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1 Einleitung

1.1  Allgemeines

Stickstoffmonoxid (NO)-aktivierte Guanylyl-Cyclasesnd Rezeptoren fur NO-freisetzende
Pharmaka und endogen gebildetes NO. Sie spielenvesentliche Rolle bei der Regulation
von Gefaltonus und Blutdruck und sind Angriffspenkir Pharmaka zur Behandlung der
koronaren Herzkrankheit. Insofern ist die Entwicidguvon selektiven Substanzen fir die
Aktivierung der l6slichen Guanylyl-Cyclase in sgexihen Organen oder Zelltypen von

groRem pharmakologischem Interesse.

Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, die IRaler I6slichen Guanylyl-Cyclase als
Rezeptor fur die erwinschten und unerwiinschten Wgkn von NO-freisetzenden
Substanzen wie Glyceroltrinitrat naher zu charadienen. Entsprechend wurden einerseits
Untersuchungen am Herzen und an Thrombozyten defichd, wo die |6sliche Guanylyl-
Cyclase an der Vermittlung des antiangindsen bzws dchwacher ausgepragten
antiaggregatorischen Effekts von Glyceroltrinitraeteiligt ist. Andererseits wurden
Untersuchungen an der schmerzempfindlichen Duramalirchgefiuhrt, wo Glyceroltrinitrat

Uber bisher unbekannte Mechanismen Kopfschmerzaiisiu

1.2  NO-freisetzende Pharmaka und der NO / cGMP Signalwge

Glyceroltrinitrat ist das alteste NO-freisetzendeafmakon und wurde erstmals 1847 von
Sobrero synthetisiert (Marsh und Marsh 2000). Schalorero beobachtete, dass die Applika-
tion selbst kleinster Mengen der neuen SubstanzliauZunge starke Kopfschmerzen ausl6-
sen. Glyceroltrinitrat induzierte Kopfschmerzen eer durch Freisetzung von NO und einer
konsekutiven cGMP-abhéngigen Dilatation von Gefalen schmerzempfindlichen Dura

mater vermittelt (Thomsen und Olesen 1998). BelE3¥&7 konnte gezeigt werden, dass die
l6sliche Guanylyl-Cyclase durch Glyceroltrinitrahdi andere NO-freisetzende Substanzen
aktiviert wird (Katsuki et al. 1977, Miki et al. I9, Arnold et al. 1977, Schultz und Schultz

1977). Diese Enzymaktivierung durch NO wurde als micht-physiologisches Phanomen



aufgefasst, da zu diesem Zeitpunkt NO in biologgscBystemen unbekannt war. Furchgott
und Mitarbeiter zeigten 1980 die Existenz einer vBndothel produzierten Substanz, die
erforderlich war, um die Relaxation von Blutgefalzenvermitteln (Furchgott und Zawadzki
1980). Sie bezeichneten diese Substanz als "Erldothéerived relaxing factor" (EDRF).
Demgegeniber schlugen Ignarro und Furchgott 198fbhidngig voneinander vor, dass
EDRF mit NO identisch ist (Ignarro et al. 1987, Rat et al. 1987, Moncada et al. 1988).
Kurz darauf konnte gezeigt werden, dass ein losticBnzym in Makrophagen NO aus der
Aminosaure L-Arginin bildet. Es wurde spater geigtirund als NO-Synthase bezeichnet
(Hibbs et al. 1988, Marletta et al. 1988, Hevehletl991). Damit waren die beiden wesentli-
chen Komponenten des NO / cGMP Signalweges ideietifi NO-produzierende NO-
Synthasen und die cGMP-bildende |6sliche Guanylydi&se.

Die Klonierung von Untereinheiten der I6slichen @ylgl-Cyclase gelang nach Reinigung
des Enzyms aus Rinderlunge (Koesling et al. 198&sKkng et al. 1990) bzw. Rattenlunge
(Nakane et al. 1988, Nakane et al. 1990). Durchxidmession der klonierten cDNAs der Un-
tereinheiten des Rinder- bzw. RattenlungenenzymsiQd ;) wurde in vitro NO-stimulier-
bare Enzymaktivitdt erhalten (Harteneck et al. 1980echler et al. 1991). Zwei weitere
cDNAs fir potentielle Guanylyl-Cyclase Untereinleaitwurden durch molekularbiologische
Techniken identifiziert, ohne dass dem ein Nachweier eine Reinigung auf Proteinebene
vorausgegangen war: Mit Hilfe degenerierter Oligdaatide in der Polymerasekettenreak-
tion und durch das Durchsuchen von Genbanken kaineecDNA mit Ahnlichkeit zuo;-
Untereinheit aus humanem fetalem Hirngewebe klomierden, die miti, bezeichnet wurde
(Harteneck et al. 1991). Die wegen der groRerenliétikeit zur B;-Untereinheit alf3, be-
zeichnete Untereinheit konnte aus NierengewebeRdgte kloniert werden (Yuen et al.
1990). Koexpressionsexperimente der beiden neudtAsDergaben NO-stimulierbare En-
zymaktivitat fur die Kombinatiow, / 31 (Harteneck et al. 1991). Koexpression der cDNA der
B2-Untereinheit mit allen bekannten cDNAs fuhrte dggenicht zu messbarer Enzymaktivi-
tat und Ergebnisse, nach denen die Koexpressioadanit der3,-Untereinheit in vitro zu
katalytischer Aktivitat fuhrt sind stark umstrittefYuen et al. 1990, Gupta et al. 1997,
Denninger und Marletta 1999, Koesling und Frieb899 Aus diesen Daten lasst sich die
sichere Existenz dex; / 3; Isoform aufgrund der Reinigung aus Lungengewelzkdia na-

heliegende Bildung eines, / ;1 heterodimeren Enzyms aufgrund der Koexpressiomsexp



mente folgern. Tatsachlich konnte dig/ 3; heterodimere Enzymisoform durch Immunpra-
zipitation und Immunoblot an Cytosol aus menscliciPlacenta nachgewiesen werden
(Russwurm et al. 1998). Ein Vergleich der/ 31 heterodimeren Enzymisoform mit der klas-
sischena / B; Isoform in Sf9 Zellen zeigte weitgehende Uberd@mstung in den pharma-
kologischen und biochemischen Eigenschaften undtigthe Absorptionseigenschaften der
prosthetischen Hamgruppe (Russwurm et al. 1998j.Karzlich konnte gezeigt werden, dass
die B2-Untereinheit der Ratte in Abwesenheit einer weitetntereinheit ein durch NO akti-
vierbares Enzym bildet (Koglin et al. 2001). Damwirde erstmals das Vorkommen einer
homodimer angelegten, NO-sensitiven, l6slichen @lyaCyclase bei Sdugern nachgewie-
sen. Es konnte eine Leserasterverschiebung in d@rminalen potentiell hambindenden
Doméane beim Menschen identifiziert werden, diekstaflr spricht, dass die humafie
Untereinheit kein NO-sensitives Enzym zu bildennvag (Behrends und Vehse 2000). Die
l6sliche Guanylyl-Cyclase bendtigt als Substratwewnier Mg/GTP oder Mn/GTP. Des
Weiteren ist das Vorhandensein eines zweiten neethéin lons fur die Katalyse essentiell.
Dieses ist aber nicht an GTP gebunden (Tesmer .etl%9). Abbildung 1 zeigt die

verschiedenen aktivierbaren Enzymisoformen in setischer Form.

Abbildung 1 Schematische Darstellung der verschiedenen GuaByiglase Untereinheiten. Dargestellt sind
durch NO- oder NO/YC-1-aktivierbare Kombinationeser éntsprechenden Untereinheiten. Abbildung modifi-
ziert nach Denninger und Marletta 1999.
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Die Wirkung von Glyceroltrinitrat bei Angina peci®mwird durch die Dilatation der grof3en
vendsen Kapazitatsgefal3e und einer damit verbund8eakung der kardialen Vorlast ver-
mittelt (Williams et al. 1965). Dartber hinaus koines zu einer Dilatation von epikardialen
Koronararterien und kardialen KollateralgefaRerredeBlutfluss durch endogen von Endo-
thelzellen gebildetes NO verstarkt werden kann {&ein et al. 1974, Bache et al. 1975,
Cohn et al. 1977, Brown et al. 1981, Klassen et299). Bei endothelialer Dysfunktion wird
unter korperlicher Anstrengung die endogene NOWBill nicht ausreichend gesteigert und
die Gabe von Glyceroltrinitrat vermag hier den Bu8 durch kardiale Kollateralgefal3e wie-
der den Erfordernissen anzupassen (Klassen e9@9)1NO wird am Herzen aber nicht nur
im GefaRendothel, sondern auch innerhalb der Kangliayten gebildet (Ubersicht bei Canty
2000). Die Effekte von NO auf die Kardiomyozyterdutie myokardiale Funktion sind dabei
stark dosisabhangig. Im niedrigen Dosisbereich koesrzu einer Steigerung der Kontrakti-
litat, wahrend hohere NO-Konzentrationen zu einepti@ssion der myokardialen Kontrakti-
litat fuhren (Vila-Petroff et al. 1999). Inwiewaiie Gabe von Glyceroltrinitrat auch Auswir-
kungen Uber eine Verdnderung der Kontraktilitat ded Sauerstoffverbrauchs der Kardio-
myozyten hat, ist umstritten (Weiss et al. 1995dd¥aet al. 1996, Kojda et al. 1997,
Straznicka et al. 1997). Untersuchungen zur GewkhbBsation der I6slichen Guanylyl-
Cyclase, als Zielenzym von NO und NO-freisetzenBbarmaka am Herzen stehen zur Zeit

noch aus.

Die Substanz YC-1, ein Benzylindazol Derivat (si&tildung 2), wurde zunéachst als ein
Inhibitor der Thrombozytenaggregation beschrielsiar, eine Steigerung der intrazellularen
cGMP-Konzentration bewirkte (Wu et al. 1995). YG@ihrte zu einer Aktivierung der gerei-
nigten Guanylyl-Cyclase um das Zehnfache (Friebal.e1996, Mulsch et al. 1997). Diese
Aktivierung ist unabhangig von NO, erfordert abee d\nwesenheit der prosthetischen
Hamgruppe. In der Gegenwart von YC-1 ist die Kotraionswirkungskurve zu niedrigeren
ECso-Werten verschoben und die maximal erreichbarelytatehe Rate ist um 40 % gestei-
gert (Friebe et al. 1996). Der ansonsten schwadtivator CO aktiviert bei gleichzeitiger
Zugabe von YC-1 die Guanylyl-Cyclase in einem aimn Ausmald wie NO (Friebe et al.
1996). YC-1 veranderte die Absorption der Soretdgaim der UV-VIS Spektroskopie nicht,
was gegen eine direkte Interaktion dieser Substaihzler prosthetischen Hamgruppe des
Enzyms spricht (Friebe und Koesling 1998).
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/ \ Abbildung 2 Chemische Struktur von YC; einem neue
HO Aktivator der l6slichen Guanylyl-Cyclase.
o ]
N\N ,YC-1" ist der Name der Yung Shin Pharmaceutical Ingt

Corporation fur 3-(5-Hydroxymethyl-2'-furyl)-1-beylinda-
zol.

In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dasslY&ae effektiv antithrombotisch wirk-
same Substanz ist (Teng et al. 1997). Dartiber Bimawde auch ein blutdrucksenkender Ef-
fekt von YC-1 bei normotensive und hypertensivettdtanachgewiesen (Rothermund et al.
2000). An isolierten Aortenringen von Kaninchenamitie Konzentrationswirkungskurve von
Glyceroltrinitrat durch YC-1 zu niedrigeren EfSNerten verschoben und die maximal er-
reichbare Vasodilatation erhoht (Mulsch et al. J9%in kombinierter Einsatz von Glyce-
roltrinitrat und YC-1 Derivaten ist ein potentiellaeuer therapeutischer Ansatz in der Be-

handlung der koronaren Herzkrankheit.

