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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hypertonie und zugrundeliegende Ursachen

Die systemische arterielle Hypertonie (SAH) ist ein weltweit verbreiteter und modulierbarer
Risikofaktor fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Die SAH zeichnet sich durch einen dauerhaft
hohen systolischen (2140 Millimeter Quecksilbersaule - mmHg) und einen hohen diastolischen
(=290 mmHg) Blutdruck aus (Mancia et al. 2023). Dauerhafter Bluthochdruck fiihrt zu einer
Schadigung der GefaRe und somit zum Auftreten und der Entstehung verschiedener
Folgeerkrankungen wie Schlaganfall, Herzinfarkt mit haufig daraus resultierender
Herzinsuffizienz und anderen GefaR- und Nierenerkrankungen (Olsen et al. 2016). Uber
1,28 Milliarden Menschen weltweit, darunter ca. 25% der Frauen und 33% der Manner in
Deutschland, im Alter zwischen 29 und 79 Jahren erkranken an SAH (Zhou und Collaborators
2021). Hypertonie zusammen mit Prahypertonie (>115 mmHg) sind jahrlich verantwortlich ftr
8,5 Millionen Todesfalle weltweit (Zhou et al. 2021).

Die Hypertonie lasst sich in primare, auch essentielle Hypertonie genannt, an der ca. 90-95%
der Patienten erkranken (Oparil et al. 2018), und die sekundare Hypertonie unterteilen.
Sekundare Hypertonie entsteht als Folge einer Vorerkrankung, beispielsweise Erkrankungen
der Nieren oder des endokrinen Systems. Die primare Hypertonie zeigt dagegen keine
organische Ursache fur den Bluthochdruck. |hre Entstehung ist jedoch abhangig von
komplexen Interaktionen zwischen genetischer Veranlagung, Umweltfaktoren, Lebensstil und
Alterungsprozessen (Titze und Luft 2017, Padmanabhan und Dominiczak 2021, Kelly et al.
2022) (Abb. 1.1). Daher wird oft von einer polyatiologischen Genese der essentiellen
Hypertonie gesprochen. Alle diese Faktoren fihren zu Veranderungen der kardiovaskularen
Regulationssysteme und bewirken bei den meisten Bluthochdruckpatienten eine Erhéhung
des systemischen GefaRwiderstandes, resultierend in einem Blutdruckanstieg (Oparil et al.
2018).

Veranderungen an mehreren Blutdruckregulationssystemen sind an der Entstehung der
Hypertonie beteiligt. Dazu gehdren eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron
Systems (RAAS), des autonomen Nervensystems, die vermehrte Produktion von
natriuretischen Peptiden und parakrine Regulationsmechanismen, wie zum Beispiel die

endotheliale Sekretion von Stickstoffmonoxid (NO) (Mancia und Grassi 2014, Olsen et al.
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2016, Jordan et al. 2018, Oparil et al. 2018), die bei Patienten mit einer arteriellen Hypertonie
aufgrund der entkoppelten endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) eingeschrankt
ist (Li et al. 2015).

BD Regulation

systemische
Arterien

/—P iom
Qs ¥ GefaRdurchmesser

iy 4 GefaRsteifigkeit
V Aorta 4 GefaRausdiinnung

vasokonst-
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laxierende

4 SNS
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retention Vena cava
Ang II\

\ systemische
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Schlaf-
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orperliche =
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Lifestyle

Abb. 1.1: Multiple Einflussfaktoren bei der Regulation des Blutdrucks. BD: Blutdruck, NP:
natriuretische Peptide, RAAS: Renin-Angiotensin-Aldosteron System, ROS: reaktive Sauerstoffspezies,

SNS: sympathisches Nervensystem. Modifiziert nach Mancia (2023) und erstellt mit BioRender.com.

Das autonome Nervensystem, vor allem eine Sympathikus-Uberaktivierung fihrt zur

Blutdruckerh6éhung auf verschiedenen Wegen:

e Steigerung des Herzzeitvolumens (die Blutmenge, die vom Herzen pro Minute
gepumpt wird) durch die positive inotrope und chronotrope Wirkung des
B1-Adrenozeptors.

e Vasokonstriktorische Wirkung durch Stimulation der a.1-Adrenozeptoren in Gefalien.
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e Aktivierung der Reninsekretion (diese ist auch B1-Adrenozeptor abhangig) in der Niere
und dadurch induzierte RAAS Aktivierung.

AuBerdem kommt es bei Sympathikus-Uberaktivierung und einigen anderen Reizen
(z.B Blutdruckabfall) unter anderem zur Bildung von Vasopressin durch die Hypophyse im
Gehirn. Dieses Hormon stimuliert die Freisetzung von Renin in der Niere (Szczepanska-
Sadowska et al. 2021). Die Hauptfunktion von Renin ist die Spaltung von Angiotensinogen zu
Angiotensin |. Angiotensin-konvertierendes Enzym (ACE) spaltet Angiotensin | zu Angiotensin
II, das im Mittelpunkt der pathogenetischen Rolle des RAAS bei Bluthochdruck steht.
Angiotensin Il ist in der Lage, die Aldosteronsekretion in der Nebennierenrinde zu stimulieren.
Dies fuhrt zu Natrium- (Na*) und Wasserretention und somit zu einer Blutvolumensteigerung
(Oparil et al. 2018). AuRerdem ist Angiotensin Il einer der starksten Vasopressoren, der Gber
seine Rezeptoren in Gefallen zur Vasokonstriktion und dadurch zu einer Blutdruckerhéhung
fuhrt. Weiterhin kann eine chronische Sympathikus-Uberaktivierung auch zu einer
Insulinresistenz  und metabolischen Veranderungen flhren, die wiederum zum

Blutdruckanstieg beitragen (Landsberg 2001).

In den letzten Jahren wurde auch eine wichtige Rolle des Immunsystems mit der Entstehung
der Hypertonie in Verbindung gebracht (Harrison und Gongora 2009, Mancia und Grassi 2014,
Griendling et al. 2021). Insbesondere kommt es hier zu einer erhdhten Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (eng. reactive oxygen species, [ROS]) in Immunzellen, die
Entzindungsprozesse fordern und GefalRschadigungen verursachen. Die UbermaRige
Salzaufnahme mit der Nahrung, Mikrobiomveranderungen im Darm und ein hoher
Aldosteronspiegel wirken proinflammatorisch und tragen zur Entstehung von Mikro- und
Makroangiopathien bei. Alle diese Faktoren fihren zur Entwicklung der Hypertonie (Hengel et
al. 2022).

Die pathologischen Veranderungen finden sowohl auf der Ebene der Makro- als auch der
Mikrozirkulation statt und koénnen sich gegenseitig verstarken (Laurent et al. 2022). Da
mehrere pathophysiologische Mechanismen an der Entstehung der Hypertonie beteiligt sind,
scheint es besonders sinnvoll, eine Kombination von Medikamenten mit unterschiedlichen
Angriffspunkten einzusetzen. Dies erfordert auch die Suche nach neuen Wirkstoffen, welche
diese verschiedenen Regulationsmechanismen therapeutisch adressieren kénnen und somit

eine Mdglichkeit bieten, Hypertonie noch effektiver zu behandeln. AuRerdem gibt es einen
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grolien Bedarf bei Therapierefraktaren Patient*innen, die sich trotz der bewahrten

Pharmakotherapie nicht in normotensive Blutdruckbereiche einstellen lassen.

1.2 Aktuelle leitlinienkonforme Behandlung der Hypertonie

Zur Erstlinientherapie der SAH gehéren vor allem solche Antihypertensiva wie
B-Adrenozeptorblocker (B-Blocker), ACE-Hemmer, Angiotensin-lI-Rezeptor-Subtyp1-(AT+)
Antagonisten, Ca?*-Kanal-Blocker vom Dihydropyridine-(L-Typ) und Thiazid Diuretika. Diese
Substanzen senken den Blutdurch entweder durch Verminderung des Herzzeitvolumens (§3-
Blocker), Hemmung des RAAS und seiner Wirkungen (ACE-Hemmer, ATi-Antagonisten),
Hemmung des Ca?* Einstroms in die VSMCs (L-Typ Ca?*-Kanal Blocker) oder durch Senkung
des Blutvolumens (Diuretika). Nebenwirkung von Antihypertensiva sind vielfaltig. Dazu
gehéren Hyperkaliamie, allergischer Husten und das Angioddem (ACE-Hemmer,
ATi-Antagonisten), Veranderung der lonenhomdostase (Diuretika), bronchiale Obstruktion,
meist bei Patienten mit Asthma und Stérung der kardialen Reizweiterleitung (B3-Blocker)
(Oparil et al. 2018, Visseren et al. 2021).

Bei der Zweitlinientherapie werden unter anderem verschiedene nitrovasodilatorisch wirkende
Substanzen eingesetzt. Der Signalweg der im Fokus dieser Arbeit steht, wird durch diese
Nitrovasodilatoren aktiviert. Diese Substanzen werden als NO Donoren bezeichnet und ihre
vasorelaxierende Wirkung beruht auf der Freisetzung von NO. Zu dieser Gruppe gehoéren
organische Nitrate wie z.B. Glyceroltrinitrat (GTN), auch Nitroglycerin genannt,
Natriumnitroprussid (eng. sodium nitroprusside [SNP]), S-Nitrosothiole (z.B. S-nitroso-N-
Acetylpenicillamin [SNAP]) und viele andere NO Donoren. Sie sind potentiell in der Lage, die
schadliche Auswirkung einer mangelhaften NO Produktion der ineffizienten eNOS
auszugleichen. Jedoch ist der Einsatz dieser Medikamentengruppe meist auf die stationare
akute Behandlung der Hypertonie, z.B. durch Infusion von SNP beschrankt. Die klinische
Wirksamkeit der klassischen NO Donoren ist erheblich eingeschrankt durch ihre kurze
Halbwertzeit, schlechte zielgerichtete Wirkung und Toxizitat. Insbesondere zur Behandlung
von chronischer Hypertonie sind NO Donoren wie GTN nicht geeignet, da sie zu einem
sogenannten ,Toleranz-Phanomen® fihren. Dieses Phanomen beruht darauf, dass bei
gleichbleibender Einnahme des Arzneistoffes eine verringerte oder ausbleibende

therapeutische Wirkung erreicht wird und somit héhere Dosen eingesetzt werden muissen, die
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wiederum mit einem erheblichen Risiko flir das Auftreten unerwlnschter

Arzneimittelwirkungen wie dem ,Nitrat-Kopfschmerz* einhergehen.

Die Entstehung der Nitrat-Toleranz ist nicht genau geklart, genauso wie die Frage, warum sich
im Laufe der Behandlung ein Verlust der klinischen Wirksamkeit manifestiert. Einige
Arbeitsgruppen (Minzel et al. 2005, Esplugues et al. 2006, Wenzel et al. 2008, Miinzel et al.
2011) konnten jedoch eine mogliche Erklarung des molekularen Mechanismus der Nitrat-
Toleranz beschreiben. Bereits innerhalb eines Tages unter Behandlung mit GTN kommt es
zuerst reflektorisch zu neurohormonaler Aktivierung vasokonstriktorischer Signale. Diese
Aktivierung fuhrt sowohl zur erhdhten Ausschittung von Katecholaminen und Vasopressin als
auch zur Erhohung des intravasalen Volumens und zur Produktion von Angiotensin |l durch
das RAAS. Diese erste gegenregulatorische Reaktion des Korpers wird als Pseudotoleranz
bezeichnet (Minzel et al. 2005). Eine Langzeitbehandlung dagegen induziert Nitrat-Toleranz
und vaskulare Dysfunktionen durch unterschiedliche Mechanismen. Angiotensin Il kann Uber
die Protein Kinase C (PKC) eNOS entkoppeln oder auch tiber PKC NADPH-Oxidase (NOX)
aktivieren, was wiederum zur eNOS Entkopplung flihrt, resultierend in einer vermehrten ROS
Produktion und Desensitisierung der sGC. Weiterhin wird vermutet, dass GTN die Produktion
von mitochondrialen ROS stimulieren kann. Die mitochondriale ROS aktivieren wiederum PKC
und NOX, was erneut in eNOS Entkopplung und Desensitisierung der sGC resultiert (Wenzel
et al. 2008). Chen et al. identifizierten dabei einen wichtigen enzymatischen Mechanismus der
Bioaktivierung von GTN. Sie konnten zeigen, dass die mitochondriale Aldehyddehydrogenase
(ALDH-2) primar fir die GTN Bioaktivierung verantwortlich ist. GTN in hohen Konzentrationen
war in der Lage, zumindest in vitro, ALDH-2 Aktivitdt zu hemmen, was wiederum zur
verminderten Umwandlung von GTN zu NO flihrte (Chen et al. 2002).

1.3 Blutdruckregulation

Die Aufrechterhaltung der physiologischen Blutdruckregulation ist ein komplexes
Zusammenspiel multipler Faktoren (Olsen et al. 2016, Oparil et al. 2018). Hierzu zahlen das
Blutvolumen, das Herzzeitvolumen sowie die Balance zwischen Vasokonstriktion und
Vasorelaxation. Die NO-abhangige Regulation und die daraus resultierende Vasorelaxation,
vermittelt durch die Aktivierung der zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP)-abhangigen

Proteinkinase G (PKG) spielen dabei eine wichtige Rolle.



Einleitung

1.3.1 Die endotheliale NO-Synthese

NO ist ein gasférmiges Signalmolekil in biologischen Prozessen (Derbyshire und Marletta
2012). Es moduliert eine Vielzahl von physiologischen Funktionen, darunter den Gefaltonus,
die Darmmotilitat, die Thrombozytenaggregation, die Zellproliferation, die Apoptose und die
Neurotransmission (Schlossmann et al. 2003). Die Bildung von NO wird in Endothelzellen
durch den Blutfluss und die daraus resultierenden Scherkrafte auf die GefaBwande stimuliert
(Abb. 1.2). Dies fuhrt zur Ausschuttung von unterschiedlichen Zirkulationsfaktoren wie
Acetylcholin, Bradykinin, Histamin oder Substanz P (Férstermann und Sessa 2012). Diese
Zirkulationsfaktoren binden spezifisch an ihre G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR), die
sich auf der Endothelzellmembran befinden. Die a-Untereinheit von Gg-Protein, die an den
GPCR bindet, vermittelt die Stimulation der Phospholipase C (PLC). PLC wiederum
hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Inositoltrisphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG). IPs erhéht den intrazellularen Calciumspiegel durch Bindung an
IPs-Rezeptoren am endoplasmatischen Retikulum (ER) (Kim et al. 2021). Zusatzlich flhrt dies
zur Aktivierung der Transient-Rezeptor-Potential (TRP)-Kanale und somit zum verstarkten
Einstrom von Ca?* durch diese Kanale (Yao und Garland 2005). Dies fiihrt dazu, dass Calcium
(Ca?*) und Calmodulin (CaM) einen Komplex bilden und die CaM-bindende Domaine der
eNOS aktivieren (Zhao et al. 2015). eNOS katalysiert die NO-Synthese aus der Aminosaure
L-Arginin unter Abspaltung der Aminosaure L-Citrullin und Wasser. Die Produktion von NO
wird durch verschiedene Kofaktoren unterstiitzt, unter anderem von Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH), Tetrahydrobiopterin (BH4), Flavinmononucleotid und
Eisenprotoporphyrin IX (Alderton et al. 2001).
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Abb. 1.2: Ca?* abhingige Stimulation und Produktion von NO in Endothelzellen.
Zirkulationsfaktoren wirken auf ihre GPCR Rezeptoren auf der Membran der Endothelzelle. Dadurch
kommt es zur Stimulation der PLC und zur Produktion von IPs. Die intrazellulare Ca?*-Konzentration
wird durch IPs-Bindung am IP3-Rezeptor erhoht. Ca?* interagiert daraufhin mit CaM und bildet einen
Komplex, welcher unter anderem zur Aktivierung der CaM-bindenden Domane von eNOS und zur
Produktion von NO fuhrt. Modifiziert nach Zhao (2015) und erstellt mit BioRender.com

NO diffundiert daraufhin durch die Zellmembran in benachbarte glatte Gefalmuskelzellen
(eng. vascular smooth muscle cells [VSMCs]), bindet dort an den Ham-Kofaktor von der NO-
sensitiven Guanylylcyclase (sGC) und stimuliert die katalytische Aktivitdt des Enzyms, aus
Guanosin-5'-triphosphat (GTP) cGMP als zweiten Botenstoff herzustellen (Warner et al. 1994,
Gewaltig und Kojda 2002, Burgoyne et al. 2012b). cGMP ist in der Lage, mehrere
Effektorproteine zu aktivieren. Dazu gehoéren unter anderem Phosphodiesterasen (PDEs),
cGMP-gesteuerte lonenkanale und PKG. Die Aktivierung von PKGI induziert eine
Substratphosphorylierung in VSMCs. Dies flihrt zu einer Vasorelaxation der Blutgefale, indem
es zu einer verringerten Ca?*-Sensitivitat (Desensitisierung) der Myofilamente und zum Abfall
der intrazelluldaren Ca?*-Konzentration kommt, resultierend in einem abgeschwachten
Querbrickenzyklus (Sauzeau et al. 2000, Wooldridge et al. 2004)

1.3.2 PKGI vermittelte Vasorelaxation
PKGI spielt eine zentrale Rolle in der NO-abhangigen Signalubertragung, insbesondere in

Bezug auf die Senkung des Blutdrucks. Es wurden dabei mehrere PKGI-Substrate identifiziert,

deren Phosphorylierung zu einer Relaxation von VSMCs fiuhrt (Hofmann et al. 2000). Dazu
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gehoéren unter anderem die Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP), das IPs3-Rezeptor-
assoziierte cGMP-Kinase Substrat (IRAG), der Ca?* abhangige Kaliumkanal (BKc.-Kanal) und
das VAsodilatator-stimulierte Phosphoprotein (VASP) (Abb. 1.3).

