. 1995 mit ener Punktmutante der alkalischen
Phosphatase aus Escherichia coli zeigen. Die erhohte katalytische Aktivitét dieser Mutante wurde mit
ener schndleren Freisstzung des enzymatischen Produktes als Resultat der geringeren
Substrataffinitét erklart (Dealwis et al. 1995). Ein ahnlicher Mechanismus ist auch fur den $,E596A-
Enzymkomplex denkbar.

Die theoretische Analyse der Aminosduresequenz der f,-Untereinheit im Vergleich zu homo-
und heterodimeren Nukleotid-Cyclasen und die Messung von NO-sensitiver Guanylyl-Cyclase-
Aktivitét der Bo-Untereinheit in der Abwesenheit ener weiteren Untereinheit deuten Ubereinstimmend

darauf hin, dass die B,-Untereinheit zu der Familie der homomer aufgebauten Nukleotid-Cyclasen zu
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rechnen ist und ein Homodimer aus zwei identischen B,-Untereinheiten aufbaut. Die Bildung eines
hoher geordneten Enzymkomplexes, beispidsweise eines Homotetramers, ist allerdings ebenfalls
mdglich. Analog ist auch fir die homomere membranstandige Guanylyl-Cyclase nicht geklért, wie
vide identische Untereinheiten am Aufbau eines Enzymkomplexes beteiligt sind, obwohl in der
Literatur meist vom einfachsten Fall der Bildung eines Homodimers ausgegangen wird. In der
zusammenfassenden Abbildung 30 ist auch fir den B,-Enzymkomplex die enfachste Moglichkeit der

Homodimerbildung angenommen.

NO/YC-1 NO/YC-1 NO
[reT N
B § | B-

—

GTP cGMP GTP cGMP

Abbildung 30: Schematische Darstellung von Guanylyl-Cyclase-lsoformen entsprechend den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit (vgl. Abb. 2).