Bei Infusion von Glyceroltrinitrat treten Kopfschmen nach 20-30 Minuten auf (Ashiea

al. 2000). Welche Rolle der l6slichen Guanylyl-Ggs# hierbei zukommt und unter welchen
Bedingungen das Enzym in der Dura mater exprinvignd, ist noch nicht bekannt. In der
vorliegenden Arbeit soll unter anderem auch verswaérden, mogliche Zusammenhange
zwischen der Auslosung von Kopfschmerzen durch &bltrinitrat und der Expression der

l6slichen Guanylyl-Cyclase zu untersuchen.

Durch intravendse Infusion von Glyceroltrinitrat kiinisch relevanten Dosierungen kommt
es zu einer Reduktion der Thrombozytenaggregatiam(et al. 1988, Diodati et al. 1990,
Karlberg et al. 1992, Johnstone et al. 1993, Lacestl. 1994). NO hemmt bei Thrombozy-
ten sowohl die Adhasion an GefalRendothelien (Rakioensl. 187a,b) als auch die Aggrega-
tion (Radomski et al. 1990) Uber Aktivierung deslichen Guanylyl-Cyclase und nachfol-
gender cGMP-Erh6hung (Moro et al. 1996). Von dezi thoformen der NO-Synthasen, die
bis zum jetzigen Zeitpunkt bekannt sind, wurdenizwelhrombozyten nachgewiesen: die
endotheliale und die induzierbare Form (Mehta e1895). Von Thrombozyten produziertes



12

NO fuhrt zu einer moderaten Hemmung des primaregrégationsprozesses. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass dieses freigesetzte @w@ deutliche Hemmung der
Thrombozyten-Rekrutierung bewirkt (Freedman et1#197). Durch diesen Mechanismus
wird die intraarterielle Thrombenbildung verhindextler verlangsamt (Peire und Puig-
Parellada, 1998). Untersuchungen mit Antikdrpermgege Untereinheiten der Guanylyl-
Cyclase zeigten, dass in Thrombozyten die Unteegi@ha; und3; vorkommen (Guthmann

et al. 1992).

Die Guanylyl-Cyclase der Thrombozyten ist zurzeggénstand umfangreicher Untersu-
chungen mit dem Ziel der Entwicklung neuer Hemnistafer Thrombozytenaggregation.
Dabei werden einerseits NO freisetzende (Kots.e2@0) oder NO-unabhéangige Aktivato-
ren wie YC-1 (Becker et al. 2000) oder BAY 41-23%2asch et al. 2001) untersucht. YC-1
hemmt nicht nur die Aggregation von Thrombozytemdern ist auch in der Lage Thrombo-
zytenaggregate aufzulésen (Ko et al. 1994). AucHNfQ-Donatoren konnte gezeigt werden,
dass sie die Disaggregation von Thrombozyten iredtami konnen (Stamler et al. 1989, Salas
et al. 1994). Wahrend die Guanylyl-Cyclase in mbhslkben Thrombozyten aufgrund ihrer
pharmakologischen Eigenschaften als Rezeptor fuUruN@D YC-1 angesehen wird (Friebe et
al. 1998, Becker et al. 2000), sind die Eigensemafind mdgliche Modifikationen der
Guanylyl-Cyclase in aggregierten Thrombozyten waignd unbekannt. In der vorliegenden
Arbeit soll geklart werden, ob durch den Aggregagjrozess Eigenschaften der Guanylyl-
Cyclase in Thrombozyten modifiziert werden.
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1.3  Zielsetzung

Wahrend die molekularen Mechanismen der Aktivierdeg l6slichen Guanylyl-Cyclase gut
untersucht sind, ist Gber die Expression und Réigulales Enzyms in vivo noch relativ we-
nig bekannt. Die vorliegende Arbeit soll zum besse¥erstandnis der Enzymfamilie am

Herzkreislaufsystem beitragen. Im Einzelnen lasseim folgende Ziele abgrenzen:

1. Kommt es zu altersabhéngigen Veradnderungen deivi#it und Expression des

Enzyms am Herzkreislaufsystem?

2.  Wird die l6sliche Guanylyl-Cyclase an der sctuearpfindlichen harten Hirnhaut von
Ratten exprimiert und ergibt sich ein Zusammenhaniigder Auslésung von Kopf-

schmerzen durch Glyceroltrinitrat?

3.  Welchen Einfluss hat der Aggregationsprozeld @msohlichen Thrombozyten auf die
Eigenschaften der l6slichen Guanylyl-Cyclase?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde die Aktivitdt Expression der l6slichen Guanylyl-
Cyclase in nativen Geweben untersucht. Biochemiscltepharmakologische Eigenschaften
wurden durch Messung der Enzymaktivitat unter Jeestenen physiologischen Bedingun-
gen bestimmt. Die Expression und zellulare Vertgjlwwurde unter Verwendung von zum
Teil neu charakterisierten Antikdrpern untersu@dbei wurden die Methoden des Western-

blots und der Immunhistochemie angewandt.
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2 Material und Methoden

2.1  Menschliche Thrombozyten und Membranpraparation

Menschliche Thrombozytenkonzentrate wurden vonRletbank des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf in anonymisierter Form zur Veutiig gestellt. Diese enthalten Citrat in
einer Konzentration von 0,61 mM zur Komplexierunonvfreiem CA&'. Freies C#& ist fiir
eine Aggregation der Thrombozyten essentiell. Dudol komplexierende Wirkung des
Citrats wird eine Aggregation der Thrombozyten ger Infusion vermieden. Aggregation in
vitro wurde durch Erhthung der €donen Konzentration erméglicht. Hierzu wurde Cgi@l
einer Konzentration von 1,22 mM zugefigt. Anschdie® wurden die Thrombozytenkon-
zentrate in zwei gleiche Teile aufgeteilt. Der eirel wurde zur Aggregation durch Zugabe
von ADP (20 pM) angeregt, der andere Teil wurdekalstrolle verwendet. Beide Thrombo-
zytenkonzentrate wurden bei 3000 x g b&C4flr 5 Minuten zentrifugiert und das Thrombo-
zytensediment (ca. 1 g) wurde in 5 ml TEA-Puffed (M TEA, pH 7.4, 2 mM DTT, 2 mM
EDTA) resuspendiert und durch Ultraschallbehandlanofgeschlossen. Das Cytosol wurde
durch Zentrifugation bei 45000 x g fur 1 h bei 4g&vonnen. Das restliche Sediment wurde
in 10 ml TEA-Puffer resuspendiert und durch eingkahtinuierlichen Saccharosegradien-
ten, bestehend aus jeweils 13 ml 25 % und 30 % Haagse (w/w), zentrifugiert. Nach
Zentrifugation fur 2 Stunden bei 120000 x g béCAwurden die Membranfraktionen an der
Puffer / 25 % Saccharose Grenze (Membranen nigdbgehte, M 1) und der 25 % / 30 %
Grenze (Membranen hoher Dichte, M Il) gewonnen. Radbleibende Sediment (Material
sehr hoher Dichte SHD) und die gewonnenen Membrangden in TEA-Puffer gelést und
fur 30 Minuten bei 120000 x g bei°€ zentrifugiert, um die restliche Saccharose zfeent

nen.
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2.2  Versuchstiere und Gewinnung der Kardiomyozyten durt

Langendorff-Perfusion

Versuchstiere wurden bei handelsiiblichem Labottigef (Altromirf) und Leitungswasser
ad libitum gehalten. Wistar Ratten verschiedender&stufen stammten aus der Zucht des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf oder wurdem der Fa. Charles River bezogen.
Die Tiere wurden nach G&Narkose durch Dekapitation getotet. Nach Offnueg @Thorax
wurde das Herz aus dem Herzbeutel geldst, vom Gef@mn abgetrennt und entnommen.
Das Herz wurde in 0,9 % NaCl fur 1 min vom Blutregf getrocknet und in flissigem Stick-
stoff gefroren. Auch die Lunge wurde prépariert uredgefroren. Die Organe wurden bei

einer Temperatur von -80 °C gelagert.

Herzen von geschlechtsreifen Ratten wurden wie digschrieben entnommen und in steri-
lem MOPS-Puffer (100 mM NaCl, 10 mM KCI, 1.2 mM KPD;,, 5 mM MgSQ, 20 mM
Glucose, 50 mM Taurin, 10 mM MOPS begast mit @H 6.9) kurz mdglichst blutfrei ge-
spult. Das Herz wurde nach Langendorff retrogragk iglie Aorta kandliert und nicht-rezirku-
lierend bei einem konstanten Fluss von 10 ml / fdm3 min mit MOPS-Puffer perfundiert,
um Calcium und Blut auszuwaschen. Anschliel3end gvdas Herz mit Kollagenase 0,1 %ig
in MOPS-Puffer (Kollagenase von Clostridium histaym CLS 1l 215 U / mg, Boehringer
Mannheim) rezirkulierend bei 35 °C fur 30 min b@iean Fluss von 30 ml / min perfundiert.
Anschliel3end wurden in KB-Medium nach Isenberg Ktitkner 1982 (70 mM KCI, 20 mM
Taurin, 20 mM Glucose, 30 mM KIRQO,, 5mM MgSQ, 5 mM Bernsteinsaure, 5 mM
Kreatin, 1 mM EGTA, 5mM Brenztraubensaure, 7,3 nffMHydroxybuttersdure, 5 mM
NaATP, begast mit @ pH 7,4) die Vorhéfe von den Ventrikeln abgetreant Bindege-
webe entfernt. Die Ventrikel wurden mit einem Sledllzerkleinert und bei 37 °C fur 30 —
60 min in KB-Medium inkubiert. Die Suspension wer@dnschlieRend durch Nylongaze
(200 um MaschengroiRe) filtriert, um nicht aufgesshéne Gewebeteile von isolierten Zellen
zu trennen, und bei 50 x g fur 8 min bei Raumtemperzentrifugiert und in 10 ml MOPS-
Puffer resuspendiert. Diese Zellsuspension wurdé @% Albumin in MOPS-Puffer
geschichtet und bei 50 g fir 8 min bei Raumtempezntrifugiert. Das Zellsediment wurde
anschlieBend zweimal in 10 ml MOPS-Puffer gewasch&in Aliguot wurde auf einen

Objekttrager aufgebracht und ein Tropfen 0,01 M ICa&tgegeben. Mittels eines
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Phasenkontrastmikroskopes wurden die Kardiomyozgtdrerhaltene Kontraktionsfahigkeit

Uberpruft. Das Zellsediment wurde bei <&eingefroren.

2.3  Gewinnung von cytosolischem Protein

Das Gewebe wurde in flussigem Stickstoff mit Héfimes Metallsté3els und eines Morsers
zerkleinert und in DEAE-Puffer (50 mM TEA / HCI, pAO, 0,2 mM Benzamidin, 1 mM
EDTA, 2 mM GSH) aufgenommen, im Homogenisator undcalie3end noch durch 10-fa-
ches Auf- und Abziehen durch eine 22G Kanile homisgert. Der Ansatz wurde in Zentri-
fugenréhrchen Uberfuhrt, und die Zellkerne und Meanmbn 30 min bei 4 °C und mit
20000 rpm in der Ultrazentrifuge von der cytosdiise Fraktion abgetrennt. Der Uberstand
mit der cytosolischen Fraktion wurde im Anschlussein anderes Gefald Gberfuhrt. Die am
Boden verbleibenden Membranen wurden in DEAE-Pu#fsuspendiert.