Vasokonstriktor A

MLCK
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Muskelzelle
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R @ @ SERCA
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Abb. 1.3: PKGIl-induzierte Vasorelaxation und die beteiligten Signalwege und Mechanismen.
Inhibitorische Wirkung der PKG-vermittelten Phosphorylierung: gestrichelte Linie; aktivatorische
Wirkung der PKG-vermittelten Phosphorylierung: durchgezogene Linie. Modifiziert nach Burgoyne 2010
und Schlossmann 2003, erstellt mit BioRender.com.

Die PKGI abhangige Phosphorylierung von IRAG hemmt den IPs-Rezeptor und vermindert
somit eine Ca®*-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) (Schlossmann et
al. 2000). AuBerdem hemmt PKGI die PLC-vermittelte IP3 Synthese durch die
Phosphorylierung des ,Regulators des G-Proteins Signalwegs 2“ (eng. regulator of G-protein
signalling 2 [RGS2]). Diese Phosphorylierung erhéht die GTPase-Aktivitat von Gaqg, was
letztlich die PLC Aktivierung vermindert (Obst et al. 2006, Osei-Owusu et al. 2007).

MLCP wirkt als Gegenspieler der Myosin-leichte-Ketten-Kinase (eng. Myosin light chain kinase
[MLCK]). MLCK wird durch einen Ca?* Anstieg aktiviert. Diese phosphoryliert die Myosin-
Leichtkette (MLC) und aktiviert dadurch die Myosin Adenosin-Triphosphatase
(Myosin ATPase). Es kommt zu einer vermehrten Aktin-Myosin-Interaktion und somit zu einer

Vasokonstriktion (Stull et al. 1991). Eine verminderte Ca?*-Konzentration in den VSMCs
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bewirkt dagegen die MLCK-Inaktivierung und die PKGI-vermittelte MLCP-Phosphorylierung
am Serin (Ser) 695 und Ser 852 (Surks et al. 1999, Wooldridge et al. 2004). Diese
Phosphorylierung erfolgt durch die Interaktion zwischen Leucin-Zipper-Domane (LZ-Domane)
von PKGI und der regulatorischen Untereinheit Myosin-bindende Untereinheit 1 (eng. myosin
phosphatase targeting subunit 1 [MYPT1]) der MLCP (Somlyo und Somlyo 2003). Dies flihrt
zu einer vermehrten MLC-Dephosphorylierung und resultiert in einer Vasorelaxation
(Schlossmann et al. 2003). Nicht nur die Konzentration des intrazellularen Ca?* ist
entscheidend fir die Kontraktion und Relaxation der Zellen, sondern auch das Verhaltnis der
Aktivitat der MLCK und MLCP. Diese Aktivitdtsanderung beeinflusst die Ca?*-Sensitivitat der
VSMCs (Kitazawa et al. 1991, Somlyo und Somlyo 2003).

Ein weiterer Mechanismus zur Senkung des intrazelluldaren Ca?" in VSMCs ist die direkte
Phosphorylierung von BKc,.-Kanélen durch PKGI. Diese fiihrt zu einer vermehrten Offnung des
Kanals und somit zum Kalium-Export aus der Zelle (Alioua et al. 1998, Fukao et al. 1999).
Dadurch wird eine Hyperpolarisation der Zelle bewirkt, die zu einem verminderten
Ca?*-Einstrom durch die L-Typ Ca?*-Kanale fiihrt (Gewaltig und Kojda 2002). Als Folge nimmt
die Kontraktion der VSMCs ab.

Ein Gegenspieler der PKGlI ist Rho-Kinase (ROCK). ROCK kann Ca?* unabhangig MYPT1 an
Threonin (Thr) 696 und Thr 853 phosphorylieren und inhibieren (Wooldridge et al. 2004). Dies
fuhrt zu einer verstarkten Phosphorylierung von MLC und zur vermehrten Aktin-Myosin
Interaktion, die in Vasokonstriktion resultiert. ROCK wird durch das Ras-homologe
Familienmitglied A (eng. Ras homolog family member A [RhoA]) und die Stimulation von
GPCR mit einem Vasokonstriktor aktiviert. PKGI kann durch Phosphorylierung von RhoA am
Ser 188 in den Signallbertragungsweg von RhoA-ROCK eingreifen und somit verstarkt zu

einer Vasorelaxation fuhren (Sawada et al. 2001, Sauzeau et al. 2003).

Phospholamban (PLN) ist ein Substrat von PKGI nicht nur in Herzmuskelzellen
(Frantz et al. 2013, Moltzau et al. 2013) sondern auch in VSMCs (Cornwell et al. 1991, Lalli et
al. 1999, Burgoyne und Eaton 2010). Unphosphoryliertes PLN hemmt die Aktivitat der
Ca?**-ATPase des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums (SERCA). Dies
flhrt dazu, dass SERCA weniger Ca?" ins sarcoplasmatische Retikulum pumpt. Dadurch steht
vermehrt zytosolisches Ca?* fiir die Kontraktilitdt der VSMCs zur Verfligung. PLN
Phosphorylierung durch PKGI am Ser16 fuhrt zu einer Aufhebung der Hemmung von SERCA
und zur Relaxation der Zelle. Lalli et al. (1997) konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass Aorten,

welche aus PLN Knockout (KO) Mausen isoliert wurden, eine verminderte Vasokonstriktion
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auf Kaliumchlorid (KCI) und Phenylephrin aufweisen (Lalli et al. 1997). Diese Publikation
unterstitzt somit die Hypothese, dass PLN auch in VSMCs SERCA hemmen und die
Vasokonstriktion vermindern kann. Allerdings fehlen momentan neben in vitro/ex vivo
Untersuchungen (Cornwell et al. 1991, Lalli et al. 1999) weitere in vivo Arbeiten, um die Rolle
von cGMP/PKGI-abhangiger PLN-Phosphorylierung im Kontext von VSMCs und die daraus

resultierende Vasorelaxation direkt zu belegen.

VASRP ist ein 46 kDa groRes regulatorisches Aktin-bindendes Protein, das zu der Familie der
Enable/Vasodilator-stimulated Phosphoproteine (Ena/VASP) gehért (Sechi und Wehland
2004) und durch PKGI an Ser 239 (humanes VASP) phosphoryliert wird (Profirovic et al. 2005).
Zusammen mit seinem Familienmitglied, dem Protein Mena, ist es an der Regulation der
Vasorelaxation in VSMCs beteiligt. Daten, die kurzlich verdéffentlicht wurden, zeigen eine stark
verminderte Relaxation der Aortenringe bei VASP- und insbesondere bei VASP/Mena-KO
Mausen. Obwohl die genauen Mechanismen noch nicht vollstandig aufgeklart sind, wird
vermutet, dass die PKGI-vermittelte VASP-Phosphorylierung in einer verminderten Aktin
Polymerisierung resultiert. Dies flhrt zu einer weniger ausgepragten Interaktion zwischen

Aktin und Myosin und somit auch zur Vasorelaxation (Benz et al. 2023).

Zusammenfassend bewirkt die Aktivierung von PKGI in Zellen der glatten Muskulatur die
Phosphorylierung mehrerer Substrate, die die Ca?*Empfindlichkeit kontraktiler Proteine und
die intrazellulare Ca?*-Homoostase regulieren. Dies bewirkt eine verringerte Aktin-Myosin-

Interaktion und somit eine vermehrte Vasorelaxation.

1.4 PKG, Struktur und Regulation

PKG ist eine in eukaryotischen Zellen ubiquitar exprimierte Kinase (Hofmann und Wegener
2013). Zusammen mit der cAMP-abhangigen Proteinkinase (PKA) und der PKC gehort sie zur
Familie der AGC-Proteinkinasen (Arencibia et al. 2013). Zwei unterschiedliche Gene Prkg1
und Prkg2 kodieren flr zwei Isoformen der PKG-Familie PKGI und PKGII, welche den
humanen Genen PRKG1 und PRKG2 entsprechen und eine hohe Ubereinstimmung der
Aminosauresequenzen zwischen Maus und Mensch aufweisen (Francis und Corbin 1994,
Hofmann et al. 2000). PKGla und If sind SpleiRvarianten des Prgk1 Gens, welche sich in den
N-terminalen 100 Aminosduren unterscheiden (Wernet et al. 1989), resultierend in
unterschiedlicher cGMP-Affinitat, Substratspezifitdt und subzelluldrer Lokalisation
(Ruth et al. 1997, Surks et al. 1999, Hofmann et al. 2000). PKGla ist die Hauptisoform, die im
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Herzen, in glatten Muskelzellen des Uterus, in Blutgefalien, in der Lunge, im Kleinhirn, im
Darm und in der Luftréhre vorkommt. PKGIB wird dagegen hautsachlich in Blutplatichen
exprimiert (Geiselhdringer et al. 2004). PKGII wird durch das Gen Prkg2 kodiert und ist durch
die Myristoylierung an der Plasmamembran verankert (Vaandrager et al. 1996). Dagegen
liegen PKGla und PKGIB hautsachlich frei im Zytosol vor (Francis et al. 2010). PKG ist an
wichtigen physiologischen Prozessen beteiligt und tragt nicht nur zur Regulation des
Blutdrucks bei, sondern auch zu neuronaler Adaption, Lernprozessen und zur Hemmung der
Blutplattchenaggregation. Besonders eindrucklich sind Studien, die an PKG KO-Mausen
durchgefuhrt wurden und die spezifischen physiologischen Funktionen dieser Kinase
demonstrieren. KO-Mause wiesen nach der Geburt eine verkirzte Lebensdauer von maximal
6 Wochen und eine erhohte Mortalitdt von ca. 50% auf. Sie zeigten multiple Defekte
verschiedener Organe, eine gestorte, verlangsamte Darmperistaltik (Pfeifer et al. 1998) und

eine beeintrachtigte Hemmung der Plattchenaggregation (Massberg et al. 1999).

1.4.1 Struktur der PKGla

PKGla ist eine Ser/Thr-Kinase (Hofmann und Wegener 2013). Sie liegt in der Zelle als
konstitutiver Homodimer (150 kDA) vor, bestehend aus zwei parallel ausgerichteten
Monomeren (Abb. 1.4). Jeder Monomer besitzt eine regulatorische N-terminale Domane und
eine katalytische Domane in der C-terminalen Region der Kinase (Monken und Gill 1980, Takio
et al. 1984, Francis und Corbin 1994, Hofmann 2005). Die katalytische Domane beinhaltet
eine Subdomane, die Magnesium/ATP bindet, sowie eine substratbindende Subdoméane
(Francis et al. 2010). PKGla phosphoryliert Substrate an der Konsensussequenz
(R/K)-(R/K)-X-(S/T), wobei X fur eine beliebige Aminosaure steht (Kennelly und Krebs 1991).

Die regulatorische Domane beinhaltet einen Leucin-Zipper (a-Helix Motiv), eine tberlappende
autoinhibitorische und autophosphorylierte Subdomane (Al) sowie eine cGMP-bindende
Subdoméane mit aufeinanderfolgender hochaffiner ,A“ und niederaffiner ,B“ Bindestelle. Diese
Bindestellen werden auch als zyklische Nukleotid-Bindungsdomanen A und B (CNB-A und
CNB-B) bezeichnet und binden bevorzugt cGMP (>100-fach erhéhte Selektivitat), aber auch
cAMP (Francis et al. 2010).

11
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Abb. 1.4 Schematische Darstellung der dimeren Struktur von PKGIa. Die Kinase besteht aus einer

regulatorischen (N-terminale Region) und einer katalytischen Doméane (C-terminale Region). Die
katalytische Domane wird in ATP- und substratbindende Subdomanen unterteilt. Die regulatorische
Domaéane besteht aus einem Leucin-Zipper Motiv, einer Al Subdoméane sowie einer cGMP-bindenden

Subdomane mit einer hochaffinen A und einer niederaffinen B cGMP-Bindestelle.

Die Bindung von zyklischen Nukleotiden fuhrt zur Strukturverdnderung der regulatorischen
Domane. Dies induziert allosterisch eine Konformationsanderung der Kinase, die Freisetzung
der katalytischen Domane und eine vermehrte Aktivierung mit daraus resultierender
Substratphosphorylierung. Eine maximale Aktivitat ist erreicht, wenn alle vier cGMP-
Bindestellen des Kinase-Dimers besetzt sind (Chu et al. 1997, Wall et al. 2003, Alverdi et al.
2008). In Abwesenheit von cGMP wird die Kinaseaktivitdt durch eine autoinhibitorische
Subdomane unterdriickt, da diese in direktem Kontakt mit der katalytischen Subdomane steht.
Die autoinhibitorische Subdomane enthalt eine Aminosauresequenz, die eine Substratbindung
imitiert und als sogenanntes Pseudosubstrat bezeichnet wird (Alverdi et al. 2008). Dieselbe N-
terminale Subdomane beinhaltet mehrere Autophosphorylierungsstellen. Diese Phospho-
rylierung fihrt zur Erhéhung der cGMP-Affinitat und Kinaseaktivitat bei niedrigeren cGMP-
Konzentrationen (Francis et al. 2010). Die N-terminale Leucin-Zipper-Domane von PKGla
ermdglicht die Homodimerisierung und vermittelt Substratspezifitat. Sie ist auRerdem fir die
subzellulare Lokalisierung der Kinase zustandig und verstarkt die Affinitat fir cGMP (Surks et
al. 1999, Sharma et al. 2008). Diese Domane umfasst funf Heptad-Wiederholungen, die durch
hydrophobe Reste und ein ausgedehntes Netz von Wasserstoffbriicken stabilisiert wird
(Sharma et al. 2008).
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1.4.2 ROS und ihr Einfluss auf regulatorische Signalwege

Die endogene Produktion von Oxidantien kann durch verschiedene zellulare Prozesse
erfolgen. Die Entstehung von ROS steht dabei im Mittelpunkt der oxidativen Modifikation von
Signalwegen. ROS sind hochreaktive chemische Spezies, die Sauerstoff enthalten und
physiologisch in den Zellen als Nebenprodukt des Zellstoffwechsels oder als toxische Molekdle
der Immunabwehr entstehen (Nishikawa et al. 2000, Thomas et al. 2008, Mittal et al. 2014).
Dazu gehdren Spezies mit einem oder mehreren ungepaarten Elektronen wie
Hydroxyl (OH’)- oder Superoxidanionen (O2) und Verbindungen wie Wasserstoffperoxid
(H202) das weiterhin zu Hydroxylradikalen abgebaut werden kann. Sauerstoff kann sowohl zur
Bildung anderer ROS wie H202 und OH- fiihren als auch mit NO zu Peroxynitrit (ONOO")
reagieren (Pacher et al. 2007). Unter normalen physiologischen Bedingungen kénnen ROS
als Signalmolekiile fungieren und unterschiedliche Kriterien der dynamischen Regulierung der
Proteinfunktion erfiillen (DeYulia et al. 2005, Veal et al. 2007). Die Konzentration an ROS wird
dabei durch enzymatischen Abbau streng kontrolliert. Beim oxidativen Stress kommt es zu
einer Dysregulation zwischen der Produktion von ROS und den endogenen antioxidativen
Abwehrmechanismen, resultierend in einem starken Anstieg an ROS und einer erschopften
Reduktionsaktivitat (D'Oria et al. 2020). Oxidativer Stress ist nachweislich von entscheidender
Bedeutung fir die Entstehung einer Vielzahl von Krankheiten wie Herzinfarkt, Schlaganfall,
Diabetes, Bluthochdruck, Krebs, neurodegenerativen und inflammatorischen Erkrankungen
(Sorescu und Griendling 2002).