4.2. Bedeutung des Carboxyterminus der B,-Untereinheit der Ratte
Die BrUntereénhet der Ratte besitzz an ihrem carboxyterminalen Ende en
Isoprenylierungsmotiv (CVVL). Der Leucinrest an der letzten Position deutet auf die kovalente
Bindung eines Geranylgeranylrestes an das Schwefdatom des Cysteins hin (Gelb et al. 1998). Dabel
werden die letzten drei Aminosduren abgespalten (Parish und Rando 1996, Gelb et al. 1998). Eine
Methyl-Gruppe kann an die frel werdende Carboxylgruppe des Cysteins tbertragen werden. Durch
diese Isoprenylierung wird eine Lokalisation an der Membran ermdglicht. Bel der B-Untereinheit der
Ratte liegen beziiglich der Bedeutung der potentiellen Isoprenylierungsstele und der intrazeluléren
Lokalisation widerspriichliche Angaben vor. Wahrend Gupta und Danziger in eénem Kongressbeitrag
eéne Lokalisation der B,-Untereinheit an der basolateralen Membran von Nierentubuluszellen
berichteten (Gupta und Danziger 1998), fanden Mundd und Mitarbeter die B,-Untereinhet bei
immunhistochemischen  Untersuchungen der Niere ausschliefdlich in  den Hauptzellen der
Sammelrohre im Cytosol geldst (Munde et al. 1995). Eine Computeranalyse der Aminosduresegquenz
der PB,-Unterenheit der Ratte ergab die folgenden Lokalisationswahrschenlichkeiten: 26 %
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Cytoplasma, 17 % sekretorische Vesikd, 13 % Kern, 13 % Mitochondrien, 9 % endoplasmatisches
Retikulum, 9 % Plasmamembran, 4 % Cytoskelett, 4 % Golgi-Apparat, 4 % Vakuolen (Nakai und
Kanehisa 1992). Unsere Ergebnisse im Baculovirus/Sf9-Expressionssystem liel3en keine eindeutige
Aussage Uber die Lokalisation des ,-Enzymkomplexes zu. Sowohl die unveranderte 3,-1soform als
auch die mutierte Form [,E596A zeigten eine ausgeglichene Verteilung zwischen cytosolischer und
membrandrer Fraktion infizierter Sf9-Zdlen. Von uns durchgefihrte Untersuchungen mit Hilfe von
Fusionsproteinen der B,-Untereinheit der Ratte mit dem Griin-Fluoreszierenden-Protein aus Aequorea
victoria in HEK-293 Zdlen sprechen fur ene Uberwiegend cytosolische Lokalisation, schlief3en eine
tellweise membransténdige Lokalisation der B,-Untereinheit aber nicht aus. Um die Frage der
subzdluléren Lokalisation und einer moglichen Isoprenylierung der [B,-Untereinheit eingehender zu
untersuchen stellten wir zwel weitere Mutanten der B.-Untereinheit der Ratte her. Durch die
Mutagenese eines Nukleotids in der cDNA im carboxyterminalen Bereich der B-Untereinheit entsteht
en Stop-Codon und es kommt zu einem vorzeitigen Abbruch der Proteinbiosynthese. Dies resultiert
in enem Proten, das um 45 Aminosduren verkirzt ist (B,ACs) und dem die fragliche
Isoprenylierungssequenz fehlt. Die Mutagenese des Cysteins innerhalb des |soprenylierungsmotivs
CVVL in en Serin fihrt ebenfalls zu einer Aufhebung einer moglichen Isoprenylierbarkeit, wobe
hier innerhalb der B,-Untereinheit nur ein Schwefd- gegen en Sauerstoffatom ausgetauscht wurde
(B2C739S). Die Mutagenese des entsprechenden Cysteins in ein Serin fuhrt be viden Enzymen, die
eine Isoprenylierungssequenz besitzen, zu einer cytosolischen Lokalisation der exprimierten Proteine
(Zhang und Casey 1996, De Angdis und Braun 1994). Untersuchungen der enzymatischen
Aktivititen dieser beiden B-Mutanten in Gegenwart von Mn?" zeigten keine verdnderte Vertelung
zwischen cytosolischer und membrandrer Fraktion im Vergleich zur unveranderten [,-1soform und
B.E596A. Wetere Untersuchungen von 3,AC,s und ,C739S ergaben Uberraschend, dass beide B,-
Varianten basale und NO-stimulierbare enzymatische Aktivitdt auch in Gegenwart von Mg
aufwiesen. Die enzymatische Aktivitat konnte hier fast ausschliel¥lich in der cytosolischen Fraktion
von infizierten Sf9-Zellen gefunden werden. Dieses Resultat deutet darauf hin, dass die 3,-Isoform
ohne die Isoprenylierungssequenz tatsichlich eher eine cytosolische Lokalisation aufweist. Allerdings
ist unklar, weshalb diese cytosolisch lokalisierte Enzymaktivitdt nur in Anwesenheit von Mg? zu
finden ist, wohingegen in Anwesenheit von Mn* eine indifferente Vertelung der Enzymaktivitét
nachzuweisen ist. Der Uberaschende Befund, dass ene Punktmutation innerhalb der
Isoprenylierungssequenz eine Verdnderung in der Kationenakzeptanz hervorruft, deutet auf ene
Veranderung innerhalb der katalytischen Doméne hin, wie das fiir die enzymatische Aktivitat boviner
Rhodopsin-Kinase gezeigt werden konnte, die von der Isoprenylierung abhangig ist (Inglese et al.
1992). Wir konnten mit unseren Experimenten mit Fusionsproteénen und Mutanten der B,-

Untereinheit zeigen, dass das Isoprenylierungsmotiv innerhalb der B,-Untereinheit ene wichtige
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Bedeutung fir die Akzeptanz des Kofaktors Mg®* hat. Inwieweit diesem Effekt tatsichlich eine
Isoprenylierung zu Grunde liegt wird zur Zeit innerhalb der Arbeitsgruppe untersucht.