2.4  \Western-blot

Fur die Untersuchung der Proteinexpression wurdgemonnenem Gewebe der Proteinge-
halt nach Bradford bestimmt (Bradford 1976). Zwexeh20 pg und 80 pg Gesamtprotein
wurden im Western-blot eingesetzt. Die Gelelektmypie wurde mit 10 %igen SDS-Poly-
acrylamidgelen durchgefiihrt. Die Proteine wurdexkiebphoretisch auf eine Nitrocellulose-
membran Uberfihrt (Biorad Minigel System). Die Mearten wurden mit Ponceau S gefarbt
und unspezifische Bindungstellen durch Inkubatian T Stunde in TBST-Puffer (10 mM
Tris/HCI, pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20) mi%o Trockenmilch abgesattigt. Die
Membranen wurden dann in TBST-Puffer mit 0,5 % Kesenilch und dem Guanylyl-
CyclaseB; Antikorper in einer Verdinnung von 1:1000 bzw. dém I1b / 1lla 3 Antikdrper
(Santa Cruz) in einer Verdinnung von 1:100 furStinden inkubiert. Danach wurden die
Membranen drei mal in TBST-Puffer gewaschen und dain zweiten Antikdrper fir
1 Stunde inkubiert (Horseradish-Peroxidase labgletitKaninchen-IgG, Sigma - Guanylyl-
CyclaseB; Antikorper; oder Anti-Ziege-lgG Antikorper, SanGxuz - GP llb / lllaBs; Anti-

korper). Nach dreimaligem Waschen mit TBST-Puffarden die Membranen unter Ver-
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wendung des ECL Western-blot Entwicklungssystenhrdam empfohlenem Protokoll des
Herstellers entwickelt (Amersham). Die Spezifit@sdAntikorpers wurde durch Peptidver-
drangung mit dem fur die Immunisierung verwendet@nthetischen Peptid in einer Konzent-

ration von 2,5 pg / ml Gberpruft.

2.5 Bestimmung der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat

Die Methode zur Bestimmung der Guanylyl-Cyclaseifikit, beruht auf der Bestimmung
von aus §i-**P]GTP gebildetem’fP]cGMP (Schultz und Bshme 1984). 50 pg Protein wnrd
in einem Reaktionsvolumen von 100 pl in Anwesenhleih 0,025 mg Creatin-Kinase,
50 MM TEA / HCI (pH 7,4), 1 mM IBMX, 3 mM MgG] 5 mM Creatinphosphat, 1 mM
cGMP, 0,5 mM GTP undo-*P]GTP fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Durch die Zbg von
cGMP erhéht man nicht nur die Wiederfindungsrate ¥%@-cGMP, sondern verringert auch
den durch Phosphodiesterasen abgebauten Anteif’2wGMP. Bei Bestimmung der
Guanylyl-Cyclase-Aktivitat unter stimulierten Bedimgen wurde den Anséatzen in
unterschiedlichen Konzentrationen der Verdinnuriger®EA / NO oder DEA/NO und
YC-1 zugegeben. Nach 15 min wurde die Reaktion ldu#tagabe von 0,5 ml 120 mM
Zinkacetat-Losung gestoppt und die 5'-NukleotidecduZugabe von 0,5 ml 120 mM
Natriumcarbonat-Losung mit dem entstehenden Zitdarezat koprazipitiert (Chan und Lin
1974). Das Prazipitat wurde durch Zentrifugatiob (@in bei 4000 rpm) abgetrennt, wobei
das f?P]cGMP im Uberstand verblieb. In Saulen wurde Alioninoxid mit 2 ml 0,1 N
Perchlorsaure angesauert und 800 pl Uberstandnttebationsansatze noch wahrend des
Durchlaufs zugegeben und dd&]cGMP an die Saule gebunden. Die Saule wurde mit 5
demineralisiertem bD gespiilt und anschlieBend da¥P[cGMP mit 5 ml 250 mM
Natriumacetat in ScintillationsgefaRe eluiert. Qierfalle pro Minute (cpm) de¥P wurden
durch Messung der Cerenkov-Strahlung in einem kjksgs-Scintillationszahler bestimmit.

Zur Berechnung der Guanylyl-Cyclase-Aktivitdt begbiman einen Leerwert, der durch
einen Ansatz ohne Protein in der Versuchsreiheekenzurde. Nicht enzymatisch entstande-
nes fPJcGMP konnte so nachgewiesen werden und die Zaéhttes Leerwertes von den

Zahlraten der Ansatze abgezogen werden. Die Wiederigsrate lasst sich in einigen An-
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satzen durch den Einsatz voifF[cGMP anstattd-*P]GTP bestimmen, da wé&hrend der
Probenaufbereitung ein Teil des cGMP mit dem ehéstden Zinkcarbonat koprazipitierte
bzw. nicht vollstéandig von den Aluminiumsaulen eliwerden konnte. Die Wiederfindungs-
rate wurde dann aus dem Verhaltnis von isolierteeingesetzter Radioaktivitat errechnet
und lag bei 0,5 0,05. Die Reinheit destf*P]GTP lag bei 0,9. Die spezifische Aktivitat der
Guanylyl-Cyclase lasst sich als Menge cGMP (in npaie von 1 mg Protein in 1 min gebil-

det wurde, nach folgender Formel berechnen:

v spez. Aktivitat der Guanylyl-Cyclase (nmol cGMRin’ - mg Proteiff)
C  Zahlrate der Probe (cpm)

Co Zahlrate des Leerwertes (cpm)

C: Zahlrate des eingesetzten°P]GTP (cpm)

S  Menge des eingesetzten Substrates 5'-GTP pro A@rsabl)

W  Wiederfindungsrate von cGMP (bestimmt mitP-cGMP, um Verluste durch
Koprazipitation mit ZnC@ oder unvollstandige Elution von der S&ule zu

guantifizieren)
RG Reinheitsgrad desif**P]GTP
P Proteinmenge pro Inkubationsansatz (mg)

t Inkubationsdauer (min)
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YC-1 (Alexis) wurde in DSMO gel6st, wobei die Endizentration von DMSO 2,5 % nicht
uberschritt. Bis zu dieser Konzentration wird dieaBylyl-Cyclase-Aktivitat nicht beein-
flusst. Die Konzentration der divalenten Metallianeurde mit der Win-MaxC Software
berechnet. Die Messung der Enzymaktivitat erfolgtBoppelbestimmung. Um Unterschiede
zwischen zwei Gruppen statistisch erfassen zu kbmnede ein Student t-Test durchgefihrt.
Ein Wert von p < 0,05 wurde als statistisch sidgaifit angesehen. Beim Vergleich von mehr
als zwei Gruppen wurde ein Newman-Keuls post-Tesgenommen. E{-Werte wurden

unter Verwendung der Microcal Origin Software basti.
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3 Ergebnisse

3.1 Altersabhangige Expression def;-Untereinheit in Herz- und

Lungengewebe der Ratte

Von Bloch et al. 1997 konnte gezeigt werden, dassntRNA-Expression dewm;- und [3;-
Untereinheit im Lungengewebe bei 8-16 Tage altegegaber fetalen oder geschlechtsreifen
Ratten signifikant erhoéht ist. Zusatzlich wurde telg Western-blot eine starkere
Proteinexpression der;-Untereinheit im perinatalen Lungengewebe festdje¢Bloch et al.
1997). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es lddgnit Hilfe eines neu generierten
Antikodrpers gegen di@;-Untereinheit zu untersuchen, inwieweit die mMRNAradfelerungen

wahrend der Lungenentwicklung auch zu Anderungerdeén Proteinexpression de-

Untereinheit fihren.
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Abbildung 3 Vergleich der Expression d@i-Untereinheit und der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat limngencyto-
sol von fetalen, neonatalen und geschlechtsreifatieR. Immunoblot (links): 60 pug cytosolisches Eirot
wurden pro Spur aufgetragen. Die Inkubation des umoblots mit dem Antikdrper wurde in An- (+) bzw.
Abwesenheit (-) des zur Immunisierung verwendeteptifls durchgefihrt. Guanylyl-Cyclase-Aktivitdtsmes
sungen (rechts): Cytosolische Fraktionen wurdererubasalen (schwarze Séaulen), NO-stimulierten (gveild
Saulen) und NO/YC-1 stimulierten Bedingungen (graéalen) gemessen. Die Daten reprasentieren Métedw

+ SEM (n=4, *p<0,005 fetal gegeniiber neonatpk0,005 basal und NO-stimuliefp<0,01 NO/YC-1-stimu-
liert, geschlechtsreif gegentiber neonatal).
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Die Expression deB;-Untereinheit war in neonataler Lunge hoher alfetaler Lunge bzw.
Lunge von geschlechtsreifen Tieren (Abbildung Xd$in Das spezifische Signal wurde in
Anwesenheit des zur Immunisierung verwendeten @eptrdrangt. In Ubereinstimmung mit
den Western-blot Daten zeigten Messungen der Gyla@ytlase-Aktivitat (Abbildung 3
rechts) signifikant niedrigere Werte in fetalem g@eigber neonatalem Lungencytosol unter
NO- und NO/YC-1-stimulierten Bedingungen (p < 0,0@3ie Aktivitat war auch in Lungen-
cytosol von neonatalen gegentber geschlechtsr&idten unter allen experimentellen Be-
dingungen signifikant erhéht (p < 0,005 fur basatel NO-stimulierte Aktivitat; p < 0,01 far
NO/YC-1-stimulierte Bedingungen).
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Abbildung 4 Guanylyl-Cyclase-Aktivitdt an Herzcytosolen von fRatin der postnatalen Entwicklung angege-
ben in Tagen (d). Die Daten reprasentieren MitteieverSEM (n=4, *p<0,05 basal, *p<0,025 NO-stimuliend
NO/YC-1-stimuliert neonatal gegeniiber 10 Tage®pk0,01 basafp<0,025 NO-stimuliertip<0,05 NO/YC-1-
stimuliert, geschlechtsreif gegeniiber 10 Tage’p#0,025 basafjp<0,005 NO-stimuliert und NO/YC-1-stimu-
liert, 300 Tage gegentiber 10 Tage alt).
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Um zu untersuchen, ob es auch am Herzen zu eiterc&lungsabhangigen Regulation der
l6slichen Guanylyl-Cyclase kommt, wurden Herzen ten5-, 10-, 20-, 30-, 48-, 300-, und
720-Tage-alten Ratten gewonnen und Enzymaktivégtsinmungen und Western-blot Un-
tersuchungen an diesen Proben parallel durchgefiihrtHerzcytosol von 10 Tage alten
Ratten war die Guanylyl-Cyclase-Aktivitat (Abbildyd) gegenlber neonatalen Ratten
signifikant erhoht (p < 0,05 fur basale; p < 0,625NO-stimulierte und NO/YC-1-stimulierte
Bedingungen). Ebenso war die Aktivitat im Herzcglogon 10 Tage alten Ratten gegenuber
300 Tage alten Tieren unter basalen (p < 0,025)shi@ulierten (p < 0,005) und NO/YC-1-
stimulierten (p < 0,025) Bedingungen erhéht. Gepeni#8 Tage alten Ratten fand sich bei
10 Tage alten Ratten eine signifikant hohere Atdiviinter NO-stimulierten (p < 0,025) und
NO/YC-1-stimulierten Bedingungen (p < 0,05).
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Abbildung 5 Western-blot Untersuchungen an Herzcytosolen vateRaerschiedener Altersstufen angegeben
in Tagen (d). Im unteren Abbildungsteil ist ein beteter Rontgenfilm eines Immunoblots mit dem Aditder
gegen dieB;-Untereinheit gezeigt. Im oberen Abbildungsteildsisie gemittelten optischen Dichten von n=4
unabhéngigen Untersuchungen als Mittelwerte + SEMeafdellt. Es zeigte sich eine maximale Expression be
10 Tage alten Tieren. *Die optischen Dichten unteestdn sich zwischen 300 Tage und 10 Tage alten Ratten
signifikant (p < 0,025).
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Die Guanylyl-Cyclase-Aktivitat in Herzcytosolen whast 10-fach geringer als in altersent-
sprechenden Lungencytosolen. Dies steht in Ubeneimsing mit der beschriebenen hohen
Expression der Guanylyl-Cyclase in der Lunge, didett von verschiedenen Gruppen als
Ausgangsmaterial fur die Reinigung verwendet widér{ninger und Marletta 1999, Koesling
und Friebe 1999). In Ubereinstimmung mit der veojisweise geringeren Expression am
Herzen, mussten Rontgenfilme langer belichtet werden spezifische Signale zu erhalten.
Dies fuhrte zum Erscheinen einer zusatzlichen Bdrede0 kDa. Diese Bande war im Ge-
gensatz zu der spezifischen Bande bei 70 kDa imzdyesol der Maus ebenfalls
nachweisbar, was bestatigt, dass es sich bei deb&®Bande um eine unspezifische Bande
handelt (vergleiche Abbildung 5). Unterschiede an dSignalintensitaten der spezifischen
70 kDa Bande zwischen neonatalen und geschledetsri@atten waren weniger ausgepragt,
als in den entsprechenden Proben der Lunge. Diesitdaretrische Auswertung der
belichteten Filme von vier Western-blots an unalgigirprapariertem Cytosol ergab eine
maximale Expression bei 10 Tage alten Ratten umel €gnifikant héhere Expression bei 10
Tage gegenuber 300 Tage alten Ratten (p < 0,02%jdAlmg 5).
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Abbildung 6 Untersuchungen an Herzcytosolen von fetalen unchataten Ratten. Links ist ein belichteter
Rontgenfilm eines Immunoblots mit dem Antikdrpemgege die;-Untereinheit gezeigt. Rechts sind verglei-
chende Guanylyl-Cyclase-Aktivitdtsbestimmungen wortasalen (schwarze Saulen), NO-stimulierten (weile
Saulen) und NO/YC-1-stimulierten Bedingungen (gr&#eilen) dargestellt. Die Daten reprasentiereneMitt
werte + SEM (n=4, *p<0,01 basal und NO-stimulieg<®,005 NO/YC-1-stimuliert, fetal gegenuber neohata
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Um zu priufen, ob am Herzen ebenso wie das fir diege gezeigt werden konnte, Un-
terschiede in der Expression zwischen fetalen wahatalen Herzen vorhanden sind, wurde
eine zweite Serie von Untersuchungen durchgefilyet. Vergleich von fetalen Herzen mit
neonatalen Herzen ergab eine signifikant geringdatevitat unter NO- und NO/YC-1-akti-
vierten Bedingungen (Abbildung 6). Wiederum deutaféestern-blot Untersuchung auf eine