Im Organismus gibt es eine Vielzahl von Quellen aus denen ROS freigesetzt werden kann,
darunter Mitochondrien, Xanthinoxidoreduktase, NOS und NOX. In Mitochondrien entsteht
ROS als Nebenprodukt der Respiration. ROS wird dabei hauptsachlich am Komplex | und Ili
der Elektronentransportkette gebildet. Die Xanthinoxidoreduktase induziert die Produktion von
ROS unter proinflammatorischen Bedingungen, indem sie die Funktion einer Oxidase
einnimmt und Xanthin zu Harnsdure unter Freisetzung von H.O. und Oz umwandelt
(Kuwabara et al. 2003, Nishino et al. 2005). NOX produziert ROS wahrend der Reduktion von
Sauerstoff zu O, unter Verwendung von NADPH als Elektronendonor (Lambeth 2004). NOX
spielt eine entscheidende Rolle bei der Entkopplung von eNOS. Unter oxidativem Stress
erhoht eine NOX-Aktivierung die lokale Produktion von ROS, welche BH4 oxidieren und so
einen BHs-Mangel ausldsen (Smith et al. 2013) kann. BH4 unterstlitzt den Zusammenbau von
eNOS-Monomeren zu einem aktiven Dimer. Ein Mangel an BH4 fihrt dazu, dass der

Elektronentransfer von der C-terminalen Reduktasedoméane zur N-terminalen
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Oxygenasedomane des anderen eNOS-Monomers unterbunden wird, resultierend in einer
Destabilisierung der Synthase (Bauersachs und Schafer 2005, Cai et al. 2005). Die Elektronen
werden dabei zu molekularem Sauerstoff anstatt zu L-Arginin umgeleitet, was zur O, -Bildung
und zur Entkopplung von eNOS fiihrt (Xia et al. 1996, Kuzkaya et al. 2003). Dadurch produziert
eNOS vermehrt Oy anstelle von NO (Zweier et al. 2011). Die Oz Produktion durch die
entkoppelte eNOS halt den oxidativen Stress im Gefallsystem weiter aufrecht. Das
hochreaktive O, verbindet sich mit NO zu ONOO" und férdert zusatzlich die Oxidation von BH4
zu BH: (Incalza et al. 2018). Dies resultiert in endothelialer Dysfunktion, beeintrachtigter
endothelabhangiger Vasorelaxation und erhéhtem Blutdruck (Li et al. 2015). In Gefaflen von
hypertensiven Tieren sind vor allem die entkoppelte eNOS und die NOX fiir die ROS-Bildung
verantwortlich. Zudem konnte gezeigt werden, dass die NOX hauptsachlich fur die O
Produktion in GefaRen verantwortlich ist. AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass
Angiotensin 1l die NOX-Aktivitdt sowohl in kultivierten VSMCs als auch in Gefaflen von
Angiotensin Il infundierten Ratten stimulieren kann. Eine wichtige Folge der vaskularen ROS-
Bildung ist die Hypertrophie der VSMCs (Harrison und Gongora 2009). Mause mit NOX-
Uberexperession  zeigten dementsprechend eine Hypertrophie der vaskularen
Gefalmuskulatur. Eine vermehrte Entstehung von H>O> und Aktivierung von NADPH, welche
zu einer prohypertrophen Wirkung flhren, konnte nach Stimulation von VSMCs mit
Angiotensin Il in vitro gezeigt werden. Die Hypertrophie der glatten Gefallmuskulatur ist eine

entscheidende Komponente des GefalRumbaus bei Bluthochdruck.

In VSMCs kann die sGC ebenfalls durch ROS inaktiviert werden, indem ihre Fe?*-Ham Gruppe
zu Fe** oxidiert wird. Dabei dissoziiert die Ham-Gruppe von der sGC. Die Cyclase wird dadurch
desensibilisiert und kann nur eingeschrankt NO binden (Roy et al. 2008, Sharina und Martin
2017). Die Konzentrationen von oxidierter oder hamfreier sGC sind beim Menschen mit
bestimmten kardiovaskularen Erkrankungen und Diabetes mellitus Typ 2 sowie in
Tiermodellen von Bluthochdruck und Hyperlipidamie erhéht (Gladwin 2006, Stasch et al.
2006).

Die Therapie oder Prophylaxe mit Antioxidantien zeigten keine protektiven Effekte in klinischen
Studien, beispielsweise bei der Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder bei
Bluthochdruck (Kim et al. 2002, Czernichow et al. 2005). Dies liegt méglicherweise daran, dass
diese Medikamente nicht zielgerichtet wirken und nicht nur schadliche ROS entfernen,
sondern auch solche, die an der normalen Zellsignalisierung beteiligt sind (Harrison und

Gongora 2009). Dafur ware es wichtig, die kompartimentenspezifischen Wirkungen von ROS
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als schadliche Spezies vs. Signalmolekiile bei der Aufrechterhaltung physiologischer
Kdrperfunktionen auf der subzellularen Ebene besser zu verstehen. Selbst wenn Oxidantien
eine kausale Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen, gibt es inzwischen eine Vielzahl an
Studien, die zeigen, dass diese Spezies auch als zellulare Botenstoffe dienen und eine
entscheidende Rolle bei der Funktion gesunder Gewebe oder bei der Anpassung an akute
und chronische Stresssituationen spielen, die das Fortschreiten von Krankheiten begrenzen
(Eaton 2006, Burgoyne et al. 2012a).

1.4.3 Oxidative Modifikation von PKGla

Neben der klassischen NO-abhangigen Aktivierung durch cGMP kann PKGla unabhéangig von
cGMP durch oxidative posttranslationale Mechanismen aktiviert werden (Landgraf et al. 1991,
Burgoyne et al. 2007). Die Kinase enthalt Cysteinthiole, die in deprotonierter, reaktiver
Thiolatform (RS-Form) vorliegen und durch ihre lokale Umgebung stabilisiert werden. Eine
enge Nachbarschaft zu den basischen Aminosauren Arginin oder Lysin senkt den pKas-Wert
der Cysteinthiole und erhéht somit ihre Reaktivitat. Diese Thiole verleihen der Kinase die
Funktion eines Redox-Sensors (Landgraf et al. 1991, Burgoyne et al. 2007), indem sie eine
Vielzahl verschiedener Modifikationen durchlaufen kénnen. Die oxidative Modifikation eines
Proteins kann generell zu einer Veranderung des Signalweges flihren, abhangig von der
strukturellen  Proteinveranderung, aufgrund der unterschiedlichen Form und
Ladungseigenschaften, die durch die Oxidation erzeugt werden (Burgoyne und Eaton 2010).
Oxidative Cystein-Modifikationen, induziert durch H>O2 oder NO, fihren zu Sulfoxidation,
S-Nitrosylierung, S-Glutathionylierung und Bildung von Disulfidbindungen in Zielproteinen
(Burgoyne et al. 2012a, Kemp-Harper et al. 2021). Viele dieser oxidativen posttranslationalen
Modifikationen sind reversibel und kénnen durch zelluldre reduzierende Enzyme wie
Thioredoxin, Superoxid-Dismutase, Peroxiredoxin und Glutaredoxin wieder riickgangig

gemacht werden (Bindoli et al. 2008).

PKGla besitzt insgesamt 11 Cysteine (Takio et al. 1984), von denen 5 oxidativ modifiziert
werden koénnen (Prysyazhna und Eaton 2015). Die Abb. 1.5 fasst einige wichtige
posttranslationale Modifikationen am Cystein 42 (C42), C117 und C195 zusammen. Die
Oxidation benachbarter Cysteine 42, welche sich in der N-terminalen Leucin-Zipper Domane
der beiden Monomere von PKGla befinden, ermdglicht die Ausbildung einer Inter-
disulfidbriicke zwischen den beiden Monomeren. Die oxidative Modifikation an C42 flhrt zu

einer erhdhten Substrataffinitdt und somit zu einer subzellularen Translokation der Kinase
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(Burgoyne et al. 2007). Ein direkter Nachweis fiir die Erhéhung der katalytischen Aktivitat der
Kinase als Folge der Oxidation von C42 konnte jedoch in vitro bislang nicht erbracht werden
(Kalyanaraman et al. 2017). Vielmehr wird davon ausgegangen, dass der Redox-Zustand
dieses Thiols fur die Modulation der Interaktion zwischen Kinase und ihren Substraten einen
wichtigen Beitrag leistet (Prysyazhna und Eaton 2015, Scotcher et al. 2016). Auch die Knock-
in (KI) Mause, bei denen das C42 zu nicht oxidierbarem Serin (C42S) ausgetauscht wurde,
bestatigen die wichtige Funktion der Leucin-Zipper Domane. Die C42S Kl-Mause haben
bereits basal einen erhohten Blutdruck und zeigen eine beeintrachtigte Vasorelaxation
(Prysyazhna et al. 2012). Interessanterweise sind diese Mause von den pathologischen
Konsequenzen einer Sepsis durch Hypotonie, Organminderperfusion und Organschadigung
geschutzt (Rudyk et al. 2013). Die C42S Kl-Mause sind auRerdem gegen nachlastinduzierte
Hypertrophie und Herzinsuffizienzentwicklung geschitzt (Nakamura et al. 2015). Ein anderes
Mausmodell, das auf der konstitutiven Expression von C42S basiert, zeigte eine verminderte
PKGla-abhangige Phosphorylierung von PLN an Ser16, die zu einer eingeschrankten
kardialen Relaxation wahrend der Diastole und somit zu einem beeintrachtigten Frank-Starling
Mechanismus flhrt (Scotcher et al. 2016). Eine ausflhrliche in vitro Charakterisierung der
PKGIla-C42S zeigte, dass eine 5-fach hohere cGMP Konzentration flr die halbmaximale
Kinaseaktivierung (auch ECso Wert oder Kax genannt) bendtigt wird (Kalyanaraman et al.
2017). Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass mdglicherweise auch der in vivo Phanotyp
dieser Mause zumindest teilweise durch die beeintrachtigte cGMP abhangige Aktivierbarkeit
zustande kommt. Eine weitere wichtige Erklarung fir die gestdrte Funktion ist die
Fehllokalisation der Kinase aufgrund einer fehlenden Ausbildung der Interdisulfidbriicke und
daraus resultierender verminderter Interaktion zwischen Kinase und ihren Substraten wie zum
Beispiel MYPT1 und BKcs-Kanal (Burgoyne et al. 2007).
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung von PKGla und den relevanten oxidativen Modifikationen.

Oxidantien unterschiedlicher Natur fihren zur Sulfenierung von C117 und Ausbildung einer
Intradisulfidbriicke zwischen C117 und C195 bzw. Interdisulfidbricke zwischen C42 der beiden
Monomere. AuRerdem kann C195 in einer Reaktion mit 8-NO2-cGMP S-guanyliert werden. Modifiziert

nach Cuello und Eaton (2019) und erstellt mit BioRender.com.

In ihrer Studie untersuchten Donzelli et al. die oxidativen Modifikationen von PKGla nach
Nitroxyl (HNO) Exposition. Sie konnten nicht nur wie Burgoyne et al. (Burgoyne et al. 2007)
eine HNO induzierte Interdisulfidbriicke an C42 zwischen den beiden Monomeren beobachten,
sondern auch eine Intradisulfidbriicke zwischen C117 und C195, die in der hochaffinen cGMP-
Bindungsstelle von PKGIla induziert wird. Die Interdisulfidbriicke liegt bereits unter basalen
Bedingungen (ohne cGMP und HNO-Donor) vor und wird unter HNO Stimulation verstarkt
ausgebildet. Die Intradisulfidbriicke ist jedoch besonders interessant, da sie die cGMP-
Bindung imitieren kann und zur Aktivierung der Kinase fiihrt. Die oxidative Aktivierung ist
jedoch entkoppelt von der klassischen Aktivierung durch cGMP, da die Oxidation die cGMP-
Affinitdt der Kinase senkt (Donzelli et al. 2017). Daher scheint die HNO-induzierte
Intradisulfidbriicke eine interessante alternative therapeutische Strategie zur Aktivierung des
PKGIla Signalwegs unter den pathophysiologischen Bedingungen zu sein. Als Beispiel sind
Hypertonie und Herzinsuffizienz (Kovacs et al. 2016) zu nennen, die funktionell durch
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abgeschwachte sGC Aktivitdt und verminderte cGMP Spiegel charakterisiert sind (van
Heerebeek et al. 2012, Greene et al. 2013, Pieske et al. 2014).

Die Arbeitsgruppe von Prof. Wolfgang Dostmann (Sheehe et al. 2018) konnte in ihren Arbeiten
zeigen, dass die Oxidation von C117 nach Stimulation mit H.O» notwendig und ausreichend
ist fir die konstitutive Aktivierung der Kinase, unabhangig von der Oxidation an C195. Nach
ihrem Modell flihrt die Oxidation von C117 zu einer Bildung von Sulfensaureresten an diesem
Cystein (Abb. 1.6). Diese Reste konnen weiter zu freien Thiolen reduziert oder zu
Disulfidbriicken oxidiert werden. Die Sulfensaure kann auf’erdem weiter zu Sulfinsaure und

Sulfonsaure irreversibel oxidiert werden. C195 kann dagegen nur eine Disulfidbriicke bilden.

—SSR —— — SO;H

Disulfid Sulfonsaure

R-SH H.0
R-SSR \
\Q R-SH

=
Thiol Sulfensdure Sulfinsaure

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Oxidation eines Cysteins. Das Cysteinthiol kann bei
Kontakt mit einem Oxidanz multiple Modifikationen erfahren. Zusammen mit einem oxidativen Stimulus
wie z.B H202 kann das Thiol zu Sulfensdure (PSOH) reagieren. Wenn ein freies Thiol in unmittelbarer
Nahe vorhanden ist, reagiert PSOH zu einem Disulfid oder wird weiterhin irreversibel zu Sulfin-
(PSO2H)- und Sulfonsaure (SOsH) oxidiert. Modifiziert nach Sheehe (2018) und erstellt mit
BioRender.com.

Die Untersuchungen der Kristallstruktur zeigten, dass C117 proximal zu einer Linker-Region
ausgerichtet ist, welche die hochaffine cGMP-Bindedomane A mit der autoinhibitorischen
Domane verbindet (Osborne et al. 2011). Diese Linker-Region enthéalt die basischen
Aminosauren Arginin 82 und Lysin 83. Nach dem publizierten Modell bilden diese basischen
Aminosaurereste Wasserstoffbricken oder eine Salzbricke mit Schwefelsdureresten am
C117. Dies flhrt zu einer Wechselwirkung zwischen C117 und der Linker-Region in PKGIq,
was in einer Konformationsanderung des Linkers resultiert. Diese Veranderung fihrt zu einer
Freisetzung des autoinhibitorischen Segments von der katalytischen Doméane, resultierend in

einer konstitutiven Aktivierung.
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Die Gruppe von Akaike (Akashi et al. 2016) berichtete liber die S-Guanylierung von PKGla am
C195. 8-Nitro-cGMP ist ein endogenes Nitroderivat von cGMP, das erstmalig im Jahr 2007 in
Saugetierzellen entdeckt wurde (Sawa et al. 2007). Dieses Derivat wird unter Bedingungen
gebildet, die mit der simultanen Produktion von reaktiven Stickstoffspezies und NO
einhergehen. Es reguliert die zelluldre Signallbertragung und induziert posttranslationale
Modifikationen, indem es als elektrophiler Second Messenger wirkt und mit
redoxempfindlichen Proteinthiolen interagiert. Die Nitrogruppe von 8-Nitro-cGMP wird durch
eine Thiolgruppe der Cysteinreste ersetzt. Dabei werden Nitritionen freigesetzt und es kommt
zur irreversiblen Bildung von cGMP-Addukten. Dieser Vorgang wird als S-Guanylierung
bezeichnet (Sawa et al. 2007, Akashi et al. 2016) und basiert darauf, dass zunachst 8-Nitro-
cGMP an die hochaffine A cGMP-Bindestelle bindet, gefolgt von der S-Guanylierung am C195.
Diese Reaktion bewirkt durch kovalente Bindung eine dauerhafte Aktivierung der PKGla. Auch
durch in vivo Experimente konnte bereits unter basalen Bedingungen eine S-Guanylierung der
Kinase nachgewiesen werden. Eine signifikant verstarkte S-Guanylierung der PKGla und
daraus resultierende Phosphorylierung von VASP konnte nach Lipopolysaccharid-Behandlung

von Mausen gezeigt werden (Akashi et al. 2016).