4.3. Charakterisierung der o,-Untereinheit der Ratte

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es erstmals gelungen, ein Ortholog der o-Untereinheit
des Menschen bel einer anderen Spezies zu klonieren. Es zeigte sich, dass die op-Untereinheit mit
einer Aminosduredhnlichkeit von 90 % zwischen Ratte und Mensch sogar stérker zwischen den
Spezies konserviert ist, als die op-Untereinheit (88 % Aminosduredhnlichkeit). Der dhnliche Grad der
Konservierung von oy- und op-Untereinheiten in der Evolution spricht dafir, dass beide
Untereinheiten eine wichtige Rolle spiden. Die biochemische Charakterisierung der neu klonierten
op-Untereinheit der Ratte nach Uberexpression in Sf9-Zdlen zeigte eine Aktivierbarkeit des Enzyms
durch NO und YC-1. Die biochemischen Eigenschaften der heterodimeren o,/f;-Enzymkomplexe
von Ratte und Mensch unterscheiden sich dabei nicht. So ist der ECsp-Wert fir DEA/NO von 547 nM
fur die o-Untereinheit der Ratte in guter Ubereinstimmung mit den Werten, die fur die humane o
Untereinheit ermittelt wurden (Russwurm et al. 1998). Die Untersuchungen der Substratabhéngigkeit
des o,/B1-Enzymkomplexes der Ratte ergab einen K-Wert von 216 uM GTP. Dieser Wert stimmt in
gwa mit dem Wert Uberein, den Russwurm et al. 1998 an dem aufgerenigten humanen o,/B;-
Enzymkomplex ermitteln konnte (106 uM GTP). Die gezeigte biochemische Ubereinstimmung deckt
sich mit der hohen Sequenziibereinstimmung der orthologen o-Untereinheiten bei beiden Spezies.

In Uberéingtimmung mit den Angaben fir die humane op-Untereinheit, zeigt die oy~
Untereinheit der Ratte im aminoterminalen Drittel (Aminosduren 1-240) gegeniber der oy-
Untereinheit der Ratte (Aminosauren 1 - 206) eine Aminosaureghnlichkeit von 27 % (Koesling und
Friebe 1999). Trotz dieses deutlichen Sequenzunterschiedes zeigte der Vergleich von gereinigtem
0o/B1- mit gereinigtem oy/Bi-heterodimeren Enzym nach Uberexpression in Sf9-Zelen keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Sensitivitét gegentuber NO, die kinetischen Eigenschaften
oder die Beanflussbarkeit durch Modulatoren wie YC-1 (Russwurm et a. 1998). Dies spricht dafr,
dass das aminoterminale Drittel der o-Untereinheiten fur diese Eigenschaften der Enzymisoformen
nicht von Bedeutung ist. Der entsprechende Abschnitt zeigte zwischen den Orthologen der o-
Untereinheit eine Aminosaureghnlichkeit von 87 % (gegentiber 80 % des entsprechenden Abschnitts
zwischen den oy-Orthologen). Der hohe Grad der Konservierung des aminoterminalen Bereichs der
o-Untereinhat weist auf ene wichtige Funktion dieses Sequenzabschnittes hin. Eine aminoterminale
Deetionen der op-Untereinheit um dieses aminoterminale Drittel (247 Aminosauren) fuhrte nach
Koexpression mit der ;-Untereinhet zu einem Enzymkomplex mit erhaltener Sensitivitét gegentiber
NO und YC-1. Dies ist insofern en Uberraschendes Ergebnis als die Deetion von nur
131 Aminosauren des aminoterminalen Bereiches der oy-Untereinheit nach Koexpression mit der ;-