geringere Expression dBg-Untereinheit hin.

Imunhistochemische Untersuchungen sollten klareziche zellulare Gewebsverteilung die
Bi-Untereinheit der l6slichen Guanylyl-Cyclase amzéerund der Lunge aufweist. Insbeson-
dere sollte dabei auch untersucht werden, ob diatgativen Veranderungen in der Expres-
sion des Enzyms mit einer unterschiedlichen Expyassn verschiedenen Zelltypen
einhergehen. Zunachst wurde die Spezifitdt desgeserierten Antikdrpers fur die Immun-
histochemie getestet, indem die entsprechendenritxg@e parallel an Proben der Ratte
bzw. der Maus durchgefuhrt wurden. Die bei der Karpperherstellung zur Immunisierung
verwendete Peptidsequenz @erUntereinheit der Ratte, unterscheidet sich beiMians und
dementsprechend erkennt der generierte AntikorigeB.eUntereinheit der Ratte bei 70 kDa
nicht aber die der Maus (Abbildung 7). Zwei schwgtehunspezifische Banden bei 60 kDa
und 43 kDa waren bei beiden Spezies nachweisbar.

@é@ &&
— 94kDa
Ratte ~ PSRKNTGTEETNQ DEN 619 - — 67kDa
Maus  PSRKNTGTEETNEEDEN 620 — 43 kDa

Abbildung 7 Vergleich des Aminosaureabschnitts fetJntereinheit von Ratte und Maus aus dem Bereieh, d
bei der Antikérperherstellung zur Immunisierungwendet wurde (links). Vergleichende Western-blotdon
suchung von Lungencytosol von Ratte und Maus nmit datikdrper gegen di,-Untereinheit (rechts).
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Der neue Antikérper gegen dig;-Untereinheit wurde immunohistochemisch an Sagit-
talschnitten von Brustorganen von Rattenfeten tgteblierbei ergab sich die deutlichste
Immunoreaktivitat in der Lunge (Abbildung 8a). Dée®efund steht in Ubereinstimmung mit
Daten, die zeigen, dass die Lunge htéhere Expresspayel der Guanylyl-Cyclase aufweist
als andere Organe, weshalb dieses Gewebe auclusdmmigsmaterial fir die Reinigung des
Enzyms verwendet wird (Denninger und Marletta 19R8esling und Friebe 1999). Wie
erwartet ergaben sich keine spezifischen Signalgeim entsprechenden Organen der Maus
(Abbildung 8b). Auch in hoéherer Vergrol3erung warder Lunge der Maus keine Immuno-
reaktivitdt nachweisbar (Abbildung 8c). In fetalelerzen waren endotheliale Zellen von
kardialen Kapillaren immunoreaktiv. Kardiomyozytesigten nur eine schwache Farbung
(Abbildung 8d). Glatte Muskelzellen waren in deriarsuchten Schnitten von fetalem Herzen
nicht nachweisbar, was in Ubereinstimmung mit pielten Daten steht (Hudlicka und Tyler
1986). In fetaler Lunge fand sich in der hoherengv@&3erung Immunoreaktivitat in endothe-
lialen Zellen von Kapillaren und glatten Muskeleellvon Arterien, nicht aber in den endo-
thelialen Zellen der gleichen Arterien (Abbildung)8 Bronchialepithel und die glatte
Muskulatur der Bronchien zeigten keine Immunoreatiéi. Bei neonatalen Herzen war eine
deutliche Immunoreaktivitat in endothelialen Zellen Venen und Kapillaren vorhanden. In
den kardialen intramuralen Arterien ergab sich @leetliche Expression in glatten Muskel-
zellen und endothelialen Zellen der gleichen Geféiwbildung 8f). Ahnlich fand sich bei
neonatalen Tieren in Lungenarterien eine deutlshi&rbung von glatten Muskelzellen und
endothelialen GefalRen der gleichen Gefal3e (Abbjdg). Die Immunoreaktivitdt der en-
dothelialen Zellen von Lungenarterien unterschietl also zwischen fetalen und neonatalen
Tieren (vergleiche Abbildung 8e und g). Die Untetsung von Herz und Lunge von ge-
schlechtsreifen Tieren zeigte eine starke Abnahend=gpression in glatten Muskelzellen und
Zunahme in den auskleidenden endothelialen Zellen gieichen Gefale (Abbildung 8h
und i).
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Abbildung 8 Immunhistochemische Untersuchung von Herz und Logeeeben wéahrend der pra- und
postnatalen Entwicklung mit dem Antikdrper gegeae @li-Untereinheit der Ratte. Bild a: fetale Ratte, &agi
talschnitt von Brustorganen, Lunge (L), Herz (H),r¢éRerung x90. Bild b: fetale Maus, Sagittalsdhwin
Brustorganen, Lunge (L), Herz (H), VergréRerung »Bild c: fetale Maus, Lunge, Vergréf3erung x900, Aee
(A), Bronchiole (B). Bild d: fetales Rattenherz, rgei3erung x900, endotheliale Zellen von kardialefdGen
(Pfeil). Bild e: fetale Rattenlunge, VergroRerung0®, arterielle (A) glatte GefalRmuskelzelle (Pfatize),
arterielle endotheliale Zellen (Pfeil), Bronchiol(B). Bild f: Rattenherz Tag 10. Bild g: Rattenlungag 10.
Bild h: Herz von geschlechtsreifer Ratte. Bild i:nge von geschlechtsreifer Ratten. Bild f-i: Vergriiihg
x900, arterielle glatte GefalRmuskelzelle (Pfeilsmif), arterielle endotheliale Zellen (Pfeile).
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In allen untersuchten Altersstufen war eine sehwache Immunoreaktivitat der Kardiomyo-
zyten vorhanden, wobei mit immunhistochemischenhid@¢n nicht zu entscheiden war, ob
es sich dabei um eine spezifische Farbung oder umedgrund handelte. Um der Frage
nachzugehen, ob Kardiomyozyten Guanylyl-Cyclasevitét aufweisen, wurden diese

Herzmuskelzellen prapariert und Enzymaktivitatsbesiungen an Cytosol aus diesen Zellen
Im Vergleich zu Gesamtherzcytosol gemessen. In |[Abbg 9 sind die Ergebnisse dieser
Untersuchungen dargestellt, die deutlich nachwesgskaber im Vergleich zum Gesamtherzen
niedrigere Guanylyl-Cyclase-Aktivitat aufwiesen. eBi steht in Ubereinstimmung mit

Western-blot Untersuchungen an Cytosol aus iselieKardiomyozyten, an denen eine im
Vergleich zu Gesamtherzcytosol sehr schwache Bddie (3;-Untereinheit nur unter opti-

malen Versuchsbedingungen nachweisbar war. Licltskopische Untersuchungen der
Kardiomyozytenpraparation und immuncytochemischeelduchungen der Zellpraparation
stellten sicher, dass die Guanylyl-Cyclase-Aktivitiisachlich auf Kardiomyozyten und nicht

auf andere kontaminierende Zelltypen zurtckzufilsen
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Abbildung 9 Vergleich der Guanylyl-Cyclase Enzymaktivitat im @30l aus Kardiomyozyten und Gesamtherz
unter basalen (schwarze S&ulen), NO-stimulierteailfgv Sdulen) und NO/YC-1 stimulierten Bedingungen
(graue Saulen). Die Unterschiede in der Guanylydt&se-Aktivitét zwischen Kardiomyozyten und Gesaareh
waren zwischen Kardiomyozyten und Gesamtherz @istimulierten und NO/Y C-1-stimulierten Bedingun-
gen signifikant unterschiedlich. Mittelwerte + SEMa& angegeben (n=4, *p<0,0005 NO-stimuliert, *p<&H0
NO/YC-1-stimuliert).
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Expression und Regulation dei3;-Untereinheit in der Dura mater

Glyceroltrinitrat-behandelter Ratten gegeniiber Kontroll-Tieren

Die Expression derf:-Untereinheit wurde in der Dura mater von Glycenoitrat-

behandelten und nicht-behandelten Ratten mit Hiba Western-blots untersucht. Abbil-

dung 10 zeigt reprasentative Immunoblots. Es st einzelne Bande in Hohe von 70 kDa zu

erkennen. Dies stimmt gut mit dem Molekulargewigét 3;-Untereinheit der Ratte Uberein.

In Ubereinstimmung mit der cytoplasmatischen Ladation des Enzyms zeigte sich dieses

Signal im Cytosol,

nicht aber

in Membranen.