Eine Vielzahl an biomedizinisch relevanten, exogen angewandten Substanzen kdénnen
oxidative Modifikationen an PKGla induzieren. Dazu gehdren redoxaktive Metalle (Kupfer,
Silber, Eisen) und Metallionen (Landgraf et al. 1991), aber auch H.O, (Burgoyne et al. 2007),
Nitrosothiole (Burgoyne und Eaton 2009), Nitroglycerin (Rudyk et al. 2012), HNO (Donzelli et
al. 2017), Schwefelwasserstoff oder dessen oxidierte Persulfid-Derivate (Stubbert et al. 2014)
und Schwefeldioxid (Yao et al. 2016). In Zellen kann die Kinase durch Hormone, hohen
Glukosegehalt, Endotoxamie, Entkopplung der NOS (Kap. 1.4) oder bei Stressszenarien wie
Sepsis (Rudyk et al. 2013) oder chronischer Nachlasterh6hung durch Aortenverengung
oxidativ modifiziert werden (Cuello und Eaton 2019). Dabei kénnen verschiedene
Oxidationsmittel unterschiedliche Modifikationen hervorrufen. Dies ist zurlickzufiihren auf die
verschiedenen physikalisch-chemischen Eigenschaften der Substanzen und Wechselwirkung
der einzelnen Proteinthiole aufgrund ihrer unterschiedlichen Reaktivitat und Zuganglichkeit in
Abhangigkeit von ihrer Umgebung (Prysyazhna und Eaton 2015). Zusammenfassend ist die
oxidative PKGla-Aktivierung ein wichtiger Mechanismus, der zu einer Vasorelaxation und
somit zur Blutdruckregulation fiihrt. Jedoch sind weitere Untersuchungen zu den genauen

Mechanismen der oxidativen Modifikationen erforderlich.
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1.5 HNO als neue therapeutische Strategie

Auf Grund von vielfaltigen Mechanismen der Blutdruckregulation ware es sinnvoll, neuartige,
spezifische und lokalwirkende Medikamente zur Behandlung von SAH zu entwickeln, die in
Kombination mit den Erstlinientherapeutika die Effizienz der Behandlung erhéhen und ggf.
durch die Dosisreduktion die Haufigkeit der Nebenwirkungen verringern kénnten. Auf3erdem
kénnten auch die therapierefraktaren Patient:innen dadurch normotensiv eingestellt werden.
Eine vielversprechende mogliche therapeutische Alternative zu NO und anderen
Vasodilatatoren kénnte HNO sein. HNO ist die ein-Elektron reduzierte und protonierte Form
von NO, die eine Vasorelaxation induziert, ohne dabei eine Toleranzentwicklung hervorzurufen
(Fukuto et al. 2008, Andrews et al. 2015). HNO wird durch ROS nicht inaktiviert (Miranda et
al. 2002). Es behalt seine Wirkung sowohl unter gesunden als auch unter pathologischen
Bedingungen bei (Orescanin et al. 2007, Bullen et al. 2011, Donzelli et al. 2013). HNO
moduliert im Gegensatz zu NO unterschiedliche Signaltransduktionswege und hat dadurch
verschiedene biochemische und pharmakologische Eigenschaften, die sich positiv auf das

Herz-Kreislaufsystem auswirken (Paolocci et al. 2007, Irvine et al. 2008).

Die endogene Produktion von HNO ist weiterhin umstritten. Dies liegt zum Teil daran, dass bis
jetzt keine selektiven und empfindlichen Analyseverfahren fir HNO Detektion in Zellen
entwickelt werden konnten, da HNO ein kurzlebiges, hochreaktives Elektrophil ist
(DeMaster et al. 1995, Miranda et al. 2003). Es reagiert bevorzugt mit nukleophilen Thiolen
und bildet ein instabiles Zwischenprodukt, das N-Hydroxysulfenamid, das in Gegenwart eines
weiteren Thiols entweder zur Bildung einer Disulfidbriicke unter Freisetzung von Hydroxylamin
(NH20H) fuhrt oder in einer konkurrierenden Reaktion zu Sulfinamid umgelagert wird
(Doyle et al. 1988). Bislang wurden noch keine HNO produzierenden Enzyme identifiziert. Es
wird postuliert, dass unter bestimmten Verhaltnissen, wie Hypoxie oder oxidativer Stress, bei
gleichzeitiger Anwesenheit von NO und Hydrogensulfid (SH) HNO endogen entstehen kann,
insbesondere durch Reduktion von NO oder durch Oxidation von Aminen (Crawford et al.
2004). Solche Bedingungen kénnen z.B. bei der Sepsis vorliegen (Rudyk et al. 2013) oder bei
der Hypertonie, wo der NO/sGC/cGMP Signalweg desensibilisiert ist (Greene et al. 2013).

Infolgedessen kdnnte dabei die endogene HNO-Produktion stimuliert werden.

Es wurden mehrere Mechanismen fir die HNO-vermittelte Vasorelaxation vorgeschlagen.
Zum einen fihrt die Aktivierung der sGC durch HNO zur Erhéhung zellularer cGMP Spiegel
und damit zur Aktivierung der klassischen cGMP/PKG-abhangigen Signaltransduktion
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(Miller et al. 2009). Zum anderen kann HNO unabhangig von ¢cGMP zur Offnung von
spannungsabhangigen Kaliumkanalen (Kv) und somit Uber die Hyperpolarisation zur
Vasorelaxation fuhren. HNO wurde dabei als ein endothelialer hyperpolarisierender Faktor
(EDHF) beschrieben (Andrews et al. 2009). Weiterhin ist HNO in der Lage, den systemischen
Blutdruck zu senken, ohne den cGMP-Spiegel im Plasma zu erhéhen (Paolocci et al. 2001).
Auch die Hemmung von sGC durch einen chemischen Inhibitor 1H-(1,2,4)-Oxadiazolo-(4,3-a)-
chinoxalin-1-on (ODQ) konnte die HNO-vermittelte Vasorelaxation in Aortenringen nur zum
Teil aufheben (Donzelli et al. 2013), was darauf hindeutet, dass es weitere sGC-unabhangige
Mechanismen geben muss, insbesondere die direkte Oxidation der Proteine durch HNO ohne

enzymatische Beteiligung.

HNO verbessert die myokardiale Kontraktilitdt und Relaxation unabhangig von B-adrenerger
Stimulation oder Veranderungen des cGMP-Spiegels. In Kardiomyozyten beschleunigt HNO
die Ca**-Freisetzung aus dem SR, indem es mit Thiolgruppen vom Ryanodinrezeptor (RyR)
direkt interagiert (Tocchetti et al. 2007), ohne die Funktion der L-Typ Calciumkanale zu
beeinflussen (Kohr et al. 2010). Weiterhin fihren HNO-vermittelte Cystein-Modifikationen an
PLN (Froehlich et al. 2008, Sivakumaran et al. 2013) und SERCA (Tocchetti et al. 2007, Lancel
et al. 2009) zu einer Enthemmung von SERCA und somit zu einer verbesserten diastolischen

Wiederaufnahme von Ca?* in das SR.

Mittlerweile existieren mehrere HNO-Donoren, deren Effekte gréltenteils vergleichbar sind.
Es kann jedoch aufgrund ihrer unterschiedlichen HNO-Freisetzungskinetik und den dabei
entstehenden Nebenprodukten zu verschiedenen Reaktionen und Wirkungen kommen.
Deshalb wurden in dieser Arbeit zwei HNO-Donoren verwendet, um spezifische Effekte dieser

Substanzklasse zu charakterisieren.

1.5.1 1-Nitrosocyclohexylacetat (NCA)

NCA ist ein langwirkender HNO-Donor mit einer Halbwertszeit von 800-900 Minuten, der durch
die Arbeitsgruppe von Dr. Bruce King entwickelt wurde (Sha et al. 2006). NCA ist eine
hellblaue, 6lige Lésung und gehdrt zu den Acylo-Nitroso-Verbindungen. Bei neutralem pH-
Wert hydrolysiert NCA zu Essigsaure und Cyclohexanon und setzt dabei kontinuierlich HNO
frei. Weiterhin wurde gezeigt, dass die HNO Freisetzung aus NCA gleichzeitig einen geringen
Anteil an NO (<1%), Nitrat und Nitrit (3-4%) produzieren kann (Sha et al. 2006, Shoman et al.
2011, Mohamed et al. 2015).
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CHs

Abb. 1.7: Chemische Strukturformel des HNO-Donors 1-Nirosocyclohexylacetat (NCA), erstellt
mit BioRender.com

In isolierten adulten ventrikularen Mauskardiomyozyten erhéhte NCA die Amplitude des Ca?*
Transienten, verbesserte die Kontraktion der Sarkomere und beschleunigte die diastolische
Ca?* Wiederaufnahme, was mit einer verbesserten, dosisabhangigen Kontraktilitat (positive
Inotropie) und Relaxation (positive Lusitropie) der Zellen einherging. Diese Effekte wurden
sowohl mit verbessertem Ca?*-Cycling als auch mit einer erhohten Ca?*-Empfindlichkeit der
Myofilamente erklart (El-Armouche et al. 2010). NCA wirkt hier direkt auf die
Myofilamentproteine, indem es Disulfidbindungen zwischen sarkomerem Tropomyosin und
Aktin induziert und die Interaktion zwischen Myosin-Schwer- und Leichtketten verbessert
(Ding et al. 2011, Gao et al. 2012). Interessanterweise war der NCA Effekt auch in
Kardiomyozyten mit desensibilisierten B-Adrenozeptoren als Folge chronischer
Isoprenalingabe erhalten. NCA induzierte dabei eine vergleichbare Verklirzung der Sarkomere
bei gesunden und B-Adrenorezeptor-desensibilisierten Kardiomyozyten. Weiterhin konnte der
positiv inotrope Effekt auch im Langendorff-Modus perfundierten Mausherzen beobachtet
werden (EI-Armouche et al. 2010).

Donzelli et al. konnten eine NCA-vermittelte und dosisabhangige Relaxation der aortalen
Ringe beobachten. Die Relaxation war dabei durch ODQ-Vorbehandlung nur teilweise
aufgehoben. Es konnte aufl’erdem eine Endothel-unabhangige NCA-vermittelte Vaso-
relaxation in isolierten Aorten aus Mausen mit endothelialer Dysfunktion (ApoE KO Modell)
und an Endothel-denudierten Aorten beobachtet werden. AuRerdem zeigte NCA eine

hemmende Wirkung auf die Plattchenaggregation (Donzelli et al. 2013).

1.5.2 CXL-1020

Eine weitere flr diese Arbeit relevante Substanz ist CXL-1020. Dieser HNO-Donor setzt

schnell und spontan unter physiologischen Bedingungen HNO mit einer Halbwertszeit von
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2 Minuten frei. Dabei entsteht HNO und ein biologisch inertes organisches Nebenprodukt CXL-
1051, das renal eliminiert wird (Sabbah et al. 2013). Daher wird CXL-1020 als ein ,reiner®
HNO-Donor betrachtet. CXL-1020 wurde von der Firma Cardioxyl Pharmaceuticals
synthetisiert, durch das Pharmaunternehmen Bristol-Myers Squibb ibernommen und bereits

in klinischen Studien der Phase I-Il untersucht.
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Abb. 1.8: Chemische Strukturformel des HNO-Donors CXL-1020, erstellt mit BioRender.com

In isolierten murinen ventrikularen Herzmuskelzellen flihrte Exposition mit CXL-1020 zu einem
positiv inotropen und lusitropen Effekt. Ahnlich zu NCA erhdhte CXL-1020 die Amplitude der
Ca?* Transienten, bewirkte eine Sarkomerverkiirzung und beschleunigte die diastolische Ca?*
Wiederaufnahme ins SR. In vivo wurde sowohl bei Mausen als auch bei Hunden mit
experimenteller Herzinsuffizienz die positive inotrope (Steigerung der Auswurffraktion und
dp/dtmax) und lusitrope Wirkung (verbesserte diastolische Funktion) bei einem moderaten
Blutdruckabfall bestatigt (Sabbah et al. 2013). AuRerdem senkte CXL-1020 den Blutdruck und
verbesserte die diastolische Herzfunktion in Ratten nach chronischer Isoprenalingabe
(Roof et al. 2017).

In sGC KO-Mausen konnte interessanterweise gezeigt werden, dass die positiv inotrope
Wirkung von CXL-1020 unabhangig von sGC war, wahrend die Vasorelaxation in Aortenringen
zum grofRten Teil (ca. zu 80%) sGC abhangig verlief (Zhu et al. 2015). Die Vasorelaxation
unter CXL-1020 Gabe wurde weiterhin in isolierten Mesenterialgefalen aus PKGla-C195S
KI-Mausen untersucht. CXL-1020 induzierte eine vergleichbare Vasodilatation sowohl in
Wildtyp (WT) als auch in PKGla-C195S Kl-Mausen, die fast komplett mit ODQ inhibiert werden
konnte (Kamynina et al. 2022). Das bestatigt die zuvor beschriebene Annahme, dass die

Vasodilatation unter physiologischen Bedingungen hauptsachlich sGC abhangig verlauft.

Bei Patienten mit akuter dekompensierter Herzinsuffizienz verbesserte die intravendse
Infusion von CXL-1020 sowohl die systolische als auch die diastolische Herzfunktion, ohne

dabei die Herzfrequenz zu beeinflussen. Der Druckabfall verlief hierbei moderat und
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asymptomatisch, und resultierte in einer Abnahme des peripheren Gefallwiderstandes
(Sabbah et al. 2013).

Ein wesentlicher Nachteil von CXL-1020 ist seine kurze Halbwertzeit (Sabbah et al. 2013).
Deshalb wurde weiterhin an CXL-Prodrugs mit einer besseren Pharmakokinetik und einer
langeren Halbwertszeit gearbeitet, unter anderem an CXL-1427 mit einer Halbwertszeit von
~40-144 min (Cowart et al. 2015). Die ersten klinischen Daten bei intravendser Gabe von
CXL-1427 bei Patienten mit und ohne Herzinsuffizienz zeigten die gewlnschte positive
inotrope und lusitrope Wirkung, ohne Blutdruckabfall (Kemp-Harper et al. 2016). Allerdings

wurden seitdem keine weiteren klinischen Studien veroffentlicht.
1.6 FRET und Biosensoren fur cGMP

In den letzten zwei Jahrzehnten wurde die Zellbiologie durch die Entwicklung von Live Cell
Imaging Methoden revolutioniert. Dies gelang zunachst durch die Entdeckung, Klonierung und
Optimierung des grun fluoreszierenden Proteins (GFP). In der Arbeitsgruppe um Roger Tsien
wurden zahlreiche Mutanten vom GFP mit veranderten Fluoreszenzspektren entwickelt, die
es ermdglichten, mit Hilfe von Biosensoren dynamische Verfolgung von Signaltransduktion in
lebenden Zellen oder Geweben zu untersuchen (Rodriguez et al. 2017). Solche Biosensoren
beruhen auf Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET), auch Forster-Resonanz-

Energie-Transfer genannt.
1.6.1 Grundlagen von FRET

FRET st ein quanto-mechanisches Phanomen, welches eine strahlungslose
Energielibertragung zwischen zwei fluoreszierenden Molekiilen beschreibt, die sich in
unmittelbarer raumlicher Nahe befinden (Férster 1948). Als wichtige Voraussetzungen flir den
Energietransfer missen die beiden Molekille, auch Fluorophore genannt, Uberlappende
Fluoreszenzsprektren aufweisen. Das Emissionsspektrum des emittierenden Fluorophors
(Donor) mit einer niedrigeren Wellenlange Uberlappt dabei mit dem Exzitationsspektrum des
emittierenden Fluorophors (Akzeptor) einer hdheren Wellenlange. Aulierdem miuissen die
raumliche Orientierung der Fluorophore, ahnlich zu der Dipol-Dipol Interaktion, optimal sein
und die Entfernung in der Regel weniger als 10 nm bzw. 100 A betragen (Sahoo 2011). Dabei
RS
Eprer = RS+ RS
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ist die Effizienz der Energielibertragung (Erret) invers proportional dem 6. Grad der Entfernung
(R) zwischen den beiden Fluorophoren. Die Entfernung, bei der 50% der Energielibertragung

stattfindet, wird Férster Radius (Ro) genannt.
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Abb. 1.7. Physikalische Grundlagen von FRET. Schematische Darstellung der strahlungslosen
Energielibertragung vom Donor- (D, in blau) auf Akzeptor (A)-Fluorophor (in rot). A. Energietransfer
vom angeregten Donor (von D zu D*) fuhrt zu Exzitation des Akzeptors (von A zu A*) und Emission der
Akzeptorfluoreszenz im Jabtoniski-Diagramm. Durchgezogene Linien zeigen Strahlen (Fluoreszenz)
generierende, die gestrichelten Linien dagegen strahlungslose Prozesse. B. FRET Effizienz (Errer) ist
stark abhangig von der Entfernung zwischen Donor und Akzeptor (R). Modifiziert nach Sahoo et al.
2011.