Untereinheit in COS-Zdlen zu einem Enzym mit aufgehobener NO-Sensitivitét fuhrte (Wedd et al.
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1995). Allerdings war diese Deetionsmutante der oy-Untereinheit nach Koexpression mit der ;-
Untereinheit in Sf9-Zdlen und Reinigung des Enzymkomplexes schwach durch NO aktivierbar,
wahrend eine Deletion der 3;-Untereinheit um 64 Aminosauren zu einem kompletten Verlust der NO-
Sensitivitét fuhrte (Foerster et al. 1996). Unser Ergebnis einer erhaltenen NO-Sensitivitdt trotz
aminoterminaler Deletion von 104 bzw. 247 Aminosauren der o,-Untereinheit deutet darauf hin, dass
dieser Abschnitt zur Bindung ener prosthetischen Hamgruppe und fur die Aktivierung durch NO
nicht erforderlich ist. Untersuchungen anhand von Punktmutanten der oy- und B;-Untereinheit im
aminoterminalen Bereich deuten ebenfalls darauf hin, dass der aminoterminale Bereich der [3;-
Untereinheit, nicht aber der oy-Untereinheit entscheidend fir die Bindung einer prosthetischen
Hamgruppe und die Aktivierung durch NO ist (Friebe et al. 1997). Dies steht in Ubereinstimmung mit
Befunden von Zhao und Marletta, die durch Expression in E.coli zeigen konnten, dass der
aminoterminale Abschnitt der B;-Untereinheit fur die Bindung der prosthetischen Hamgruppe
hinrechend ist (Zhao und Marletta 1997). Eine Deetion der aminoterminalen Hélfte (401
Aminosduren) der o-Untereinheit der Ratte fihrte hingegen zu einem vollstandigen Verlust der NO-
und YC-1-Sensitivitdt nach Koexpression mit der 3;-Untereinheit im Baculovirus/Sf9-System. Eine
basale Enzymaktivitdt war noch vorhanden, aber die Substrataffinitét zeigte sich deutlich verringert
im Vergleich zu dem unveranderten o,/B1-Enzymkomplex. Dies steht in Ubereinstimmung mit den
von Wedd et al. 1995 ermittdten Resultaten, wonach ene Deetion der aminoterminalen
Aminosduren 1-366 der humanen og-Untereinheit zu enem vollsténdigen Verlust der NO-
Sensitivitét fuhrte, ohne aber die basale Enzymaktivitét aufzuheben. Be einem direkten Vergleich der
NO-sensitiven o,-Deletionsmutanten fiel auf, dass 0,ANie/B; I Anwesenhet von NO ene
ausgepragtere zusatzliche Stimulation durch YC-1 zeigte als 0,AN247/B;. Anhand von Messungen der
enzymatischen Aktivitaten in Abhéngigkeit der Y C-1-Konzentration zeigte sich sowohl unter basalen
Bedingungen als auch in Anwesenheit von NO eine deutlich hthere maximale Enzymaktivitat fir
02AN10/B1 unter maximaler YC-1-Konzentration. Dabei blieb die Affinitdt gegentber YC-1
unverdndert. Dieser Effekt kann nicht auf ene unterschiedliche Starke der Proteinexpression
zuriickgefuihrt werden, da hier in Kontrollversuchen eine gleichméfdige Expression von oAN;04/P1
und 0pANL47/B;1 gezeigt werden konnte. Die Befunde deuten darauf hin, dass der Bereich um
Aminosaure 247 der op-Untereinhat fur die vollstandige Aktivierung der o,/B;-1soform durch YC-1
wichtig ist. Der Bereich scheint hingegen fur die NO-vermittelte Stimulation von o/, keine Rolle zu
spielen, da die Enzymaktivitét bei maximaler NO-Konzentration zwischen 0;AN104/B1 und 0,AN47/B1
keine Unterschiede aufwies. Der Enzymkomplex o,AN4/B; war gegeniiber NO und Y C-1 insensitiv,
was darauf schlief3en lasst, dass der Bereich zwischen Aminosdure 247 und 401 der op-Untereinheit
der Ratte essentidl fur eine Sengitivitét gegentiber NO und YC-1 ist. Wir konnten zeigen, dass der
0AN01/B1-Enzymkomplex noch ene basale katalytische Aktivitat besitzt. Dies l&sst darauf
schlief3en, dass das katalytische Zentrum des o,AN 401/ 1-Enzymkomplexes noch intakt ist. Da Zhao
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und Marletta 1997 Uberzeugend dargelegt haben, dass der Aminoterminus der [;-Untereinheit
hinreichend fir die Bindung der prosthetischen Hamgruppe ist, fihren wir die aufgehobene NO-
Sensitivitdt von 0AN4/B; darauf zurlick, dass die Signallibertragung von der NO-bindenden
Doméane zur katalytischen Doméane gestort ist. Zur Zeit fihren wir innerhalb der Arbeitsgruppe
Versuche an dem 0,AN4/B1-Enzymkomplex durch, die durch spektrometrische Untersuchungen
theoretisch zeigen sollten, dass dieser Enzymkomplex noch eine prosthetische Hamgruppe binden
kann.