30 Memu nach Behandlung mit

Glyceroltrinitrat war eine Verstarkung dieses Slgna der cytosolischen Fraktion gegentber

nicht-behandelten Tieren sichtbar. 60 Minuten nrBehandlung ergab sich kein Unterschied

mehr in der Expressionsstarke dpr-Untereinheit im Cytosol der Dura

behandelten gegeniber nicht-behandelten Ratten.
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Abbildung 10 Untersuchungen an Cytosolen (Cyt.) und Membrandfen() der Dura mater von
Glyceroltrinitrat-behandelten (GTN) Ratten nach Biké) und 60 (rechts) Minuten im Vergleich mit Kooil-
tieren (Kon.). Dargestellt ist ein belichteter Rjemnfilm eines Immunoblots mit dem Antikorper gegba 3;-

Untereinheit.
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Um dies weitergehend zu untersuchen, wurden ABtstihessungen der loslichen Guanylyl-
Cyclase im Cytosol der Dura mater von Glyceroltrattbehandelten Ratten zu verschiede-
nen Zeitpunkten im Vergleich zu nicht-behandeltexit& durchgefiihrt (Abbildung 11). Es
zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Enzymeakdit nach 30 Minuten Glyceroltrinitrat-
Behandlung sowohl unter basalen als auch unter thi@erten bzw. NO/YC-1-stimulierten
Bedingungen verglichen mit den Kontrolltieren. Rie&ktivitatszunahme 30 Minuten nach
Glyceroltrinitrat-Behandlung war nach 60 Minuterchtimehr nachweisbar. Zu diesem Zeit-
punkt ergaben sich wieder mit denen der Kontro#tievergleichbare Werte.
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Abbildung 11 Messungen der Guanylyl-Cyclase-Aktivitdt im Cytoser Dura mater von Glyceroltrinitrat-
behandelten Ratten zu verschiedenen Zeitpunkten éngl&ch mit Kontrolltieren unter basalen (schwarze
Saulen), NO-stimulierten (weiRe Saulen) und NO/YGtiinulierten Bedingungen (graue Saulen). Die Daten
reprasentieren Mittelwerte £+ SEM (n=5, *p<0,05 na&th Minuten Glyceroltrinitrat-Behandlung gegeniiber
Kontrolltiere).

Um die zellulare Lokalisation der l6slichen Guamy@yclase an der Dura mater zu bestim-
men wurden immunhistochemische Untersuchungen méne Antikbrper gegen di;-
Untereinheit in der Dura mater Glyceroltrinitratda@delter und nicht-behandelter Ratten

durchgefuhrt. Es zeigte sich eine Immunoreaktiondytosol der Pericyten duraler Gefal3e
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von nicht-behandelten Ratten (Abbildung 12-1a).Mi@uten nach Beginn der Glyceroltri-
nitrat-Behandlung war dieses Signal in den Pericydeutlich starker, verglichen mit der
Kontrolle (Abbildung 12-1b). Auch bei elektronenmokkopischer VergrofRerung zeigte sich

eine deutlich verstarkte Immunoreaktion im Cytodelr Pericyten nach Glyceroltrinitrat-
Behandlung (Abbildung 12-1c,d).

Abbildung 12-1 Immunhistochemische Untersuchung der Guanylyl-Ggla der Dura mater. Bild a: Pfeilspit-
zen weisen auf Pericyten, B: Blutgefal3, KontroBéd b: 30 min nach Glyceroltrinitrat-Behandlungildc:
Elektronenmikroskopische Darstellung eines Perigy®erNucleus, E: Endothelzelle, L: Lumen eines Blutgefa
ses, B: Basalmembran, Kontrolle. Bild d: 30 minm&dyceroltrinitrat-Behandlung.
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Weitere immunhistochemische Untersuchungen zemieh in Mastzellen und Histiocyten in
der Dura mater unbehandelter Tiere eine schwach&tida (Abbildung 12-2a). 30 min nach

Glyceroltrinitrat-Behandlung war auch hier eine ttieb starkere Immunoreaktion zu sehen
(Abbildung 12-2b).

Abbildung 12-2 Immunhistochemische Untersuchung der Guanylyl-&elin der Dura mater. Bild a: M:
Mastzelle, H: Histiocyt, Kontrolle. Bild b: 30 mimach Glyceroltrinitrat-Behandlung.
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3.3  Untersuchungen der Eigenschaften sowie der subzedluen
Lokalisation der B;-Untereinheit in humanen Thrombozyten nach

Aggregation

Die Aktivitat der Guanylyl-Cyclase wurde in Cytosoh Membranen niedriger Dichte,
Membranen hoher Dichte und in Material sehr hoh@ht@ menschlicher Thrombozyten
bestimmt. Nicht-aggregierte (Kontrolle) und aggeetg Thrombozyten wurden unter
identischen Bedingungen unter Verwendung von®Mgls Kofaktor verglichen. Die
Enzymaktivitdt wurde unter basalen, NO-stimulierteand NO/YC-1-stimulierten
Bedingungen bestimmit.
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Abbildung 13 Messungen der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat mit Mgls Kofaktor in Cytosol (Cyt.), Membranen
niedriger Dichte (M 1), Membranen hoher Dichte (M und Material sehr hoher Dichte (SHD) aus Koritrol
(links) und aggregierten (rechts) Thrombozyten ubtesalen (schwarze Saulen), NO-stimulierten (w&i8e-
len) und NO/YC-1 stimulierten Bedingungen (grauel&&). Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM3,|
*p<0,005 NO-stimuliert und NO/YC-1-stimuliert, Cygol Kontrolle gegeniiber Aggregatiofp<0,025 NO-
stimuliert und NO/YC-1-stimuliert, hoch dichte Memahen Kontrolle gegeniiber Aggregation).
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Wie aus Abbildung 13 hervorgeht, fuhrte die durddFAinduzierte Thrombozytenaggrega-
tion zu einer signifikanten Erniedrigung der Guahyclase-Aktivitat in der cytosolischen
Fraktion, wohingegen die Enzymaktivitat in der Meardraktion M 1l signifikant anstieg.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit einer Tokasion des Enzyms von der cytosoli-

schen zur Membranfraktion M Il wahrend des Aggriegastvorganges.

Um die Lokalisation der Guanylyl-Cyclase in densatiedenen Fraktionen aggregierter und
nicht-aggregierter Thrombozyten weitergehend zwensochen, wurden Western-blots mit
einem Antikorper, der gegen dig Untereinheit gerichtet war, durchgefiihrt. Wie ibbi-
dung 14 (oben) gezeigt, ist das Guanylyl-Cycl@sepezifische Signal in der cytosolischen
Fraktion aggregierter Thrombozyten schwacher undemFraktion hoch dichter Membranen
starker als in der entsprechenden Fraktion nicgtexgerter Thrombozyten.

SO SRS

CEEE L L
'h- S S === — GP lIb/llla
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Abbildung 14 Vergleich der Guanylyl-Cyclas@gr (oben) und GP IIb/ llla (unten) Expression mgt#estern-
blot Untersuchungen an Cytosol (Cyt.), Membranedmger Dichte (M 1), Membranen hoher Dichte (Mubd
Material sehr hoher Dichte (SHD) aus Kontroll- k) und aggregierten (rechts) Thrombozyten. Die #pten
spezifischen Signale sind fir Guanylyl-CyclgggsGC) bei 70 kDa und fur GP 1lb / llla bei 135 kBiahtbar.

Die Ergebnisse der Untersuchungen mittels Westlats-lstimmen mit den weiter oben be-
schriebenen Ergebnissen der Guanylyl-Cyclase-Aktsmessungen Uberein und deuten
daraufhin, dass die Guanylyl-Cyclase durch die AbdRizierte Aggregation der Thrombo-
zyten von der cytosolischen zur Membranfraktion IMransloziert. Western-blot Untersu-
chungen des transmembrandsen GP lIb / llla Rezeptdibildung 14, unten) zeigen Signale
in allen Fraktionen mit Ausnahme der cytosolisckeaktion. In der Fraktion des sehr hoch

dichten Materials aus Kontroll-Thrombozyten, welara wahrscheinlichsten aus cytoskele-
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talen Elementen und nicht aufgeschlossenen Throytdobesteht, war das Signal starker als
in den aggregierten Thrombozyten. Diese Beobachstelgt im Einklang mit einer héheren
Guanylyl-Cyclase-Aktivitat in der Fraktion sehr Ilhodichten Materials aus Kontroll-
Thrombozyten im Vergleich mit aggregierten und deauf einen héheren Anteil nicht auf-
gebrochener Thrombozyten bei Kontrollthrombozytan. HJm die Verdnderungen der
Enzymaktivitat nach ADP-induzierter Aggregation teegehend zu untersuchen, wurden die
Guanylyl-Cyclase-Aktivititsmessungen mit frals Kofaktor wiederholt (Abbildung 15).
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen bei VerwendwigMg** als Kofaktor zeigte sich
eine signifikant erhéhte Guanylyl-Cyclase-Aktiviiatder Fraktion hoch dichter Membranen
aggregierter Thrombozyten im Vergleich mit nichgesgierten Thrombozyten auch bei

Verwendung von Mfi als Kofaktor.
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Abbildung 15 Messungen der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat mit #mls Kofaktor in Cytosol (Cyt.), Membranen
niedriger Dichte (M I), Membranen hoher Dichte (M und Material sehr hoher Dichte (SHD) aus Korttrol
(links) und aggregierten (rechts) Thrombozyten ubtessalen (schwarze Saulen), NO-stimulierten (W&8e-
len) und NO/YC-1 stimulierten Bedingungen (grauel&a). Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM3|
*p<0,05 basal, Cytosol Kontrolle gegentiber Aggriegatp<0,05 NO-stimuliert und NO/Y C-1-stimuliert, hoch
dichte Membranen Kontrolle gegeniiber Aggregation).
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Zusammengenommen mit einer Erniedrigung der Aldivitn Cytosol unter basalen Bedin-
gungen mit MA* als Kofaktor steht dies im Einklang mit einer Tskkation der Guanylyl-
Cyclase vom Cytosol in die Fraktion hoch dichtemibeanen wahrend des Aggregationsvor-
ganges. Im Gegensatz zu den vorherigen Ergebnisievig®* als Kofaktor zeigte sich aber
kein Unterschied zwischen aggregiertem und niclgregjertem Thrombozytencytosol unter
stimulierten Bedingungen. Diese unterschiedlichegeischaften des Enzyms in aggregier-
tem und nicht-aggregiertem Thrombozytencytosol gébger den Kofaktoren Mg und Mrf*
deuten auf eine mdgliche Modifikation der GuanyBylelase wéahrend des ADP-induzierten

Aggregationsvorganges in menschlichen Thrombozyien

Um festzustellen, ob sich die NO-Sensitivitat deia@ylyl-Cyclase durch die ADP-induzierte
Aggregation in Thrombozyten verandert, wurden mamdNO-Donor DEA/NO Dosis-
Wirkungs-Kurven bestimmt. Im Cytosol aggregiertexduKontroll-Thrombozyten wurde
parallel unter Verwendung verschiedener NO-Konzgiatnen (0,1 uM — 100 uM) mit Mg
oder Mrf* als Kofaktor gemessen. Reprasentative Kurven sindbbildung 16 (Mg* als
Kofaktor) und Abbildung 17 (M als Kofaktor) gezeigt.
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Abbildung 16 DEA/NO-Dosis-Wirkungs-Kurve mit Mg als Kofaktor im Cytosol aggregierter und nicht-
aggregierter Thrombozyten. Die Daten reprasentibtitielwerte + SEM aus funf eigenstéandigen Experireant
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Bei Verwendung von Mg als Kofaktor fiihrte die ADP-induzierte Thrombozyaggregation
zu einer signifikanten Erniedrigung der &®Verte im Cytosol aggregierter gegeniber nicht-
aggregierten Thrombozyten (Kontrolle 1,40 tN3,42; Aggregation 0,62 uMO0,20;

p <0,05; n=5). Im Gegensatz hierzu zeigte sielm Isignifikanter Unterschied der &E
Werte im Cytosol von aggregierten und nicht-aggrggn Thrombozyten bei Verwendung
von Mr?* (Kontrolle 1,92 pMt 0,74; Aggregation 1,25 pM0,53; p < 0,25; n = 5).
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Abbildung 17 DEA/NO-Dosis-Wirkungs-Kurve mit Mii als Kofaktor im Cytosol aggregierter und nicht-
aggregierter Thrombozyten. Die Daten reprasentibfitielwerte £ SEM aus funf eigenstandigen Experiraant

Um die Veranderungen der Enzymeigenschaften wahdend\DP-induzierten Thrombozy-
tenaggregation zu untersuchen, wurde die GuanyglaSe-Aktivitat unter basalen und NO-
stimulierten Bedingungen bei verschiedenen Sulistnaentrationen in Gegenwart von fig

oder Mif* als Kofaktor bestimmt.
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Die Mittelwerte der Wax und Ky-Werte aus drei eigenstandigen Experimenten sintian

belle 1 aufgelistet.