Durch die Entwicklung von GFP Mutanten wurden vor allem Cyan- (CFP) und das gelb
fluoreszierende Protein (eng. YFP) als ein weit verbreitetes Donor-Akzeptor-Paar etabliert.
Diese kdnnen genetisch in die Sequenzen verschiedener Proteine eingefuhrt werden, um

FRET Biosensoren zu generieren.

1.6.2 FRET-basierte cGMP Biosensoren

Einer der ersten entwickelten cGMP Biosensoren war Cygnet-2. Dieser Sensor enthélt einen
grofRen Anteil der PKGla Sequenz, ohne die ersten 77 N-terminalen Aminosauren (A1-77) der
Leucin-Zipper - und Al-Doméanen, fusioniert zwischen CFP und YFP (Honda et al. 2001). Um
die Kinaseaktivitait des Sensors und damit verbundene Effekte auf intrazellulare
Signaltransduktion auszuschalten, wurde eine zusatzliche Punktmutation (T516A) in die
katalytische Domane eingefuhrt. cGMP-Bindung induziert eine Komformationsanderung des

Sensors und fuhrt zu einer rdumlichen Entfernung von CFP und YFP und dadurch zu einer
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cGMP-abhangigen Abnahme des FRET Signals. Die cGMP-Bindung und Konformations-
anderung im Sensor sind dynamisch und reversibel. Sobald cGMP Spiegel in der Zelle sinkt,
werden die Bindedomanen des Sensors frei. Steigt cGMP Spiegel in der Zelle erneut an,
kommt es wieder zum FRET Abfall (Honda et al. 2001).

In dieser Arbeit wurde der durch Michael Russwurm et al. entwickelte cGi500 Biosensor
verwendet, um NO/cGMP und HNO-induzierte Konformationsanderungen in den cGMP
Bindedomanen der PKGla in Echtzeit zu verfolgen. Dieser Biosensor stellt eine verkiirzte
Version des Cygnet-2 Sensors dar, welche lediglich die beiden cGMP Bindedoménen A und

B der Kinase zwischen Aminosauren Q79 und Y345 enthalt, fusioniert zwischen CFP und YFP.
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Abb. 1.8: Struktur und Funktionspinzip des cGi500 Biosensors. CFP und YFP sind an den cGMP

Bindestellen A und B der PKGla fusioniert. cGMP-Bindung flihrt zu Koformationséanderung und

Entfernung der beiden Fluorophore. Die daraus resultierende Abnahme des FRET Signals
(als YFP/CFP Ratio gemessen) ist invers proportional der intrazelluldren cGMP Konzentration
(Thunemann et al. 2013b).

Dieser Sensor zeigt bis zu 77% Anderung von YFP/CFP Ratio unter voller Stimulation und 470
nM ECso Wert fir cGMP. Daher tragt dieser Sensor den Namen cGi500 (Russwurm et al.
2007). Die Amplitude und Affinitat des cGi500 Sensor sind wesentlich hdher als beim Cygnet-
2, welcher nur 40% FRET-Anderung und 1.9 uM ECso Wert fir cGMP zeigt. AuRerdem weist
cGi500 viel schnellere Kinetik der cGMP Signale auf. Dies gilt nicht nur fir Messungen in
isolierten Zellen, sondern auch flr Experimente in intakten Geweben und Gefallen der
transgenen Mause, welche auch neulich erfolgreich etabliert wurden (Thunemann et al.
2013b). Ein wichtiger Vorteil des cGi500 Sensors fir solche Anwendungen ist seine kompakte
Struktur und das Fehlen von katalytischen bzw. anderen groflen Proteindoméanen, die

transgene Expression erschweren bw. intrazelluldre Signalwege beeinflussen konnten
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(Thunemann et al. 2013a). Fir diese Arbeit ist auRerdem von besonderer Bedeutung, dass
der cGi500 Sensor die hochaffine cGMP Bindestelle A mit den beiden zu Intradisulfidbriicke

oxidierbaren Cysteinen 117 und 195 enthalt.

1.7 Ziele der Arbeit

PKGla gehért zu den Hauptregulatoren der Vasorelaxation. Kirzlich konnte unsere
Arbeitsgruppe zeigen, dass PKGla nach HNO Exposition posttranslational modifiziert werden
kann und eine aktivatorische Intradisulfidbriicke zwischen den C117 und C195 in der
hochaffinen cGMP-Bindungsdomane ausbildet (Donzelli et al. 2017). Dabei wird der
klassische Aktivierungsweg Uber die sGC und die Produktion von cGMP umgangen.
Intradisulfidbriickenbildung beeinflusst die Bindung von cGMP an die Kinase und moduliert
ihre Aktivitat. Der individuelle Beitrag, den die Cysteine 117 und 195 bei diesen Vorgangen

leisten, ist das Thema wissenschaftlicher Diskussion.
Die Ziele dieser Arbeit waren daher:

(1) Die Charakterisierung der HNO-induzierten Intradisulfidbriickenbildung in PKGla und des
individuellen Beitrags der Cysteine 117 und 195.

(2) Die Aufklarung der funktionellen Relevanz der Intradisulfidbriickenbildung

(3) Die Untersuchung der HNO-vermittelten Effekte und der Rolle dieser Cysteine anhand
neuer Kl-Mausmodelle, die C117 oder C195 oder C117/195 zu nicht-oxidierbarem Serin

exprimieren.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Eukaryotische Zelllinien und Bakterienstamme

Materialien

Zelllinie

Quelle

Escherichia coli (E. coli) One Shot™
TOP10, chemisch kompetent
HEK293A (menschliche embryonale
Nierenzellen, eng. Human Embryonic
Kidney cells)

HEK293T (hoch transfizierbarer Subklon)

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

2.1.2 Mauslinien

Mauslinie Genetischer Hintergrund | Quelle

Prkg1-C117S C57BL/6J Dr. Boris Skryabin
Prkg1-C195S C57BL/6J Dr. Boris Skryabin
Prkg1-C117/195S C57BL/6J Dr. Boris Skryabin
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2.1.3 Plasmide
Plasmide Quelle
cGi500 Prof. Dr. Viacheslav Nikolaev
GKAR Prof. Dr. Viacheslav Nikolaev

pcDNA-PKGI-WT
pcDNA-PKGI-C117S
pcDNA-PKGI-C195S
pcDNA-PKGI-C117/195S

pcDNA 3.0-FSS+hPKGla WT

Prof. Dr. Philip Eaton
Prof. Dr. Friederike Cuello
Prof. Dr. Friederike Cuello
Prof. Dr. Philip Eaton

Prof. Dr. Friedrich Herberg

2.1.4 Plasmide generiert in dieser Doktorarbeit

Plasmide

Antibiotika Resistenz

CAG-cGi500-C117S
CAG-cGi500-C195S
CAG-cGi500-C177/195S

pcDNA 3.0-FSS+hPKGla C117/195S

Ampicillin/Neomycin
Ampicillin/Neomycin
Ampicillin/Neomycin

Ampicillin/Kanamycin

2.1.5 DNA Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA Oligonukleotide wurden fir die Polymerase

Kettenreaktion (PCR) und fir die TagMan Polymerase Kettenreaktion (TagMan PCR)

eingesetzt. Die DNA Oligonukleotide wurden bei der Firma Eurofins Genomics bestellt.
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DNA Primer Sequenz Verwendung

1. cGiEcoRl forward 5-CTGGAATTCGTGACCGC-3 PCR

2. cGiClal reverse 5-TCTATCGATGACAAGGCAGG-3’ PCR

3. Cys117Ser forward 5-GATTGTGGATTCTATGTACCCAG-3 PCR

4. Cys117Ser reverse 5-CTGGGTACATAGAATCCACAATC-3 PCR

5. hPKGCys117Serfor 5-AGATTGTGGATAGTATGTACCCG-3 PCR

6. hPKGCys117Serrev 5-CGGGTACATACTATCCACAATCT-3 PCR

7. Cys195Ser forward 5-GATCGACAATCTTTTCAGACGA-3 PCR

8. Cys195Ser reverse 5-TCGTCTGAAAAGATTGTCGATC-3’ PCR

9. hPKGSer195Cysfor 5-CATTGATCGACAAAGTTTTCAAACAA-3 PCR

10. hPKGSer195Cyrev 5-TTGTTTGAAAACTTTGTCGATCAATG-3’ PCR

11. hPKGMfelfor 5-AAACAATTGACCATGGATTATAAAGATGAT
GATGATAA-3 PCR

11. hPKGXcmlrev 5-ATATATTCTCCATTTTCATAGTGGGTC-3 PCR

12. PrkgeX2_D1-WT/MUT | 5-GAAGGATCTATAAAGGAGGCTATC-3’ TagMan

13. PrkgeX2_R1-WT/MUT | 5-AGTGACCCCACATCGCTTC-3 TagMan

14. PrkgeX4_D1-MUT 5-TAATTTCCCCCTCCTTGCTT-3 TagMan

15. PrkgeX4_R1-MUT 5-AAATTCCATGTACTCGGTATGCTT-3’ TagMan

16. PrkgeX4_D2-WT 5-AGCTCTTGTAAATGTGAAACTCTGG-3’ TagMan

17. PrkgeX4_R1-WT 5-AAATTCCATGTACTCGGTATGCTT-3’ TagMan

2.1.6 Substanzen

Die nachfolgenden Substanzen wurden zur Stimulation der Zellen eingesetzt, sowohl flr

HEK293- als auch flr primare VSMCs. Zudem wurde 1H-(1,2,4)oxidiazolol(4,3-a)quinoxaline-
1-on (ODQ) als Inhibitor der sGC verwendet.
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Name

Herstellen, Katalognummer

1-Nitrosocyclohexylacetat (NCA)
Cardioxyl-1020 (CXL-10120)
Natrium-Nitroprussid (SNP)
oDQ

SNAP

Axon Medchem #2603
Axon Medchem #2653
Sigma-Aldrich #228710
Sigma-Aldrich #03636

Cayman #82250

2.1.7 Universelle TagMan PCR Sonden

In dieser Arbeit wurden spezifische Sonden fir die TagMan PCR eingesetzt. Die Sonden

wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cyanine 3 Phosphoramidite (Cy3) und mit einem

Fluoreszenzquencher Black Hole Quencher 1 (BHQ1) markiert. Die Sonden wurden von Dr.

Boris Skryabin entwickelt und bei der Firma Eurofins Genomics bestellt. Das Zeichen + vor

einer Base zeigt eine sogenannte geschlossene Nukleinsdure (eng. Locked Nucleic Acid).

Diese Sonden sind dadurch kurz und hochspezifisch.

Sonden

Sequenz

5'-Cy3/3-BHQ1 # Prkg1-C117S
5'-Cy3/3'-BHQ1 # Prkg1-C117
5-Cy3/3-BHQ1 # Prkg1-C195S

5-Cy3/3-BHQ1 # Prkg1-C195

5-GTG+GAC+AG+TA+TG+TA-3
5-GTG+GAC+TG+TA+TG+TA-3’
5-A+TC+GA+CAA+AG+TT+TT-3’

5-AT+C+GA+CAA+TG+TT+TT-3

2.1.8 Enzyme und Enzympuffer

Name Hersteller, Katalognummer
Clal New England BioLabs #R0197
Collagenase Sigma-Aldrich #C0130
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CutSmart® Buffer

EcoRI

Hyaluronidase

Papain

Pfu DNA Polymerase

Pfu DNA Polymerase Reaction Buffer 10x
T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase Reaction Buffer

New England BioLabs #B7204
New England BioLabs #R0101
Sigma-Aldrich #H3506
Sigma-Aldrich #9001-73-4
Promega #M7741

Promega #M776A

New England BioLabs #M0202S

New England BioLabs #B0202

Materialien

2.1.9 Antikorper

Primare und sekundare Antikérper wurden in dieser Arbeit fir Immunfluoreszenz, Immunoblot

Analyse bei in vitro Kinase Assays, dem Nachweis des cGi500 Sensors, von PKGI und zur

VASP Detektion in isolierten primaren VSMCs und verschiedenen aus der Maus isolierten

Organen eingesetzt.

2.1.10 Primare Antikorper fir Western Blot Analyse

Name Verdiinnung

Spezies Hersteller,

Katalognummer

Anti-Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) 1:160.000

Anti-His 1:1000
Anti-Phospho PKA Substrat 1:1000

Anti-Phospho VASP (S239) 1:1000

Mouse HyTest #5G4

Rabbit Cell Signaling #2365S
Rabbit Cell Signaling #9624

Rabbit Cell Signaling #3114S
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Anti-PKG 1:1000 Rabbit Cell Signaling #3248S

Anti-VASP 1G731 1:1000 Rabbit ImmunoGlobe #0012-02

2.1.11 Primare Antikorper fur Immunfluoreszenz Analyse

Name Verdiinnung Gattung Hersteller, Katalognummer

Anti-a-glattes-Muskel-Aktin
[eng. Anti-a-smooth muscle
actin (a-SMA)] 1:100 Mouse CiteAb #M0851
Anti-glatte-Muskulatur-Myosin-
schwerkette 11 [eng. smooth

muscle-myosin heavy chain 11

(SM-MHC11)] 1:100 Rabbit Abcam #AB53219

2.1.12 Sekundare Antikorper fur Western Blot Analyse

Name Verdiinnung Hersteller, Katalognummer
Anti-mouse 1:2500 Biorad #170-5047
Anti-rabbit 1:2500 Biorad #170-5046
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2.1.13 Sekundare Antikorper flur Immunfluoreszenz und Fluoreszenzfarbstoffe

Name Verdiinnung Hersteller, Katalognummer
4',6-Diamidino-2-phenyl-

indol-dihydrochlorid (DAPI) 1:20 Sigma-Aldrich # D9542

Midori Green Direct Stain 1:17 Nippongenetics #MG06
Anti-mouse, Alexa Fluor™

Plus 488 1:100 Thermo Fisher Scientific #A32731
Anti-rabbit, DyLight® 550 1:100 Abcam #AB96884

2.1.14 Kits

Name

Hersteller, Katalognummer

ECL Select™ Western Blotting-
Detektionsreagenzien

LightCycler 480 Probes Master Kit
Pierce™ Bicinchoninsaure (BCA) Protein
Assay Kit

QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit
QIAGEN Plasmid Plus Mini Kit
QIlAquick Gel Extraction Kit

QIlAquick PCR Purification Kit

Quick Start™ Bradford Protein Assay
TurboFect Transfection Reagent

Twin-Strep-tag® Capture Kit

Amersham™ #12644055

Roche #04707494001

Themo Fisher Scientific #23227
Qiagen #12941

Qiagen #12123

Qiagen # 28706X4

Qiagen #28104

Biorad #5000201

Thermo Fisher Scientific #R0531

IBA Lifesciences #2-4370-000
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2.1.15 Zellkultur

Materialien

Name

Hersteller, Katalognummer

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Fetales Kalberserum (eng. fetal calf serum
[FCS])

Geneticin G418 Sulfate

LB-Agar-Pulver nach Miller

L-Glutamin Lésung 200 mM
Lipofectamine 2000

Opti-MEM™ | Serumreduziertes Medium
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

10.000 U/10 mg pro mi
Trypsin/Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) (0.25%/0.02%) in Dulbecco's

Balanced Salt Solution (DPBS)

Sigma-Aldrich #D5546

Capricorn #FBS-11A

Genaxxon bioscience #M3118.0050
Carl Roth #X969.2

Sigma-Aldrich #G7513

Invitrogen #11668-027

Thermo Fisher Scientific #31985070

Sigma-Aldrich #P0781

PAN Biotech #P10-020100

2.1.16 Chemikalien

Name

Hersteller, Katalognummer

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)
2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin (Arcos)
2-Propanol

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)

AppliChem # A1069,0500
Sigma Aldrich #C0926
Chemsolute #1136

Sigma Aldrich #M1254-1KG
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3,3',3"-Phosphinidin-tripropionsaure-
hydrochlorid, (TCEP)

30% Acrylamide/Bis Solution, 37.5:1
Aceton

Agarose universal peqGold
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin Natriumsalz

Aqua (Apothekenwasser)

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl,)

Chloroform

cOmplete™ Mini Proteasehemmer-Cocktail
Coomassie Brilliant Blue G 250 (C.I. 42655)
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) Mix
Desoxyribonukleinsaure (DNA) Leiter -
1000 Basenpaare (b.p.)