Neben sener aktivierenden Wirkung auf die l6sliche Guanylyl-Cyclase ist YC-1 en
unspezifischer Hemmstoff der Phosphodiesterase und besitzt eine geringe Bioverfigbarkeit (Friebe et
al. 1998, Galle e al. 1999). Es ist gdungen mit BAY 41-2272 ein Derivat von YC-1 zu entwickeln,
das mit ener hoheren Potenz die Guanylyl-Cyclase aktiviert, keine unspezifische Wirkung auf
Phosphodiesterasen hat und eine hthere Bioverfligbarkeit besitzt (Stasch et al. 2001a, Straub et al.
2001). Stasch et a. 2001 konnten zwei Cysteinreste (Cystein 238 und 243) innerhalb der
aminoterminalen Region der og-Untereinheit als Bindungsstelle fir BAY 41-2272 identifizieren.
Diese Region ist zwischen der o- und der op-Untereinheit nur gering konserviert, und nur eines der
beiden Cysteine findet sich auch auf der o-Untereinheit (Harteneck et al. 1991). Dies spricht gegen
eine Bindung von BAY 41-2272 an die o,-Untereinheit und damit gegen einen stimulatorischen
Effekt von BAY 41-2272 an der o,/B;-Isoform. Unsere Untersuchungen konnten aber Uberraschend
ene konzentrationsabhangige Stimulation des o,/B;-Enzymkomplexes durch BAY 41-2272 zeigen.
Dies ist der erste Nachwes, dass BAY 41-2272 beide heterodimere Formen der NO-sensitiven
Guanylyl-Cyclase stimulieren kann. Im direkten Vergleich zeigte sich ene geringgradig hohere
Affinitat von BAY 41-2272 fur die o,/B;-1soform im Verglech zur o,/f3;-1soform.

Die unterschiedlichen Eigenschaften der Enzymkomplexe oAN0/B1 und o,AN27/B; nach
Y C-1-Stimulation veranlassten uns, auch fir BAY 41-2272 analoge Untersuchungen anzustellen. Es
egab sich hierbel, dass der AN /Pi-Enzymkomplex in Anwesenheit einer maximalen
BAY 41-2272-Konzentration eine hohere maximale Enzymeaktivitét aufwies als der oANp7/Bi-
Enzymkomplex. Die ECs-Werte fur BAY 41-2272 waren zwischen diesen beden Enzymkomplexen
aber nicht verschieden. Dies steht in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen nach Stimulation mit
Y C-1 und bestétigt die Ergebnisse von Stasch et al. 2001, dass das Y C-1-Derivat BAY 41-2272 an die
o-Untereinheit bindet. Eine, durch die o-Untereinheit vermittelte Aktivierung des heterodimeren
Enzymkomplexes durch YC-1 oder BAY 41-2272 steht auch in Ubereinstimmung mit unseren
Ergebnissen, da wir zeigen konnten, dass der homomere [3,-Enzymkomplex nicht durch YC-1 oder
BAY 41-2272 stimuliert wird. Die mutierte Form oAN4/B1 war auch gegentuber BAY 41-2272
insensitiv. Somit scheint der Bereich zwischen Aminosaure 247 und 401 der o-Untereinheit fir die
Bindung von YC-1 und BAY 41-2272 verantwortlich zu sein. Ist dieser Bereich deletiert, so kommt
es zu ener vollstandigen Aufhebung der Sensitivitat gegentiber NO, YC-1 und BAY 41-2272.
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4.4. Bedeutung des Aminoterminus der o-Unter einheit