Tabelle 1K- und Vi Werte in aggregierten gegeniiber Kontroll-Thromheayunter basalen und NO-stimu-
lierten Bedingungen mit Mg oder Mrf* als Kofaktor.

basal VimaxM@® Km Mg?* VimaxMnZt K M2

[pmol cGMP / mg min]
Kontrolle+ SEM 5+ 3 59+ 16 208+52 130+14
Aggregationt SEM 2+ 0.3 55+ 17 119+ 4 51+2*
NO-stimuliert V max |\/|92+ Km Mgz+ VimaxMn®" K, Mn?*

[pmol cGMP / mg min]

Kontrolle+ SEM 1900+ 260 22+3 4222+416 101+9

Aggregationt SEM 262+ 78° 12+ 6 4634+ 401 120+ 31

*p < 0.005 p < 0.005.

In Abbildung 18 A sind die Daten bei NO-stimuligrt®edingungen als Lineweaver-Burk
Diagramm dargestellt. Es zeigte sich eine signifigaErniedrigung des MWertes in ag-

gregierten im Vergleich zu nicht-aggregiertem Thboaytencytosol. Im Gegensatz hierzu
war kein Unterschied bei Verwendung von mls Kofaktor zu erkennen. Die diskreten

Veranderungen derJWerte sind nicht signifikant.

Abbildung 18 B zeigt die entsprechenden Daten déetduchungen unter basalen Bedingun-
gen. Neben einer signifikanten Erniedrigung der\Werte mit Mrf* als Kofaktor, konnten
keine weiteren signifikanten Veranderungen der Brkgetik unter basalen Bedingungen

nach Aggregation festgestellt werden.
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Abbildung 18 A Lineweaver-Burk Kurve bei basalen Bedingungen iyto€ol aggregierter gegeniiber Kontroll-
Thrombozyten mit M§ oder Mrt* als Kofaktor. Die Substratkonzentration reichten @01 bis 0,5 mM, bei
einer konstanten Konzentration des divalenten Katison 2,5 mM.B Lineweaver-Burk Kurve unter NO-
stimulierten Bedingungen.
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Unter NO-stimulierten Bedingungen zeigten sich tisake Unterschiede hinsichtlich des
Verhaltens der Guanylyl-Cyclase gegeniiber den Kofak Md* und Mrf*, in einer Kon-
zentration von 3 mM, im Cytosol von aggregiertegegeiber nicht-aggregierten Thrombo-
zyten. Um dieses Phanomen weitergehend Zu untemsuch wurden
Konzentrationswirkungsexperimente fur Magind Mrf* unter NO-stimulierten Bedingungen
(100 uM DEA/NO) durchgefihrt. Es zeigte sich eigndikanter Anstieg des EgWertes
fir Mg?* nach ADP-induzierter Thrombozytenaggregation (Khbig 19 A; Kontrolle
2,9 mMz 0,5; Aggregation 10,7 mM 1,0; p < 0,05; n = 3). Im Gegensatz hierzu koteia
signifikanter Unterschied der E@Werte fir Mif* festgestellt werden (Abbildung 19 B;
Kontrolle 0,5 mM+ 0,006; Aggregation 0,6 mM 0,04; p <0,1; n = 3). Beim Vergleich mit
physiologisch auftretenden NlgKonzentrationen ist von entscheidender Bedeutuiags
0,5 mM Md* mit 0,5 mM GTP des Reaktionsmixes komplexieren.
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Abbildung 19 A Messungen der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat bei ustdiedlichen M§-Konzentrationen, von 0
bis 128 mM, unter NO-stimulierten Bedingungen (08 DEA/NO). Die Daten reprasentieren Mittelwerte +
SEM aus drei eigenstandigen Experimenten.
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Abbildung 19 B Messungen der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat bei ustiedlichen Mf-Konzentrationen, von 0
bis 128 mM, unter NO-stimulierten Bedingungen (100 DEA/NO). Die Daten reprasentieren Mittelwerte +
SEM aus drei eigenstandigen Experimenten.
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4 Diskussion

Trotz der Bedeutung der I6slichen Guanylyl CyclaseRezeptor fur NO-freisetzende Phar-
maka, ist tber die Expression und Regulation deyiaa in vivo noch relativ wenig bekannt.
Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen das M@ssive Enzym am Herzkreislaufsystem
naher zu charakterisieren. Nachfolgend sind zunadies wesentlichen Ergebnisse der

experimentellen Untersuchungen aufgelistet, dieldief3end im einzelnen diskutiert werden:

. Wahrend der Perinatalzeit kommt es am Herzen derdLunge der Ratte zu einer
erhohten Guanylyl-Cyclase Enzymaktivitat. Dies kbert mit einer verstarkten Ex-

pression dep;-Untereinheit.

. Im Rahmen der postnatalen Entwicklung kommt esdee Ratte in kardialen und
pulmonalen arteriellen Gefal3en zu einer Verschiglider Expression von glatten Ge-

faBmuskelzellen zu Endothelzellen.

. Die NO-sensitive Guanylyl-Cyclase-Aktivitat am tden geht zu einem grof3en Teil auf
das Gefaldsystem zurick. Kardiomyozyten zeigen sotevachere, aber deutliche

nachweisbare Guanylyl-Cyclase-Aktivitat und Expiass

. Experimentelle Behandlung von Ratten mit Glycenatrat fihrt zu einer reversiblen
Expressions- und Aktivitdtszunahme der GuanylylH&se an der Dura mater.

. Aggregation menschlicher Thrombozyten bewirkieeideutlichen Aktivitatsverlust der
Guanylyl-Cyclase und zu grundlegenden Veranderumlgerkinetischen Eigenschaften

des Enzyms.

. Durch den Aggregationsprozel3 menschlicher Thraytem kommt es zur Transloka-

tion der Guanylyl-Cyclase vom Cytosol zur Plasmaimem.

. Das Verhalten der Guanylyl-Cyclase gegeniiber diealenten Kationen Mg und
Mn?* in menschlichen Thrombozyten unterscheidet siaftlida nach ADP-induzierter

Thrombozytenaggregation.
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Die l6sliche Guanylyl-Cyclase ist der wichtigstezBptor fiir endogen synthetisiertes NO und
fur die bei der Therapie von Angina pectoris verdaten NO-freisetzenden Pharmaka. Die
Entwicklung von selektiven Substanzen fur die Aleiung der I6slichen Guanylyl-Cyclase

in spezifischen Organen oder Zelltypen ist von gmf{harmakologischem Interesse. Die
vorliegende Arbeit soll dazu beitragen die Rolle ldslichen Guanylyl-Cyclase als Rezeptor
fur die erwinschten und unerwinschten Wirkungen M@sifreisetzenden Substanzen wie
Glyceroltrinitrat naher zu charakterisieren. Eneégivend wurden einerseits Untersuchungen
am Herzen und an Thrombozyten durchgefihrt, wol@éche Guanylyl-Cyclase an der

Vermittlung des antiangindésen bzw. antiaggregathes Effekts von Glyceroltrinitrat

beteiligt ist. Andererseits wurden Untersuchungerder schmerzempfindlichen Dura mater
durchgefuhrt, wo Glyceroltrinitrat Uber bisher uk@ente Mechanismen Kopfschmerzen

auslost.

4.1  Aktivitat und Expression der l6slichen Guanylyl-Cydase wahrend

der postnatalen Entwicklung im Herzkreislaufsystem

In verschiedenen Studien wurde die Expression meeken NO-Synthase-Isoformen (neu-
ronale, induzierbare und endotheliale Form) in derschiedensten Zelltypen des Myokards
untersucht (Ubersicht bei Balligand 1999 oder C&@90). Konstitutive Expression konnte
fur die NO-Synthase in Endothelzellen (endothelidi®rm) und Kardiomyozyten
(endotheliale und neuronale Form) gezeigt werd@enGegensatz hierzu ist Gber die Expres-
sion der l8slichen Guanylyl-Cyclase in den unteisdiichen Zelltypen des Myokards noch
relativ wenig bekannt. So ist unklar ob oder in chelm Ausmald die l6sliche Guanylyl-
Cyclase in Kardiomyozyten exprimiert wird (Wegeeeral. 1999). Dies ist von besonderem
Interesse, da in einigen Studien die l6slichen @ly&Cyclase in Kardiomyozyten in Zu-
sammenhang mit verschiedenen auf NO basierendenc@iP-abhéngigen Effekten am
Myokard gebracht wird. Dazu zahlt die Modulatior 8ardialen Kontraktilitat (Vila-Petroff
et al. 1999), kardioprotektive Effekte nach Ischéimind Reperfusion (Gandhi et al. 1999),
Apoptose (Taimor et al. 2000) und die Regulation klerdialen Antwort auf3-adrenerge
Stimulation (Balligand 1999). Die Ergebnisse derlieggenden Arbeit zeigen eine Expression

der l6slicher Guanylyl-Cyclase in Kardiomyozytenie Expression ist dabei im Vergleich
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zum kardialen Gefal3system - gemessen an der nafifaren Enzymaktivitat - etwa um den

Faktor 10 geringer.