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s Phosphate Buffered saline
DPBS (1x)

EDTA

Essigsaure (Eisessig 100%)

Ethanol absolut

Materialien

Merck #C4706

Bio Rad #1610158
Merck, #100013

VWR #35-1010

BioRad #1610700
Sigma #A9518

B. Braun Ecotainer #82479E-E
Sigma #A9647

Merk #8122
Sigma-Aldrich #449709
J.T. Baker #7386
Roche #11836153001
Sigma-Aldrich #1.15444

Promega #U1511

New England BioLabs #B7025
AppliChem #A3672

Carl Roth #6908.2

Thermo Fisher Scientific #14190-094
Sigma-Aldrich #E5134
Merck #100063

Chemsolute #1136
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Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether)-
N,N,N’,N'-tetraessigsaure Tetranatriumsalz
(EGTA)

Gel Ladepuffer lila (6x)

Glycerin

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Magnesiumchlorid (MgCl.)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat

(MgSO04+7 H20)

Maleimid

Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdeoxycholat (NaDOC)
Natriumfluorid (NaF)

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumlaurylsulfat (SDS) Pellets

Ni-NTA Agarose Perlen

Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder
PhosSTOP™ EasyPack

Polyethylenglycol (PEG)

Ponceau S Ldsung

Precision Plus Protein Dual Color Standards
Triton™ X-100

Trizma®-Base (Tris)

Materialien

Sigma-Aldrich #£8145

New England BioLabs #B7024A
Carl Roth #6967.2

Merck #7447407

Merck #1.04877

Sigma-Aldrich #M8266

Merck #1.05886.0500

Sigma Aldrich #129585

Carl Roth #T145.1

Baker Analyzed #0278

Thermo Fisher Scientific #89904
Sigma-Aldrich #201154
Chemsolute #1340

Carl Roth #CN30.3

Thermo Fisher Scientific #R90115
Thermo Fisher Scientific #26619
Roche #4906837001

Sigma #P364

Sigma-Aldrich #6226-79-5
BioRad #1610374

Carl Roth #3051.2

Sigma-Aldrich #10708976001
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Trypan Blue Stain (0.4%)
Tween® 20

Unimat KombiPackung, Entwickler- und

Materialien

Thermo Fisher Scientific #15250-061

Sigma-Aldrich #P1379

Fixierkonzentrat Unimat # 69791
2.1.17 Verbrauchsmaterialien
Name Hersteller
Attofluor™ Zellkammer Fisher Scientific #A7816

Cellstar® Tube 15, 50 ml
Dampf-Indikatorband
Filterpipettenspitzen 10, 100, 1000 pl
Hamilton Spritze

Kosmetiktlcher

Kryo-Réhrchen 1,5, 2 ml
Multikanalpipette plus
NAP10-Saulen

Nitril Handschuhe M

Nitrocellulose Blotting-Membran
Omnifix® -F Luer Solo Spritze, 1 ml
Parafilm

PCR-Tubes

Pipettenspitzen 10, 200, 1000 pl

Platte 6, 12, 24, 48, 384-well

Pipettenspitzen 10 ml, Combitips advanced

Greiner bio one

3M™ Comply™
Sarstedt

Hamilton

Tapira Plus

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

GE Healthcare
Dermagrip Ultra Plus
GE Healthcare

B. Braun

Bemis

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific
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Platte 96-Well Corning #266130422

Polyvinylidenfluorid (PVDF) Blotting-Membran | GE Healthcare

Reagiergefald trib/braun 1, 2, 5 ml Sarstedt
Schaber fur Zellkultur, steril Sarstedt
Schale 60x15, 100, 150 mm Sarstedt
Serologische Pipetten 2, 5, 10, 25, 50 ml Sarstedt

Sterican Einmal-Injektionskanile 17 - lila @
0,55 x 25 mm 24G / 100 Stiick B. Braun

Sterican Einmal-Injektionskanile 20 - grau &

0,40 x 20 mm 27G / 100 Stiick B. Braun
TC-Schale 100 Sarstedt
Vernichtungsbeutel Labsolute

2.1.18 Gerate

Name Hersteller

Accu-Jet Pro Pipette Brandtech

Analysenwaage Sartorius

Autoklav VARIOKLAV® Sartorius

Bioruptor® Plus sonication device Diagenode

Bioruptor® Plus Sonication Gerat Diagenode

ChemiDoc™ Touch Imaging System BioRad

CO:z2 Inkubator HeraCellTM 240 Thermo Fisher Scientific
Dewar-Transportgefal® KGW Isotherm

Drahtmyograph 510A Danish Myograph Technologies (DMT)
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E-box Gel Dokumentationssystem
Electrophoresis Kammer Western Blot Mini-
PROTEAN® Tetra Vertical

FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader
Gelelektrophoresesystem Mupid One

Hitze Block Dri-Block® DB-1
Konfokalmikroskop

Kdhlschrank

Kuahltruhe

Labcycler 96-Well-Block

Lampe KL 1500 compact

Medical film processor (SRX-101A)
Mikrowelle

Minishaker MS1 IKA

Nanodrop

Orbital Shaker MaxQ 4450

Polymerase Kettenreaktion (PCR) Maschine
Gene Touch

QuantStudio™ 5 Pro Real-Time PCR System
Schiittelgerat Thermostat plus 1.5 ml
Sicherheitswerkbank HeraSafeTM HS 12
class Il

Specord 205 spectral photometer

TE 77 ECL Semi-Dry Transfer Unit

Thermomixer comfort

Materialien

Vilber

BioRad

Molecular Devices
Nippongenetics
Techne® VWR
Zeiss LSM 800 airyscan
Liebherr

Kryotec
Sensoquest
Schott

Konica Minolta
Panasonic
Sigma-Aldrich
DeNovix

Thermo Fisher Scientific

BioRad
Thermo Fisher Scientific

Eppendorf

Thermo Fisher Scientific
Analytik Jena AG
Amersham Biosciences

Eppendorf

40




Ultrazentrifuge CS150FNX

UV-Transilluminator

Materialien

HITACHI

Whatman Biometra Tl 1

Waage Scout Pro Ohaus
Wasserbad GFL Technology
Western Blot PowerPac™ HC Power Supply BioRad
Zentrifuge 5415 D Eppendorf
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus
2.1.19 Mikroskopie
Name Hersteller
Arduino digital-to-analog input-output board Arduino
CMOS camera (OptiMOS) DV2 Cube 05-EM,
(505 dcxr, D480/30m, D535/40m) Qlmaging
Fluoreszenzmikroskop Biozero BZ 8100E Keyence
LED pE-100, 440 nM CoolLED
Leica DMI 3000 B Mikroskop Leica
Leica DMi1 Mikroskop Leica
Zeiss LSM 800 Konfokalmikroskop Zeiss
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2.1.20 Software

Materialien

Name

Hersteller

A plasmid Editor (ApE)

CLARIOstar Mars Data Analysis 3.41
CLARIOstar Reader Software 5.61

E-box gel documentation software
GraphPad Prism 8.0.1

Imaged 1.44

Labview

Omega Reader Software 5.5 BMG Labtech
Origin 8.5G

QuantStudio 5 qPCR-Datenanalyse-Software
SoftMax® Pro Software

Tbase, 4D

WinAspect

ZEN Mikroskopie-Software

M. Wayne Davis, University of Utah
BMG Labtech

BMG Labtech

Viber

GraphPad Software, Inc.
National Instruments of Health
National Instruments of Health
BMG Labtech

MicroCal, Inc.

Thermo Fisher Scientific
Molecular Devices

4D SAS

Analytik Jena AG

Zeiss
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Klonierungstrategie zur Herstellung von Redox-defizienten Mutanten

Die Herstellung der rekombinanten Redox-defizienten Einzelmutanten C177S und C195S
sowie der Doppelmutante C117/195S erfolgte mittels einer klassischen Klonierung. Daflir
wurde der bereits gut untersuchte und etablierte FRET-Sensor cGi500 (Abb. 2.1 A.), der die
cGMP-Bindedoméanen der PKGla (729 b.p.) enthalt, verwendet. Um die Bindedoméane aus
dem Vektor zu entfernen, wurde zuerst der Vektor mit den Restriktionsenzymen EcoRI und

Clal geschnitten.

A. B.

cGi500 WT Kanamycin-Resistenz

7009 bp

" CEP 4534 Clal (1)
(2403 EcoRI (1))

‘L_4-A

£

3132 Clal (1)

Abb. 2.1: Herstellung von Mutanten C117S, C195S und C195S. A. cGi500 WT Vektor mit den beiden
Aminosauren C117 und C195. In Grin ist die regulatorische Domane von PKGla dargestellt, die
zwischen CFP (blau) und YFP (gelb) Fluoreszenzfluorophoren fusioniert ist. B. GKAR Vektor beinhaltet
den Stuffer und eine Sequenz fir Kanamycin-Resistenz. Beide Vektoren wurden mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Clal geschnitten.

Zudem wurde der Vektor GKAR (Abb. 2.1 B.) ebenfalls mit den gleichen Restriktionsenzymen
geschnitten. Ein Teil dieses Vektors enthalt einen Abschnitt von 1088 b.p., der als Stuffer in
den Vektor cGi500 eingesetzt wurde. Da dieser Abschnitt um 359 b.p. langer ist als die PKGla

Bindedomane, lasst sich dieser gut unterscheiden von dem mutierten PKGla Abschnitt,
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welcher zum Schluss wieder eingesetzt wurde an Stelle des Stuffers. Nach dem
Restriktionsverdau mit Clal und EcoRI erfolgte eine Auftrennung der Fragmente mittels
Gelelektrophorese auf einem 1% Agarosegel, visualisiert durch MidoriGreen und

anschlielende Aufreinigung mit dem QIAquick Gel Extraction Kit.

Der geschnittene Vektor cGi500 und der Stuffer wurden zusammengebracht und durch das
Enzym T4 DNA-Ligase ligiert. Zur Vervielfaltigung der DNA erfolgte die Transformation des
neu entstandenen Plasmids in die Top10 E. coli Bakterien. Im Anschluss wurden die
transformierten Zellen auf einer Agarplatte mit Zusatz des Antibiotikums Ampicilin ausplattiert
und bei 37 °C Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Einzelne Klone wurden mit einer sterilen
100 pl Pipettenspitze isoliert und weiterhin in 15 ml Réhrchen mit je 3 ml LB-Medium und
100 pg/ml Ampicillin im Schuttler bei 37°C bei 200 rpm vervielfaltigt. Es erfolgte nun eine
Plasmidisolation mittels des QIAGEN Plasmid Plus Mini Kits. Um sicherzustellen, dass die
Klonierung erfolgreich war, wurde im Anschluss ein Kontrollvedau mit EcoRI und Clal
durchgefihrt. Der Ansatz wurde hierzu auf das Gel aufgetragen und ein Foto von den Banden
mit dem Gerat E-box Gel Dokumentationssystem aufgenommen. Positive Klone wurden im
Anschluss in 50 ml LB-Medium Uber Nacht propagiert und mittels des QIAGEN Plasmid Plus
Midi Kits aufgereinigt. Es erfolgte erneut ein Kontrollverdau mit EcoRIl und Clal. Zur
Sequenzierung wurde das Stuffer-Zwischenkonstrukt an die Firma Eurofins Genomics
verschickt. Dabei wurde 2,5 ug Plasmid in 20 ul Wasser geldst und zusammen mit dem Primer

cGiClal reverse versendet.

Das cGi500 Stuffer-Zwischenkonstrukt mit einer GréRe von 7368 b.p. konnte nun zur
Klonierung der Einzel- und Doppelmutante eingesetzt werden. Die Cysteine 117 und 195, die
sich in der cGMP-Bindedomane befinden, wurden durch eine Mutation zu Serin ausgetauscht.
Dabei wurde das Cystein-Basen-Triplett TGT zu dem flr Serin kodierenden Basentriplett TCT
ausgewechselt. Durch diesen Austausch entstanden drei neue Redox-defiziente Plasmide
C117S, C195S und C177/195S. Fur das mutierte Konstrukt C117S wurden insgesamt drei
PCR-Ansatze durchgefihrt, wobei bei der dritten PCR die Produkte der ersten und zweiten
PCR mit den Primern Nr. 1 und Nr. 2 (Kap. 2.1.5) zusammengeflhrt wurden. Bei der ersten
und zweiten PCR wurde als Template der Vektor cGi500 WT verwendet. Die erste PCR wurde
mit den Primern Nr. 1 und Nr. 4 und die zweite mit Nr. 3 und Nr. 2 (Kap. 2.1.5) durchgefuhrt.

Die Mutation C195S wurde auch mittels drei PCR-Ansatze hergestellt. Auch hier wurde als
Template fir die erste und zweite PCR der Vektor cGi500 WT verwendet. In der dritten PCR

wurden die Produkte der ersten und zweiten PCR mit den Primern Nr. 1 und Nr. 2
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zusammengeflhrt. Bei der ersten PCR wurden die Primer Nr. 1 und Nr. 6 und bei der zweiten

Nr. 5 und Nr. 2 eingesetzt.

Die Klonierung der Mutation C117/195S erfolgte in vier PCR-Ansatzten. In der vierten PCR
wurden die PCR-Produkte der ersten, zweiten und dritten PCR mit den Primern Nr. 1 und
Nr. 2 zusammengeflihrt. Bei der ersten, zweiten und dritten PCR wurde als Template der
Vektor cGi500 WT verwendet. Die erste PCR wurde mit den Primern Nr. 1 und Nr. 4, die zweite
mit Nr. 5 und Nr. 2 und die dritte mit Nr. 3 und Nr. 6 durchgefuhrt.

Die einzelnen Produkte von der ersten und zweiten PCR flr die Mutation C117S und C195S
wurden im Anschluss auf das Gel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese nach der GréRRe
aufgetrennt. Die Fragmente mit der Grof3e 151 und 613 b.p. fur das C117S Konstrukt, 385 und
378 b.p. fur das C195S Konstrukt wurden aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Fur
das doppelmutierte Konstrukt C117/195S wurden die Produkte der ersten, zweiten und dritten
PCR auf das Gel aufgetragen und die Fragmente mit der Grofle 151, 257 und 378 b.p.

ausgeschnitten und ebenfalls aufgereinigt.

Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden als Template zur Durchfihrung der dritten bzw.
vierten (fir die Doppelmutante) PCR verwendet, bei der die einzelnen Stlicke
zusammengeflhrt wurden. Es erfolgte im Anschluss der Verdau des Stuffer-Zwischen-
konstruktes und des dritten/vierten PCR-Produktes mit den Enzymen EcoRI und Clal mit
anschlielfender Auftragung auf das Agarosegel und Aufreinigung mittels des QIAquick Gel
Extraction Kits. Nun konnte der geschnittene Vektor und das geschnittene dritte/vierte PCR-
Produkt durch das Enzym T4 DNA Ligase zusammen ligiert werden. Das so neu entstandene
Redox-defiziente Sensorplasmid mit der Mutation C117S oder C195S oder C117/195S wurde
nun in die kompetenten E. coli Bakterien transformiert, auf einer Agarplatte ausplattiert und
Uber Nacht kultiviert. Die im Anschluss gepickten Klone der einzelnen Mutanten wurden in je
3 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin im Schattler bei 37°C bei 200 rpm Uber Nacht
vervielfaltigt. Es erfolgte eine Minipraparation der Plasmid-DNA und ein Kontrollverdau mit
EcoRI und Clal.