Wedd et al. 1995 und Foerster et al. 1996 haben gezeigt, dass die Deletion des Aminoterminus
der oy-Untereinheit (Aminosdure 1 —131) zu einem fast vollsténdig NO-insensitiven Enzymkomplex
fuhrt. Diese Ergebnisse stehen in moglichem Widerspruch zu unseren Daten fur den ou/Ps-
Enzymkomplex, be dem eine Ddetion von 104 bzw. 247 aminoterminalen Aminosduren der of-
Untereinheit nicht zu einer Aufhebung der NO-Sensitivitdt fihrte. Um zu Uberprifen, ob diese
Unterschiede in den Ergebnissen auf spezifische Eigenheiten der op-Untereinheit bzw. der oy-
Untereinheit zurtickzufiihren sind, deletierten wir den aminoterminalen Bereich der humanen oy-
Untereinheit um 236 Aminosauren (0yANss) und um 364 Aminosauren (0 ANsgg).

Die Expression von o;ANz3s im Baculovirus/Sf9-System mit der 3;-Untereinheit resultierte in
eénem NO-sensitiven Enzym, das sich von der unveranderten ou/B;-Variante biochemisch nicht
unterschied. So konnte weder en Unterschied in der Substrataffinitét noch in der Sensitivitéat
gegeniber NO ermittelt werden. Unser Befund steht damit im Gegensatz zu friher publizierten
Ergebnissen (Wedd et al. 1995, Foerster et al. 1996). Eine Erklarung fir die gegensétzlichen
Ergebnisse kann die unterschiedliche Erzeugung der Deetionsmutanten sein. Die von uns
durchgefiihrten aminoterminalen Deletionen der  oj-Untereinheit wurden so  hergestdlt, dass
sequenzinterene Methionine der oy-Untereinheit als neue Startmethionine genutzt wurden. Dieser
Versuchsansatz variierte gegeniiber dem von Wedd et al. 1995 gewahlten Ansatz, in dem mittels PCR
neue Methionine in die Sequenz der oy-Untereinheit eingefiihrt wurden, die dann als neue
Startmethionine fungierten. Es ist denkbar, dass unser experimentdler Ansatz enen geringeren
Einfluss auf die native Enzymstruktur hatte. Der Enzymkomplex o;AN3sss/B; war hingegen nicht durch
NO aktivierbar und wies eine deutlich verminderte Substrataffinitét auf.