In der Lunge der Ratte wurde ein signifikanter Aetgstder NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase-
Aktivitat und Expression wahrend der perinatalemidele beschrieben (Bloch et al. 1997).
Mit Hilfe eines neu entwickelten Antikdrpers gegdie [3;-Untereinheit, konnten in der vor-
liegenden Arbeit die Daten von Bloch und Mitarbeitedie eine erhdhte Expression ader
Untereinheit auf Proteinebene fanden, auch fugigntereinheit bestéatigt werden. Daruber
hinaus konnte gezeigt werden, dass die perinatdéhting der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat
und Expression nicht nur auf die Lunge beschréstkisondern auch am Herzen zu beobach-
ten ist. Wahrend der Perinatalzeit kommt es am éfem einer ausgepragten Angiogenese
(Tomanek et al. 1996). In der friihen postnataletoBe kommt es am Rattenherzen zu einem
deutlichen Wachstum der Kapillaren. Die Kapillatwolendichte nimmt von 6 % an Tag 1
auf 15 % am postnatalen Tag 11 zu, wobei in degefaden Entwicklung wieder eine
Abnahme der Kapillarvolumendichte zu beobachter{Asiversa et al. 1978, Anversa et al.
1979, Olivetti et al. 1980). Da die endothelialeall@n der kardialen Kapillaren in den
immunhistochemischen  Untersuchungen der vorliegendarbeit eine deutliche
Immunoreaktivitat zeigten, liegt es nahe anzunehrdass die ausgepragten Veranderungen
der Kapillarvolumendichte ein Grund fir die anstgide Guanylyl-Cyclase-Aktivitat im
Herzcytosol wahrend der frihen postnatalen Entwiallsind. Fur diese Hypothese spricht
insbesondere die parallele zeitliche Entwicklung Wapillarvolumendichte und Guanylyl-
Cyclase-Aktivitat mit Maximalwerten am Tag 10 bZWag 11 der postnatalen Entwicklung.
Die Einwanderung bzw. das erstmalige Auftreten kardialen glatten Muskelzellen, die in
der frihen Postnatalzeit ebenfalls Immunoreaktiviféar l6sliche Guanylyl-Cyclase
aufwiesen, konnte ein weiterer Faktor sein, deeriAnstieg der Guanylyl-Cyclase-Aktivitat
in der frihen postnatalen Entwicklung erklart. lar d-etalzeit kommen kardiale glatte
Muskelzellen nicht vor (Hudlicka und Tyler 19864, b

Die Immunoreaktivitét fur die Guanylyl-Cyclase ateaiellen glatten Muskelzellen nahm am
Herzen von geschlechtsreifen gegenltber neonataltarRstark ab. Daraus lasst sich schluss-
folgern, dass die cGMP-abhangige vasodilatatorigaitevort der kardialen Mikrozirkulation
gegentuber endogenem NO oder exogen verabreichtgwer@lrinitrat wahrend der Ent-

wicklung ebenfalls stark abnehmen sollte. Neben \dasodilatation sollten auch andere
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cGMP-abhéangige Effekte von NO auf die Funktion gbatten Muskelzellen (zum Beispiel
die Inhibition der Proliferation) durch die ausgiégie Abnahme der Expression der NO-
sensitiven Guanylyl-Cyclase betroffen sein. Einsgapragte Abnahme der Expression der
Bi-Untereinheit der l6slichen Guanylyl-Cyclase inttgga Muskelzellen der Intima ist nach
Ballonkatheterverletzung der Arteria carotis valealRatten beschrieben worden (Chen et al.
2000). Diese Abnahme der Expression war begledatainem Verlust eines antiproliferati-
vem Effekts von NO auf die glatten Muskelzellen wrider verstarkten Proliferation von
glatten Muskelzellen der Intima (Chen et al. 2000)den Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit zeigte sich eine ausgepragte Abnahme deng@ylaCyclase Expression in kardialen
und pulmonalen Arterien von normalen, geschlectiegsreRatten. Dies zeigt, dass die
Guanylyl-Cyclase in glatten Muskelzellen nicht nunter pathologischen Bedingungen her-
unterreguliert wird (Chen et al. 2000), sondernl @ies normalen Entwicklungsprozesses ist.
Es konnte gezeigt werden, dass die Inhalation \amfidgmigem NO die verstarkte Prolifera-
tion von glatten Muskelzellen in pulmonalen Arterigach einer Lungenschéadigung inhibiert.
Dieser Effekt war nur in neonatalen, nicht abeg@schlechtsreifen Ratten nachweisbar. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdass glatte Muskelzellen in pulmo-
nalen Arterien von neonatalen Ratten NO-sensitivarlyl-Cyclase exprimieren, wahrend
diese Expression in geschlechtsreifen Tieren Ubehend nicht nachweisbar ist. Dieser
Befund bietet eine wahrscheinliche Erklarung fie diltersunterschiede in Bezug auf die
Wirkung von inhaliertem gasférmigem NO. In Analogie den Befunden von Chen et al.
2000 konnte es durch die Abnahme der ExpressiorEdegms in glatten Muskelzellen von

geschlechtsreifen Tieren zu einem Verlust des aniifprativen Effekts von NO kommen.

Der Verlust der Expression von loslicher Guanylyklase in glatten Muskelzellen wéahrend
der normalen Entwicklung war in den Untersuchundmser Arbeit von einem deutlichen
Anstieg der Expression in benachbarten Endothelzeliegleitet. Dieser Befund war in
arteriellen Gefalen der Lunge besonders eindrutksia hier ein sequenzielles Auftreten
der Expression in glatten Muskelzellen bei fetalglatiten Muskelzellen und Endothelzellen
bei neonatalen und nur Endothelzellen bei gesctdesifen Tieren nachgewiesen werden
konnten. Aufgrund des Fehlens von glatten Muskiglredm fetalen Herzen (Hudlicka und
Tyler 19864, b), liel? sich am Herzen diese Abfalge an neonatalen und geschlechtsreifen
Tieren nachweisen. Auch an kardialen arteriellefaGen kam es aber zu einem Wechsel der

Expression von glatten Muskelzellen und Endothidrebei fetalen Tieren hin zu einer
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nahezu ausschlie3lichen Expression in Endotheizddle geschlechtsreifen Tieren. Diese
Daten unterstreichen die funktionelle Bedeutunghi®r/ cGMP-Signaltransduktionskaskade
in Endothelzellen, die im Vergleich zu der klaskest vasodilatatorischen Funktion in glatten
Muskelzellen vermutlich trotz wichtiger Publikatem zu diesem Thema noch unterschéatzt
wird. In isolierten koronaren Venulen konnte geteiwgerden, dass die NO /cGMP-
Signaltransduktionskaskade die Verdnderungen déwtleelialen Permeabilitat durch VEGF
vermittelt (Wu et al. 1996). Untersuchungen in aadeOrganen bestéatigen diese Ergebnisse
(Mayhan 1999) wund unterstreichen die wichtige Badsy der NO /cGMP-
Signaltransduktionskaskade bei der Steuerung d&uldren Permeabilitat (Morbidelli et al.
1996, He et al. 1998, Russell et al. 2000). Untdrsngen des Effektes von NO auf die
Proliferation von Endothelzellen haben widerspriottd Ergebnisse geliefert. In Analogie zu
einem inhibitorischen Effekt von NO auf die Praldgdon von glatten Muskelzellen, wurde
ein antiproliferativer Effekt von NO vorgeschlagéyiang et al. 1994, Sarkar et al. 1995,
RayChaudhury et al. 1996, Lopez-Farre et al. 1€¥#twright et al. 2000). Das Gegenteil,
ein proliferativer Effekt von NO wurde fiir endotiaé¢ Zellen aus postkapillaren Venulen
gezeigt (Ziche et al. 1993, Ziche et al. 1994, Nueli et al. 1996, Ziche et al. 1997).
Daruber hinaus existieren eindeutige Daten, dasspddiferative Effekt von VEGF auf
endotheliale Zellen Gber eine Stimulation des NGMP-Weges vermittelt wird (Parenti et
al. 1998). Alle Studien, die einen proliferativefidkt von NO auf endotheliale Zellen nahe
legen, zeigen, dass dieser Effekt cGMP-abhangigDi Mehrheit der Studien die einen
antiproliferativen Effekt von NO auf Endothelzellelemonstrieren, zeigen keine cGMP-
Abhangigkeit. Die Befunde der vorliegenden Arbdrss die Expression der NO-sensitiven
Guanylyl-Cyclase in endothelialen Zellen von adken Gefal3en einer entwicklungsabhéan-
gigen Regulation unterliegt, konnten diese entgggseizten Effekte von NO wie folgt
erklaren: In Abhéangigkeit einer Expression der Nfsstiven Guanylyl-Cyclase in
Endothelzellen Gberwiegen die cGMP-abhéngigen ket cGMP-abhangigen Effekte von
NO.
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4.2  Induktion der l6slichen Guanylyl-Cyclase-Expressionn der Dura

mater bei Glyceroltrinitratbehandlung

Von der Dura mater als Gewebe und dem NO als Sigplakil wird angenommen, dass es
eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von Kopfeeaen und Migréne spielt (Olesen et al.
1995). Bei Infusion von Glyceroltrinitrat kommt eam Auftreten von Kopfschmerzen mit
Maxima 20-30 Minuten und 8 Stunden nach Behandhmgiean (Ashina et al. 2000). Das
Auftreten von Kopfschmerzen nach 8 Stunden wird Ineir Migranepatienten beobachtet
(Ashina et al. 2000). Zur Pathogenese der durclegsbjtrinitrat nach etwa 8 Stunden ausge-
|6sten Migranesymptomatik gibt es einige interessdtfrklarungsansatze. Es gibt mehrere
Hinweise fur Anderungen der Expression bestimmtendsnach Glyceroltrinitrat-Behand-
lung. So wurde berichtet, dass sich die ExpresgmmnFos (Tassorelli et al. 1995) und der
neuronalen NO-Synthase (Pardutz et al. 2000) imtraervensystem 4 Stunden nach
Glyceroltrinitrat-Behandlung verandert. Es ist gatstellbar, dass diese Expressionsanderun-
gen im Zusammenhang mit dem verzogerten Auftreteon \Kopfschmerzen bei
Migranepatienten stehen. Die Ergebnisse der vatidgn Arbeit zeigen Veranderungen der
Genexpression zu einem deutlich friheren Zeitpunadh Beginn der Glyceroltrinitrat-Be-
handlung. Es ist denkbar, dass diese frihen Expressiderungen im Zusammenhang mit
dem relativ frihen Auftreten von Kopfschmerzen stehin den immunhistochemischen
Untersuchungen zeigte sich, dass die l6sliche Quia@yclase im Cytosol von Pericyten
duraler Gefal3e exprimiert wird. Durch die Behandlumit Glyceroltrinitrat kommt es auch
zur Expression des NO-sensitiven Enzyms in Zellen glatten Muskulatur. Diese erhohte
Expression der l6slichen Guanylyl-Cyclase in deattgh Muskulatur duraler Gefal3e nach
Glyceroltrinitrat-Behandlung koénnte eine erhdhtensailitat gegenidber NO-induzierter
Vasodilatation verursachen. Es wurde berichtets dés Behandlung mit Glyceroltrinitrat zur
erhohten Expression der neuronalen NO-SynthaseeinDdira mater fuhrt (Csillik et al.
1999). Zusammengenommen mit den Ergebnissen déegemden Arbeit deutet dies auf
eine vermehrte Expression des gesamten NO /cGMRaBiansduktionsweges nach
Glyceroltrinitrat-Behandlung hin. Dies konnte erd warum die Behandlung mit
Glyceroltrinitrat in der Mehrzahl der Falle Kopfsohrzen erst nach einer Latenz von

ungefahr 20 Minuten hervorruft.
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4.3  Subzellulare Lokalisation und Aktivitat der I6slichen Guanylyl-
Cyclase in menschlichen Thrombozyten wahrend des