Eine Ubernachtkultur (50 ml) mit den jeweils positiven Klonen von C117S, C195S oder
C117/195S wurde angeimpft und im Anschluss die Plasmid-DNA aufgereinigt. Die
Konzentration der jeweiligen Plasmide wurde mit einem NanoDrop-Spektrophotometer
bestimmt. Die jeweiligen Plasmide mit der darin enthaltenen Mutation wurden durch

Sequenzierung bestatigt.
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2.2.1.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung eines kurzen,
genau definierten Desoxyribonukleinsdaure (DNA)-Abschnittes (Template). Die Reaktion

verlauft in drei aufeinanderfolgenden Schritten:

e Denaturierung der doppelstrangigen DNA in zwei Einzelstrange.
¢ Annealing von Primern an die Enden des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes.
e Amplifikation der Einzelstrange mit Hilfe der eingesetzten Polymerase, ausgehend von

den Primern.

Mit jedem Zyklus wird die DNA Menge zwischen den beiden Primern verdoppelt. Dies fuhrt zu
einer exponentiellen Vervielfaltigung der DNA. Diese Abfolge wird in 30 Zyklen wiederholt, mit
anschliefiender Aufreinigung des PCR Produktes mittels des QIAquick PCR Purification Kits

nach Anleitung des Herstellers.

Der Reaktionsansatz zur Herstellung des gewiinschten DNA-Abschnitts und die dafir
entsprechenden Einstellungen des Thermocyclers sind in der Tab. 2.1 zusammengestellt. Die

Anzahl an Zyklen betrug dabei 30.

Tab. 2.1: PCR-Ansatz (A) und das dazugehorige PCR-Programm (B).

A. Ansatz Menge
Pfu Polymerase 1 ul

10x Pfu Puffer 10 pl
dNTPs (10 mM) 2 ul
Primer 1 (100 pmol/pul) 2.5 ul
Primer 2 (100 pmol/ul) 2.5 ul
Template DNA 0.3 ug
Wasser ad. 100 pl
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B. Schritt Temperatur Zeit

Vorheizen 95 5

Denaturierung 95 0'30“

Annealing 55 0'30“

Amplifikation 72 120/ 2* pro 1000 b.p.
Finale Amplifikation 72 5

2.2.1.3 Restriktionsverdau

Die Restriktionsenzyme Clal und EcoRI schneiden die doppelstrangige Plasmid-DNA an
spezifischen Erkennungssequenzen. Die meisten Enzyme erkennen eine palindromische
Sequenz von vier bis acht Basenpaaren. Nach dem Restriktionsverdau entstehen am 5°- und
3"-Ende die sogenannten uberhdngenden Enden (eng. sticky ends). Die Zusammensetzung
des Restriktionsansatzes sowohl fir das PCR-Fragment als auch fir den Zielvektor ist in der
Tab. 2.2 aufgefihrt:

Tab. 2.2 Restriktionsansatz fiir den Vektor- oder PCR-Fragmentverdau.

Zusammensetzung Menge
Zielvektor/ PCR-Fragment 10 ug/ 40 pl
10x Puffer Smart Cut 5ul
Restriktionsenzym | 2.5yl
Restriktionsenzym Il 2.5yl

H20 ad. 40 pl

Der Ansatz wurde zusammengemischt und bei 37°C im Thermomixer fur 6 Stunden inkubiert.

2.21.4 Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Extraktion

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von Nukleinsaure-Strangen nach ihrer
GroRe. Hierzu wurde ein 1%iges Agarosegel hergestellt und mit MidoriGreen (3 pl auf 50 ml
Gel) versetzt. Der 50 ul Restriktionsverdau-Ansatz wurde mit 6x Gel Ladepuffer vermischt und
in die Geltasche pipettiert. In die erste Tasche wurden 5 pl 1000 b.p. DNA Ladder

hinzupipettiert. Die Proben wurden 30 Min bei 100 V laufengelassen. Die entsprechenden
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Banden wurden unter UV-Licht mit einem sauberen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und

mit dem QIAquick Gel Extraction Kit nach Hersteller-Protokoll isoliert und aufgereinigt.
2.2.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation wurde der Stuffer oder der mutierte Abschnitt mit dem linearisierten Zielvektor
nach einer Ligationsreaktion durch das Enzym T4 DNA Ligase zu einem intakten, zirkularen

Plasmid verknipft. Der Ansatz wurde zusammenpipettiert und Gber Nacht im Thermomixer bei

14 °C inkubiert. Der Ligationsansatz setzt sich folgendermafien zusammen:

Tab. 2.3 Ligationsansatz

Zusammensetzung Menge
Stuffer/mutierter Abschnitt ~300 ng
Vektor ~150 ng
10x Ligase Puffer 1,5 ul
T4 DNA Ligase 1l

2.2.1.6 Transformation des Ligationsansatzes in TOP10 E. coli Zellen
Fir die Transformation klonierter Plasmide wurden kompetente TOP10 E. coli Zellen

verwendet. Hierfir wurden 65 pl Wasser und 20 pl des 5x KCM Puffers (Tab. 2.4) zum

Ligationsansatz pipettiert und 5 Minuten auf Eis gehalten.

Tab. 2.4 Herstellung von 5x KCM Puffer.

Zusammensetzung Menge (mM)
KCI 500
CaClz 150
MgCl2 250

Zum Ligationsansatz wurden nun 100 ul aufgetaute chemisch kompetente Zellen gegeben und
weitere 20 Minuten auf Eis und anschlieend 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
Nach der Inkubation erfolgte die Zugabe von 1 ml LB-Medium. Der Reaktionsmix wurde im

Anschluss 50 Minuten bei 37 °C im Thermomixer bei 700 rpm geschittelt. Der Ansatz wurde
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nach der Inkubation 3 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert. Ein Teil des Uberstandes wurde
verworfen und das Pellet im restlichen Medium (ca. 100 ul) resuspendiert. Fur die Selektion
transformierter E. coli Zellen wurde Ampicillin in einer Konzentration von 100 ug/ml bei der
Herstellung von LB-Platten zum LB-Agar gegeben. Die Zellen wurden auf LB-Platten

ausplattiert und im Brutschrank bei 37°C flir mindestens 12 Stunden inkubiert.

2.21.7 Vervielfaltigung von transformierten Klonen - Mini-Praparation

Zur Vervielfaltigung von transformierten Klonen in kleinen Mengen (Mini-Préparation) wurden
15 ml Greiner-Réhrchen vorbereitet, in denen je 3 ml LB-Medium mit dem Plasmid-
spezifischen Antibiotikum vorgelegt wurde. Einzelne Kolonien wurden mit autoklavierten
Pipettenspitzen gepickt, in die Greiner-Réhrchen gegeben und im Schittler Gber Nacht bei
37°C, 200 rpm geschuttelt. Im Anschluss erfolgte eine Aufreinigung der Plasmide mit dem

QIAGEN Plasmid Plus Mini Sample Kit nach Herstelleranleitung.

2.2.1.8 Kontrollverdau

Zur Uberpriifung der korrekt eingefiihrten Mutation in die Plasmide wurden diese einem

Kontrollverdau unterzogen (Tab. 2.5).

Tab. 2.5: Kontrollverdau der einzelnen Klone nach Mini-Praparation.

Zusammensetzung Menge
einzelne Proben der Mini-Praparation 8 ul
Puffer Smart Cut (10x) 1,5 ul
Restriktionsenzym | 0,2 ul
Restriktionsenzym Il 0,2 ul
H20 5,1 ul

Der Ansatz wurde zusammengemischt und bei 37 °C im Thermomixer fur 30 Minuten inkubiert.
Zu jedem Ansatz wurden 6x Ladepuffer dazupipettiert und auf einem 1%igen Agarose-Gel 30
Minuten bei 100 V aufgetrennt. Die positiven Klone wurden anhand der korrekten Banden-

groRe ausgewahlt und in groReren Plasmidmengen (Midi-Praparation) vervielfaltigt.
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2.2.1.9 Vervielfaltigung von positiven Klonen - Midi-Praparation

Fur die Midi-Praparation wurden im Erlenmeyerkolben 50 ml antibiotikumhaltiges LB-Medium
vorgelegt, mit Bakterienkultur angeimpft und tGber Nacht bei 37°C, 220 rpm hochgezogen. Die
Aufreinigung erfolge mit QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit nach Herstelleranleitung.

2.2.1.10 Bestimmung der Plasmid-Konzentration

Der NanoDrop-Spektrophotometer wurde zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaure-
I6sungen durch Messung der optischen Dichte verwendet. Dabei wurde die Absorption der
Ldsung bei einer Wellenldnge von ODa2sonm und ODa2sonm gemessen. Anhand des Verhaltnisses
(OD26onm/OD2gonm) konnte die Reinheit der Nukleinsduren bestimmt werden, wobei ein

Verhaltnis von > 1,8 fiir eine reine DNA-Probe spricht.

2.2.1.11 Klonierungstrategie zur Herstellung stabiler Klone

Die rekombinanten Redox-defizienten Einzelmutanten C177S, C195S als auch die Doppel-
mutante C117/195S sollten mit Hilfe eines FRET basierten Assays (Kap. 2.2.3) beztiglich der
HNO-vermittelten Intradisulfidbriickenbildung untersucht werden. Hierzu wurden die einzelnen
Sensorkonstrukte durch eine Neomycin Antibiotika-Resistenz erganzt. Im Anschluss wurden

stabil exprimierende Zelllinien generiert.

Es erfolgte hierzu ein Restriktionsverdau von cGi500 WT- und den mutierten Plasmiden mit
den Enzymen Xhol und EcoRV nach bereits in Kap. 2.2.1.3 aufgefuihrten Schritten. Dieser
ausgeschnittene Abschnitt der DNA enthalt die gesamte cGi500 Sensorsequenz (Insert) von
WT oder Mutanten mit einer Gré3e von 2223 b.p.

Der Vektor pCAG-neo-redDE5 (Abb. 2.2), der die Neomycin Antibiotika-Resistenz beinhaltet,
wurde ebenfalls mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut. Der geschnittene und
linearisierte Zielvektor (ohne redDE5 Fragment) hatte dabei eine GréRe von 6400 b.p. Nach
der Aufreinigung der einzelnen DNA-Abschnitte wurde der linearisierte Zielvektor und das
Insert zu einem intakten Plasmid ligiert. Der Ligationsansatz mit den jeweiligen Plasmiden
wurde in die TOP10 E. coli transformiert und ausplattiert. Im weiteren Verlauf wurden die Klone
gepickt, vervielfaltigt und durch eine Mini-und Maxi Praparation aufgereinigt. Es erfolgte ein

Kontrollverdau mit anschlieRender Sequenzierung.
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A. B.
_ / CAG-Neo-red §,(1702 EcorV (3
CGI5QO WT | 1719 EcoRV (1 f DES5.str J
7009 bp 4 8321 bp
CFP # (2499 EcoRV (3)
::"_\?L"“ Neomycin Resistenz W, A tdTomato
L A Py 3584 ECORV (3)
3607 Xhol (1)

Abb. 2.2: cGi500 WT und CAG-Neo-redDE5 Vektor mit der Neomycin Antibiotika-Resistenz.
A. cGi500 WT Vektor mit den Schnittstellen EcoRV und Xhol. B. CAG-Neo-redDE5 Vektor enthalt eine
Neomycin-Kassette und die Fluoreszenzfluorophore ,Sapphire“ und ,tdTomato®. Die Schnittstellen von

EcoRV und Xhol sind ebenfalls im Plasmid eingezeichnet.

Nach der Bestimmung der Konzentration wurden 3 pg der einzelnen Plasmide mit der
Neomycin Antibiotika-Resistenz in die auf einer Zellkulturschale (&d = 10 cm) ausplattierten
HEK293-Zellen transfiziert (Kap. 2.2.2.5), und das Antibiotikum Geneticin (G418, 0.2 mg/ml)
wurde nach 24 Stunden zum Medium gegeben. Geneticin wird in der Zellbiologie zur Selektion
stabiler transfizierter Zellen, die das Neomycin-Gen tragen, verwendet. Die Zellen wurden tber
mehrere Wochen unter diesen Kultivierungsbedingungen selektioniert (Kap. 2.2.2.6) und auf
vergleichbare Fluoreszenzintensitat untersucht (Kap. 2.2.2.7). Nach der Selektion entstanden
vier neue Zelllinien, die die Konstrukte cGi500-WT, cGi500-C117S, cGi500-C195S und
cGi500-C177/1958S stabil exprimieren, die durch die Neomycin Antibiotika-Resistenz erweitert

wurden.

2.2.1.12 Klonierungstrategie zur Herstellung des Twin-Strep-Tags® PKGlo-
C117/195S Konstruktes

Das WT Konstrukt pcDNA 3.0-FSS+hPKGla, wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Friedrich
Herberg (Universitat Kassel, Abteilung Biochemie) zur Verfugung gestellt. Dieses wurde fur
die Aufreinigung von humaner PKGla mit Hilfe der Twin-Strep-tag® Technologie verwendet.
Aufllerdem wurde dieses Konstrukt ebenfalls zur Herstellung der humanen PKGla-C117/195S

Mutante verwendet.
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CMV Promoter
938 EcoRlI (1
FLAG tag

Twin-Strep-tag

Ampicillin Resistenz

h
711804 Xcml (1 i?

pcDNA3-FSS+hPKGla

7579 bp

Neomycin/Kanamycin Resistenz

Abb. 2.3: Vektor pcDNA 3.0-FSS+hPKGIla-WT mit einer Lange von 7579 b.p. Dieser Vektor enthalt
die komplette humane PKGla Sequenz (hellgriin) mit den darin enthaltenden cGMP-Bindungsdoménen
und den Cysteinen 117 und 195, welche an den Cytomegalovirus- (CMV) Promotor gekoppelt ist.
Zudem enthalt der Vektor eine Neomycin/Kanamycin und Ampicillin-Resistenz. Die Schnittstellen fur
EcoRI und Xcml sind ebenfalls im Plasmid eingezeichnet. Uber Twin-Strep-tag® lasst sich das WT

PKGla Protein aufreinigen und tGber FLAG tag detektieren.

Zur Herstellung von pcDNA 3.0-FSS+hPKGla-C117/195S wurden die Cysteine 117 und 195,
die sich in der cGMP-Bindungsdomane A befinden, durch eine Mutation zu Serin
ausgetauscht. Dabei wurde das fur das Cystein kodierende Basen-Triplett TGT zu dem fiir das
Serin-kodierende Basen-Triplett AGT ausgetauscht. Die Klonierung der Mutation C117/195S
erfolgte in vier PCR-Anséatzen. Bei der ersten, zweiten und dritten PCR wurde als Template
der Vektor pcDNA 3.0-FSS+hPKGla-WT verwendet. Die erste PCR wurde mit den Primern
Nr. 1 und Nr. 4, die zweite mit Nr. 5 und Nr. 2 und die dritte mit Nr. 3 und Nr. 6 (Kap. 2.1.5)
durchgeflihrt.

Die einzelnen Produkte der ersten drei PCRs wurden mittels Gelelektrophorese nach Grofie
aufgetrennt. Die Fragmente mit der Grélke 513, 258 und 171 b.p. wurden aus dem Gel
ausgeschnitten und aufgereinigt. Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden zusammen-
gemischt und als Template fir die vierte PCR verwendet. Die vierte PCR wurde mit den
Primern Nr. 1 und Nr. 2 durchgeflihrt. Die Annealingtemperatur der Primer lag bei 55 °C. Es
erfolgte im Anschluss der Verdau des Vektors pcDNA 3.0-FSS+hPKGla-WT mit den Enzymen
EcoRI und Xcml und des PCR-Produktes mit den Enzymen Mfel und Xcml mit anschlieRender

Auftragung auf das Agarosegel und die Gel-Aufreinigung. Nun konnten der geschnittene
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Vektor und das geschnittene PCR-Produkt durch das Enzym T4 DNA Ligase ligiert werden.
Die Sequenz von der Schnittstelle Mfel ist komplementar zur EcoRI Sequenz und passen
somit zusammen, sodass die urspriingliche EcoRI Schnittstelle im finalen Konstrukt nicht mehr
zur Verfigung steht. Durch einen Kontrollverdau mit den Enzymen EcoRI und Xcml bzw.
BamHI und Xcml konnte dieses Ergebnis Uberprift werden. Nach der Midipraparation wurde

das Konstrukt durch Sequenzierung verifiziert.