Waéhrend der Klonierungsarbeiten der oy-Deetionsmutanten erschien eine Arbeit, in der ene
mogliche Bindungsstelle des neuen Modulators BAY 41-2272 beschrieben wurde (Stasch et al. 2001).
Zwe Cysteinreste wurden als mdgliche Bindungsstelle des neuen NO-unabhéngigen Modulators
BAY 41-2272 identifiziert (Stasch et al. 2001, Becker et al. 2001). Diese Arbeiten veranlassten uns,
eine weitere Deetionsmutante zu klonieren, die diese mdgliche Bindungsstelle bzw. die Cysteinreste
nicht mehr enthiet. Die resultierende Deetionsmutante wurde mit 0;ANgse bezeichnet. Die
Expression von o3AN,se im Baculovirus/Sf9-System mit der 3;-Untereinheit resultierte in einem NO-
sensitiven Enzym. Um zu Uberprifen, ob die beiden Cysteinreste tatsichlich essentidl fur die
Sensitivitdt des heterodimeren oy/p;-Enzymkomplexes gegentiber BAY 41-2272 sind, fuhrten wir
Analysen mit BAY 41-2272 und YC-1 an den Deetionsmutanten durch. Zu unserer Uberraschung
zeigte sich, dass beide aminoterminalen Deetionsmutanten (0ANzse/B1 und 03ANLse/Bg) sensitiv
gegeniiber BAY 41-2272 und YC-1 waren. Die Ddetion der Cysteinreste fuhrte also nicht zu einer
Aufhebung der BAY 41-2272-Sensitivitét. Dieses Ergebnis spricht eindeutig gegen eine Betelligung
der Cysteinreste bel der Interaktion zwischen BAY 41-2272 und dem Enzymkomplex, da beide
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Ddetionsmutanten keine Unterschiede in der BAY 41-2272-Sensitivitdt und in der maximalen
Aktivierbarkeit durch BAY 41-2272 im Verglech zu dem unverdnderten oy/p;-Enzymkomplex
zeigten. Wie auch schon fir den Enzymkomplex o,ANg/B; Qgezeigt, so war auch die
Deetionsmutante o;;ANzs/B; insensitiv gegenuiber BAY 41-2272 und YC-1. Dieses Resultat deutet
darauf hin, dass sich die Bindungsstdle fir BAY 41-2272 eher im Bereich zwischen Aminosdure 259
und 364 der oy-Untereinhat befindet. Dabel ist anzunehmen, dass die Bindungsstellen von YC-1 und
dem YC-1-Derivat BAY 41-2272 identisch sind, da Becker et al. 2001 zeigen konnten, dass die
Bindung eines markierten BAY 41-2272-Derivates durch die Anwesenhet von YC-1 oder
BAY 41-2272 gleichermal3en inhibiert wird.

Die Aufreinigung von oy/B; und von o;ANgse/B; und die anschlief3ende Analyse der
Absorptionsspekiren zeigte, dass ene Deetion der ersten 259 Aminosduren der oy-Untereinhet die
Bindung der Hamgruppe nicht beeinflusst. Dies bestétigt die Ergebnisse von Zhao und Marletta 1997,
die den aminoterminalen Bereich der [;-Untereinhat as Bindungsstelle der prosthetischen
Hamgruppe beschreiben und steht im Gegnsatz zu den Befunden von Foerster et al. 1996, nach denen
die vollstdndigen aminoterminalen Bereiche von oy und B, fur die Bindung ener prosthetischen
Hamgruppe notwendig sein sollen. Die typische Verdnderung des Absorptionsspektrums in
Anwesenheit von DEA/NO zeigte dartiber hinaus, dass die prosthetische Hamgruppe von o ANgse/B4
noch mit NO interagieren kann und damit die typische Verschiebung des Absorptionsmaximums von
431 nm auf 398 nm verursacht. Die spektrometrisch nachgewiesene Interaktion zwischen NO und der
prosthetischen Hamgruppe war nicht Uberraschend, da die NO-Sensitivitét dieser Deletionsmutante
anhand der enzymatischen Untersuchungen von uns zuvor bdegt werden konnte. Aktudle
Untersuchungen zielen darauf ab, den o;AN3ss/B1-Enzymkomplex aufzurenigen und zu ermitteln, ob
der Enzymkomplex noch eine prosthetische Hamgruppe besitzt und ob diese noch mit NO
interagieren kann. Ein positives Ergebnis wirde darauf hindeuten, dass der Bereich zwischen
Aminosdure 259 und 364 der oy-Untereinheit der NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase essentidl fir die
Signaltransduktion zwischen der Ham-bindenden Doméne und der katalytischen Doméne innerhalb
des heterodimeren Enzymkomplexes ist.