Aggregationsvorganges

Aufgrund von Immunfluoreszensexperimenten wurdeeimem Kongressbeitrag berichtet,
dass die Guanylyl-Cyclase mit der Zellmembran inselgiedenen Gewebe- und Zelltypen
assoziiert ist, und dass diese Assoziation mitZzimembran menschlicher Thrombozyten
durch deren Aktivierungszustand beeinflusst wirdl@ et al. 2000). In der vorliegenden
Arbeit wurde die thrombozytare Plasmamembran UlmameSaccharosegradienten in Frakti-
onen niedriger und hoher Dichte aufgetrennt. B&idektionen enthielten den transmembra-
ndsen Rezeptor GP llb/ llla. Beide Fraktionen tsigauch durch Forskolin stimulierbare
Adenylyl-Cyclase-Aktivitat. Die Western-blot Unteichungen und Messungen der Guanylyl-
Cyclase-Aktivitat in den verschiedenen Fraktioneggragierter und nicht-aggregierter
Thrombozyten unterstiitzen die von Zabel et al. 2¥ichteten Befunde und weisen auf eine
Translokation der Guanylyl-Cyclase vom Cytosol dembranfraktion M Il hin. Daruber
hinaus zeigen die vorliegenden UntersuchungenidbatVeranderungen der biochemischen
Eigenschaften des Enzyms im Cytosol von aggregiegegeniuber nicht-aggregierten
menschlichen Thrombozyten. Die ausgepragte Affisgiinahme der Guanylyl-Cyclase
gegeniiber dem Kofaktor Mgnach ADP-induzierter Aggregation legte Untersugfamder
Mg?*-Abhangigkeit des Enzyms nahe. Aus diesen Ergedmigsht hervor, dass die cytosoli-
sche Guanylyl-Cyclase-Aktivitat unter NO-stimulemt Bedingungen in normalen menschli-
chen Thrombozyten durch Mgbeeinflusst oder reguliert wird. Die Daten bezilylider
physiologisch freien intrazellularen KfgKonzentration variieren in der Literatur von
276x 23 uM (Hwang et al. 1993) bis 63418 uM (Takaya et al. 1998) oder 3685 uM
(Hiraga et al. 1998) in menschlichen Thrombozytesumder Probanden. Es konnte gezeigt
werden, dass Insulin den intrazellularen M§ransport in menschlichen Thrombozyten
erhoht (Hwang et al. 1993, Takagaal. 1998). Eine Erniedrigung der freien intradélen
Mg?*-Konzentration scheint im Zusammenhang mit einkbleten Sensitivitat der Thrombo-
zyten gegenuber Aggregation durch ADP bei Patiemgiabetes mellitus Typ Il zu stehen
(Nadler et al. 1992). Bei Patienten mit essentidiigpertension wurden signifikant unter-
schiedliche freie intrazellulare MgKonzentrationen berichtet (Hiraga et al. 1998kd\ige

intrazellulare MG*-Spiegel scheinen thrombotische GefaRokklusioneRagenten mit koro-
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narer Herzkrankheit zu fordern (Schechter et ab020Die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit erhobenen Daten zeigen den Einfluss def*Mgnzentration im physiologischen
Bereich auf die cytosolische NO-stimulierte Guahgyclase-Aktivitat in nicht-aggregierten
und aggregierten Thrombozyten. Dies kénnte zurhgdmAggregationsneigung der Throm-
bozyten mit niedriger intrazellularer ¥fgkonzentration bei Patienten mit Diabetes mellitus

Typ Il oder koronarer Herzkrankheit beitragen.

Die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation fuhrtemer deutlichen Reduktion der Affi-
nitat der cytosolischen Guanylyl-Cyclase gegeniMgf" nicht aber gegeniiber ¥h Dabei
wird die Bindung des Substrates MgGTP nicht beegsfl. Dies deutet darauf hin, dass Modi-
fikationen der Guanylyl-Cyclase nach Aggregatiochhidie Bindungsstelle des GTP-gebun-
denen M§", sondern die Bindungsstelle des zweiterf Mgn betreffen, welches zwar fiir die
Katalyse essentiell, nicht aber an GTP gebundgTegmer et al. 1999). Eine weitere Beson-
derheit des Enzyms im Cytosol von aggregierten imiwazyten ist, dass der Austausch des
physiologischen Mg durch Mrf* die Aktivitdtsabnahme des NO-stimulierten Enzyrasm
Aggregation aufhebt. Die katalytische Domane deemdyl-Cyclase und Guanylyl-Cyclase
sind eng verwandt und beide Enzyme verhalten didfich gegeniber den divalenten Katio-
nen Md" und Mrf* (Tesmer et al. 1999). Die Eigenschaften der GuyéGyclase im Cytosol
aggregierter Thrombozyten zeigt ausgepragte Ahkditen mit den Eigenschaften zweier
Adenylyl-Cyclasemutanten (C441R und Y442H; Zimmenmat al. 1998). Diese Mutationen
erniedrigen die Affinitat der Adenylyl-Cyclase gedjier Mg*, nicht aber gegeniiber M
wahrend sie die Bindung des Substrates MgATP unBiesst lassen. In Gegenwart von #n
anstatt M§" wurde die Aktivitatsabnahme unter Forskolin ung-Gtimulierten Bedingungen
wieder aufgehoben. Die Mutationen der Adenylyl-@gel grenzen direkt an ein Aspartat
(D440), das eines der beiden divalenten Kationeddij die fir die Katalyse bei Adenylyl-
und Guanylyl-Cyclasen essentiell sind (Zimmermanal.€1998, Tesmer et al. 1999). Dieses
D440 (Nummerierung nach der Adenylyl-Cyclase Typd¥s Hundes) entspricht dem
Aspartat 477 der menschlich@aUntereinheit der Guanylyl-Cyclase. Eine denkbaygdd
these ware, dass Phosphorylierung oder Dephosjdranyly einer Aminosaure in der Nahe
dieses Aspartates fur die Anderungen der Enzymsdaiten der Guanylyl-Cyclase nach

ADP-induzierter Thrombozytenaggregation verantvuartsind.
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Besteht die Mdglichkeit die beobachtete Aktivitéiisahme der Guanylyl-Cyclase im Cytosol
aggregierter menschlicher Thrombozyten durch Mkdiionen anderer Proteine als der
Guanylyl-Cyclase zu erklaren? Eine erhohte Produkéion Q durch Aktivation der NADH-
Oxidase oder durch Hemmung der Superoxiddismutaseenzu einer Abnahme der NO-
stimulierten Guanylyl-Cyclase-Aktivitat fuhren, @ mit NO zu ONOO reagieren wirde
(Tajima und Sakagami, 2000). Eine derartige Moglthmuss jedoch verworfen werden, da
die durchgefuhrten Dosiswirkungskurven mit dem N@abr DEA/NO im Cytosol aggre-
gierter Thrombozyten sogar eine erhdhte Affinitégeniber NO, trotz einer Abnahme der
maximalen Wirkung zeigten. Eine mdgliche Aktiviisisahme der Phosphodiesterase nach
Thrombozytenaggregation ist ebenfalls keine Ubeeede Erklarungsmoglichkeit, da der
nicht-selektive Phosphodiesterasehemmstoff IBMX Deichfiihrung der Enzymmessungen
zugesetzt wurde. Eine effektive Hemmung der Phadipsterase in Thrombozyten bei der
verwendeten Konzentration ist in der Literatur esben (Friebe et al. 1998). Ein mdglicher
Erklarungsansatz ware die Modifikation eines bislh@drekannten Proteins im Cytosol aggre-
gierter Thrombozyten, welches dann eine hemmend&wiy auf die Guanylyl-Cyclase
ausubt. Diese Annahme wird durch die Tatsache gstiass die Anderungen der biochemi-
schen Eigenschaften auf die cytosolische Fraktesthrankt sind und nicht nach Transloka-
tion an die Plasmamembran gefunden werden kénnehdér anderen Seite ist es schwer
vorstellbar, wie Anderungen der kinetischen Eigbaften der Guanylyl-Cyclase und ihre
Reversibilitat durch die Verwendung von Mmanstatt M§" als Kofaktor indirekt hervorgeru-
fen werden konnten. Die direkte Modifikation der &ylyl-Cyclase ist eine wahrscheinli-
chere Erklarung fir die beobachteten Phdnomene,allem unter Berlcksichtigung der
Analogie zu den oben genannten Adenylyl-Cyclaseakfien. Bis jetzt sind Versuche die
Guanylyl-Cyclase aus Thrombozyten aufzureinigenvarschiedenen Laboratorien geschei-
tert, obwohl Thrombozyten eine reiche Quelle fis &mzym bieten. Um die Veranderungen
der Enzymeigenschaften weitergehend untersuchéwrmen ware es notwendig, ein Proto-
koll fur die Aufreinigung der Guanylyl-Cyclase aaggregierten und nicht-aggregierten
Thrombozyten zu erarbeiten.

Was konnte die physiologische Bedeutung der Traasilan und Veranderung der Enzymei-
genschaften der Guanylyl-Cyclase nach Thrombozggnegation sein? Es wurde gezeigt,
dass die ADP-induzierte Thrombozytenaggregationaméer Zunahme der thrombozytéaren
NO-Produktion 1 bis 2 min nach Induktion der Aggregn durch ADP vergesellschaftet ist.
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Diese autokrine NO-Freisetzung beeinflusst die greanAggregation nach Induktion durch
ADP nur gering, wahrend die Rekrutierung weitererombozyten durch einen parakrinen
Mechanismus deutlich gehemmt wird (Freedmann el20.7). Diese Beobachtung konnte
durch eine unterschiedliche NO-Aktivierbarkeit aggjerender gegenuber nativen Thrombo-
zyten erklart werden. Die in der vorliegenden Atlbeischriebenen Veranderungen defivig
Abhangigkeit kdnnten hierbei eine Rolle spielene @iunahme von Guanylyl-Cyclase mit
unveranderter Mg-Abhangigkeit in der Plasmamembran aggregiertepimozyten deutet
auf eine spezielle Rolle der Guanylyl-Cyclase anRlasmamembran hin. Der membrange-
bundenen NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase in Thrombezaggregaten konnte eine wichtige
Rolle im Disaggregationsprozess zukommen. In Ubstehmung mit dieser Annahme
konnten sowohl fir den Guanylyl-Cyclase-Aktivato€¥ (Ko et al. 1994), als auch fiir NO-
Donatoren (Stamler et al. 1989, Salas et al. 199fmbolytische Eigenschaften gezeigt

werden.
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S Zusammenfassung

Die Entwicklung von selektiven Substanzen fur diktiierung der l6slichen Guanylyl-
Cyclase in spezifischen Organen oder Zelltyperv@t groRem pharmakologischem Inte-
resse. Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragia, Rolle der I6slichen Guanylyl-Cyclase
als Rezeptor fir die erwinschten und unerwinschtémkungen von NO-freisetzenden
Substanzen wie Glyceroltrinitrat naher zu charadienen. Entsprechend wurden einerseits
Untersuchungen am Herzen und an Thrombozyten defichd, wo die |6sliche Guanylyl-
Cyclase an der Vermittlung des antiangin0sen bzwehwacher ausgepragten
antiaggregatorischen Effekt von Glyceroltrinitratetdiligt ist. Andererseits wurden
Untersuchungen an der schmerzempfindlichen Duramalirchgefihrt, wo Glyceroltrinitrat
Uber bisher unbekannte Mechanismen Kopfschmerzstbosiu Es ergaben sich folgende
Hauptbefundel. Die l6sliche Guanylyl-Cyclase wird am Herzen vmgend im kardialen
Gefal3system exprimiert, in geringerer Auspragungy aoich in Kardiomyozyten. Es zeigte
sich ein Wechsel der Expression von glatten Musiieln zu Endothelzellen im
Koronarsystem und den Pulmonalarterien wahrendeaéwicklung nach der Geburt. Dies
unterstreicht die funktionelle Bedeutung der N@MP-Signaltransduktionskaskade in
Endothelzellen von geschlechtsreifen Tier2nExperimentelle Behandlung von Ratten mit
Glyceroltrinitrat fuhrt zu einer reversiblen Expsems- und Aktivitdtszunahme der Guanylyl-
Cyclase an der Dura mater. Dies kénnte erklarenymvalie Behandlung mit Glyceroltrinitrat
in der Mehrzahl der Falle Kopfschmerzen mit einatelnzzeit hervorruft3. ADP-induzierte
Aggregation menschlicher Thrombozyten fuhrt zu eindeutlichen Aktivitatsverlust der
Guanylyl-Cyclase und zu grundlegenden Veranderurtggnkinetischen Eigenschaften des
Enzyms. Daruber hinaus kommt es zur TranslokatemGlanylyl-Cyclase vom Cytosol zur
Plasmamembran. Die Translokation und Verdnderunden Enzymeigenschaften der
|6slichen Guanylyl-Cyclase nach Thrombozytenaggregaveist auf eine wichtige Rolle des

Enzyms wéhrend des Aggregationsprozesses hin.
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