Durch unsere Untersuchungen konnten wir zeigen, dass die aminoterminalen Bereiche der o-
Untereinheiten nicht essentidl fir die Bindung der Hamgruppe oder fir die Sensitivitét der jeweiligen
heterodimeren Enzymkomplexe gegeniber NO, YC-1 oder BAY 41-2272 sind. Denkbar wére
hingegen, dass die aminoterminalen Abschnitte der o-Untereinheiten ene unterschiedliche
subzellulére Lokalisation der Enzymisoformen in der Zelle oder die Interaktion mit unterschiedlichen
zdluléren Proteinen vermitteln.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zu Isoformen der I6slichen Guanylyl-
Cyclase, dem Rezeptor fir Stickstoffmonoxid (NO) und NO-freisetizende Pharmaka, durchgefihrt.
Nach der klassischen Auffassung haben alle Isoformen der NO-aktivierten 16slichen Guanylyl-
Cyclase enen heterodimeren Aufbau aus einer o- und ener B-Untereinheit. Neben den beden
Untereinheiten, die die am weltesten verbreitete, heterodimere o,,/B;-1soform aufbauen, konnten zwei
weitere Untereinheiten identifiziert werden (o, und ;). Die Bedeutung dieser beiden spéter klonierten
Untereinheiten wurde in Frage gestelt, da die op-Untereinheit nur bel einer Spezies kloniert werden
konnte und fur die B,-Untereinheit eine Beteligung an einem funktiondl aktiven Enzymkomplex
nicht Uberzeugend dargelegt werden konnte. Im Rahmen der vorliegenden Arbet konnten wir
erstmals Enzymaktivitét eines B,-Enzymkomplexes zeigen. Dieser Enzymkomplex aus identischen
Untereinheiten ist das erste Beispid einer homomer angelegten NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase bel
Saugern. Dariber hinaus ist die Klonierung der ersten vollsténdigen orthologen Sequenz von o
gdungen. Es zeigte sich, dass die op-Untereinheit mit einer  Aminosduredhnlichkeit von 90 %
zwischen Ratte und Mensch stérker zwischen den Spezies konserviert ist als die oy-Untereinheit
(88 % Aminosaureghnlichkeit) oder der B,-Unterenheit (78 % Aminosduredhnlichkeit). Der hohe
Grad der Konservierung der o,-Untereinheiten in der Evolution spricht dafiir, dass diese Untereinheit
eine dhnlich wichtige generdle Ralle spielt wie die oy-Untereinheit. Mit Hilfe von Deletionsmutanten
der o-Untereinheiten konnte der Angriffspunkt von neuen Aktivatoren des heterodimeren Enzyms

eingegrenzt werden. Die Hauptbefunde der vorliegenden Arbeit sind im folgenden aufgeftihrt:

1. Die B-Untereinhet der Ratte bildet in der Abwesenheit einer weiteren Untereinheit und in
der Gegenwart von Manganionen (Mn*") ein durch NO aktivierbares Enzym. Damit konnte
estmals das Vorkommen einer homomer angelegten, NO-sensitiven |6slichen Guanylyl-
Cyclase bel SAugern gezeigt werden.

2. Die ap-Untereinheit ist zwischen Mensch und Ratte in Bezug auf die Aminosduresequenz und
die biochemischen Eigenschaften gut konserviert und bildet mit der [;-Untereinheit en

heterodimeres NO-sensitives Enzym.

3. De oy/fi-Enzymkomplex kann durch den NO-unabhdngigen Modulator BAY 41-2272

aktiviert werden.

4. Der Bereich von Aminosaure 247-401 (o) bzw. 259-364 (0.) ist essentiell fur die Sensitivitét
des heterodimeren Enzymkomplexes gegeniiber NO, YC-1 und BAY 41-2272.
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