2.2.2 Zellkulturtechnik

Alle Arbeiten erfolgten unter der Sicherheitswerkbank HeraSafe™ HS 12 class Il der Fa.
Thermo Fisher Scientific und unter Einsatz von sterilen Materialien und Ldsungen. Die
HEK293- und VSMCs wurden in einem Kohlenstoffdioxid (COz) Inkubator HeraCellTM 240 der
Fa. Thermo Fisher Scientific bei 37°C, 5% CO- kultiviert. Eine mikroskopische Beurteilung der
Zellen mit dem Mikroskop Leica DMi1 in Bezug auf Morphologie, Dichte und Differenzierungs-

grad erfolgte taglich.

2.2.2.1 Kultivierung von Zellen

In dieser Arbeit wurden HEK-Zellen als eukaryotische Zelllinie eingesetzt. Hierzu wurden
HEK293A Zellen fir die Transfektion von WT- und mutierten Plasmiden eingesetzt. Die
HEK293T Zellen wurden fir in vitro Kinase Assays verwendet. Die primaren aortalen VSMC
wurden ebenfalls im selben Zellkulturmedium (Tab. 2.6) kultiviert. Mediumwechsel erfolgte alle
48 Stunden. Das Medium wurde bei 4 °C aufbewahrt und kurz vor Gebrauch auf 37 °C

aufgewarmt.

Tab. 2.6: Herstellung des Zellkulturmediums.

Zusammensetzung Menge
DMEM (mit 4,5 g/l Glucose) 440 ml
FCS 10%
L-Glutamin (200 mM) 1%
Pen/Strep (10.000 U/10 mg/ml) 1%
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2.2.2.2 Auftauen von HEK-Zellen

Kryo-Réhrchen mit HEK-Zellen wurden kurz im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Wahrend
dieser Zeit wurden 10 ml vorgewarmtes DMEM-Medium in einem 15 ml Greiner-Rdhrchen
vorgelegt. Die aufgetauten Zellen (ca. 1 ml) wurden ins Greiner-Roéhrchen Gberflhrt, 5 Minuten
bei 800 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, das Zellpellet in
10 ml vorgewarmtem Medium resuspendiert und in eine 10 cm Zellkulturschale gegeben. Die

Kultivierung erfolgte unter oben bereits aufgefuhrten Zellkulturbedingungen.

2.2.2.3 Passagieren von HEK-Zellen

Zellkulturmedium, Trypsin/EDTA und DPBS wurden zuerst auf 37 °C vorgewarmt. Das alte
Medium wurde abgesaugt. Die Zellen wurden mit 5 ml DPBS gewaschen und nach Zugabe
von 1 ml Trypsin/EDTA fur 3 Minuten bei 37 °C inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden in
einer neuen 10 cm Schale 10 ml frisches Medium vorgelegt. Die Zellen wurden im Anschluss
mit 4 ml Medium abgeldst, resuspendiert und je nach gewilnschter Zellzahl auf die neue

Schale Ubertragen.

2.2.2.4 Einfrieren von HEK-Zellen

Zur langfristigen Lagerung von Zellen und Aufrechterhaltung der Zelllinien wurden die HEK-
Zellen mit Hilfe des Einfriermediums (Tab. 2.7) in 1,5 ml Kryo-Réhrchen eingefroren und in
flissigem Stickstoff gelagert. Das Kryomedium wurde vorbereitet und auf Eis bis zur
Verwendung gehalten. Dazu wurden die Zellen, wie zuvor beschrieben, von jeweils zwei 10
cm Schalen abgeldst und in 5 ml Kultivierungsmedium resuspendiert. Im Anschluss wurden
die Zellen in 15 ml Greiner-Tubes Uberfihrt und 5 Minuten bei 800 rpm bei 4 °C zentrifugiert.

Tab. 2.7: Herstellung von Einfriermedium.

Zusammensetzung Menge
Kultivierungsmedium 50 ml
FCS 20%
DMSO 20%
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Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 3 ml Medium resuspendiert. Jeweils 1 ml
wurden auf 3 Kryo-Rdéhrchen verteilt und in einen Gefrierbehalter Uberfihrt. Dieser Behalter
wurde zuvor mit Isopropanol geflillt und auf 4 °C abgekiihlt. Der Behalter mit den geflllten
Kryo-Réhrchen wurde bei -80°C Uber Nacht gelagert und am nachsten Tag in den
Stickstofftank Gberflhrt.

2.2.2.5 Transfektion von HEK-Zellen

Die Transfektion ist ein Verfahren, mit deren Hilfe exogene DNA in eukaryotische Zellen

eingefuhrt und diese so genetisch verandert werden kénnen (Kim und Eberwine 2010).

Fir die in vitro Kinase Assays (Kap. 2.2.4) wurde eine transiente Transfektion durchgefiihrt.
Dazu wurden HEK293T-Zellen mittels TurboFect mit den Plasmiden pcDNA-PKGla-WT und
respektiven Mutanten pcDNA-PKGIla-C117S, pcDNA-PKGIa-C195S und pcDNA-PKGIa-
C177/195S transfiziert. Hierzu wurden auf einer 6-Well Platte je Well 240.000 Zellen
ausplattiert und am nachsten Tag der Ansatz, bestehend aus 400 ul Opti-MEM, 1 ug Plasmid
DNA und 6 pl TurboFect nach 20-minttiger Inkubation dazugegeben.

Zur Aufreinigung der humanen WT Kinase und der Mutante C117/195S (Kap. 2.2.4.1) wurde
eine Transfektion mittels Turbofect mit den Plasmiden pcDNA 3.0-FSS+hPKGla oder pcDNA
3.0-FSS+hPKGIa-C117/195S durchgeflhrt. Dabei wurden 2,25 Millionen HEK293T-Zellen pro
10 cm Zellkulturschale transfiziert. Daflir wurde ein Ansatz aus 1 ml Opti-MEM, 10 ug Plasmid
DNA und 15 pl TurboFect vorbereitet, 20 Minuten inkubiert und vorsichtig zu den Zellen

gegeben.

Die Zellen wurden, wie fur die in vitro Kinase Assays als auch fur die Aufreinigung nach der
Transfektion, unter bereits beschriebenen Kultivierungsbedingungen uber Nacht gehalten. Am
nachsten Morgen konnten die Zellen mit verschiedenen NO- oder HNO-Donoren stimuliert

werden, oder die Zellen wurden abgeldst und fur den nachsten Schritt eingefroren.

Zur Herstellung von stabilen Klonen (Abb. 2.4) wurde die Transfektion mittels Lipofektion
angewendet. Hierzu wurden auf einer 10 cm Schalle HEK293-Zellen ausplattiert und bis zu
einer Konfluenz von 80% kultiviert. In einem 2 mL Reaktionsgefaly wurden 300 ul DMEM, 3 ug
Plasmid DNA (cGi500-C117S, cGi500-C195S oder cGi500-C177/195S) und 7 pl Lipofectamin
pipettiert, kurz auf dem Vortexer gemischt und 20 Minuten bei RT inkubiert. Anschlief3end
wurde der gesamte Ansatz auf eine 10 cm Schale Ubertragen und bei 37 °C, 5%
Kohlenstoffdioxid bis zu 30 Std kultiviert.
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Sowohl die Transfektion mittels Lipofektion als auch mittels TurboFect eignen sich fir alle hier
beschriebenen Versuche. Diese Experimente wurden jedoch in verschiedenen Laboren
durchgefliihrt. Deshalb wurde die jeweilige Methode gewanhlt, die in dem jeweiligen Labor

etabliert ist.

2.2.2.6 Selektion stabiler Zelllinien mit Geneticin

Nach der Transfektion der HEK-Zellen mit den Plasmiden und einer Kultivierungszeit der
Zellen von 24 bis zu 30 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel und eine Zugabe des
Selektionsantibiotikums Geneticin (0.2 mg/ml). Nach ca. 7-10 Tagen haben sich die meisten

Zellen, die keine Antibiotiokaresistenz enthielten, durch den Selektionsdruck abgeldst.

+ stabile Klone WT
+ vergleichbare
Transfektion Picken der Klone Fluoreszenz

— | . —_ —

Selektion Selektion

Abb. 2.4: Transfektion und Selektion stabiler Zelllinien mittels Antibiotika-Resistenz- und

Fluoreszenzmikroskopuntersuchungen (erstellt mit BioRender.com).

Die Uberlebenden Zellen, die die Resistenz gegen das Antibiotikum in das Genom eingebaut
hatten, bildeten kleine Kolonien. Die Zellen wurden mit einer 100 pl sterilen Pipettenspitze
isoliert. Dazu wurde die Pipettenspitze mit 10 yl Medium geflillt und gezielt auf einen gut
sichtbaren Klon gerichtet. Durch das Auf- und Abpipettieren wurde der Klon gelést und
anschlieftend vorsichtig auf eine 48- Wellplatte Ubertragen, die bereits pro Well mit 500 ul

Medium + Geneticin gefllt war.

Zudem wurden die Zellen durch die Aufnahme von Fotos auf vergleichbare
Fluoreszenzintensitat Gberprift (Kap. 2.2.2.7) und weiter propagiert, bis diese 80% Konfluenz
erreicht hatten. Die Zellen wurden mit 300 pyl DPBS gewaschen und durch 100 pl
Trypsin/EDTA gel6st. Auf diese Weise wurden die Zellen von einer 48-Wellplatte auf eine 24-
danach 12- und 6-Wellplatte Ubertragen. AbschlieRend wurden die Zellen auf einer 10 cm

Schale ausplattiert, gewartet, bis diese konfluent waren, und fir die langere Lagerung in

56



Methoden

Kryoréhrchen eingefroren. Somit konnten die Zellen mit einer Neomycin Antibiotika-Resistenz

und vergleichbarer Fluoreszenz fiir entsprechende Folgeexperimente eingesetzt werden.

2.2.2.7 Selektion stabiler Zelllinien mittels Fluoreszenzmikroskopie

Die Zellen wurden mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Biozero BZ 8100E der Firma Keyence
hinsichtlich ihrer vergleichbaren Fluoreszenzintensitat untersucht. Dazu wurden unter dem
Mikroskop Aufnahmen einzelner Klone mittels ,BZ Observation Application Software mit
gleichen Einstellungen (insbesondere Belichtungszeit) angefertigt und miteinander verglichen.
Die Sensorfluoreszenz der einzelnen Klone konnte mit dem Filter fir das grin fluoreszierende
Protein (GFP) ET525/50 nm detektiert werden. Die Klone, die eine geringe

Fluoreszenzintensitat gezeigt haben, wurden verworfen.

2.2.2.8 Konzentrationen, Inkubationszeiten und Herstellung von Inhibitor- und

Stimulationslésungen fur ein 6-Well Platten-Format

Als NO-Donor wurde SNP und als HNO-Donoren NCA und CXL-1020 verwendet. Die
verschiedenen Konzentrationen der einzelnen Substanzen wurden aufgrund der publizierten
Angaben zu SNP (Nikolaev et al. 2006), NCA (Donzelli et al. 2017) und CXL-1020 (Diering et
al. 2020) sowie aus den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen (Kap. 3.2.2) ermittelt. Die
saturierenden Endkonzentrationen betrugen fir HNO-Donoren NCA 100 uM, fir CXL 300 pyM
und fir den NO-Donor SNP 50 uM. Die Inkubationszeiten der einzelnen Donoren wurden
aufgrund der unterschiedlichen Halbwertszeiten bzw. der HNO-Freisetzungskinetiken der
Substanzen sowie der 0.g. Publikationen gewahlt. Die Stimulation der Zellen vor der Messung
erfolgte fir die HNO-Donoren NCA 30 Minuten, CXL-1020 20 Minuten und fur den NO-Donor
SNP 10 Minuten. Beim Einsatz des sGC-Inhibitors ODQ erfolgte eine 10-minltige
Vorinkubation der Zellen mit ODQ, bevor die eigentliche Stimulation der Zellen mit NO- und

den HNO-Donoren erfolgte. Die Endkonzentration von DMSO im Medium betrug dabei 0,1%.

e Zur Herstellung von 10 yM ODQ wurden 2 pl einer 100 mM ODQ Lésung in 18 pl
DMSO verdinnt. Daraus wurden 2 pl entnommen und zu den 2000 yL Medium pro
Well gegeben.

e Zur Herstellung einer 50 yM SNP-L6sung wurden 15 mg SNP eingewogen und in 1 ml
DPBS (50 mM SNP-Ldsung) geldst. 2 ul einer 50 mM SNP-L6sung wurden in 2000 pl

Medium gel0st.
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o Die 100 uM NCA Loésung wurde hergestellt, indem zuerst 5 mg NCA in 10 yl DMSO
(2 M NCA-L6sung) gelést wurden. Aus dieser 2 M NCA-LOsung wurden 2 pl
entnommen und mit 38 yl DMSO verdiinnt. So entstand eine 100 mM NCA-L&sung.
2 ul der 100 mM NCA-L6sung wurde zu 2000 pl Medium dbertragen und die Zellen
somit mit 100 uM NCA-L6sung stimuliert.

e Zur Herstellung von 300 yM CXL-1020 wurden 1 mg CXL-1020 in 13,3 uyl DMSO
(300 mM CXL-1020 Losung) geldst. 2ul der 300 mM CXL-1020 Lésung wurden zu den
2000 pL Medium pro Well dazugegeben.

2.2.2.9 Stimulation der HEK293 Zellen, die stabil die Sensoren cGi500 exprimieren

Zum Nachweis einer Intradisulfidblicke wurden 240.000 HEK293 Zellen (Kap. 2.2.3.1), die
stabil die Sensoren cGi500 WT und Mutanten C117S, C195S, C117/195S exprimieren in
2000 pl Medium auf einer 6-Well Platte ausplattiert und nach 24 Stunden mit 100 uM NCA,
300 uM CXL-1020 und 0,1% DMSO als Kontrolle mit und ohne ODQ Vorinkubation stimuliert
(Kap. 2.2.2.8). Die Zellen wurden nach der Behandlung mit 1 ml reduzierendem oder nicht
reduzierendem 3x Laemmli Probenpuffer abgel6st. Im Anschluss erfolgte eine Western Blot
Analyse (Kap. 2.2.5).

2.2.3 FRET-Messungen

2.2.3.1 Vorbereitung einer 96-Well Assayplatte zur Messung der Konzentrations-

Wirkungsbeziehungen und Einzelmessungen

Zur Stimulation und Messung der NO- und HNO-induzierten Konformationsanderung wurden
die WT und Mutanten cGi500 stabil exprimierenden Zelllinien auf eine 96-Well Assayplatte der
Firma Corning ausplattiert. Fir die Bestimmung der Zellzahl und Umsetzung wurde eine

10 cm Schale mit konfluenten Zellen von ¢Gi500 WT und Mutanten verwendet.

In einem 15 ml Falcon-Réhrchen wurden 5 ml Medium vorgelegt. Die Zellen wurden, wie in
Kap. 2.2.2.3 beschrieben, von der Platte abgelést und 5 ml der Zellsuspension zum
vorgelegten Medium Ubertragen. In einem 1,5 ml Reaktionsgefal® wurden 40 pyl Medium und
20 pl Trypan Blau vorgelegt. Im Anschluss wurden 40 pul Zellsuspension der Vorverdinnung
dazupipettiert. Von dieser Losung wurden 10 pl in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert und

die Zellzahl bestimmit.
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Abb. 2.5: Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe der Neubauerkammer. Die mit roten Feilen markierten
16 Késtchen wurden zur Bestimmung der Zellzahl ausgezahlt. Die Anzahl der Zellen wurde mit
104 Zellen pro 1 ml multipliziert und mit 2,5 x Verdinnungsfaktor verrechnet. Beispielsweise wurden
25 Zellen ausgezahlt. Dies entspricht 250.000 Zellen pro 1 ml bzw. 25.000 Zellen pro 100 pl, multipliziert
mit Verdiinnungsfaktor ergeben sich 62500 Zellen pro 100 pl. Um 22.000 Zellen in 100 pl zu erhalten,
wurden 22.000/62.500 x 100pul = 35,2 ul Zellsuspension und 68,8 ul Medium in einem Well zusammen
pipettiert.

Nach der Bestimmung der Zellzahl wurden 22.000 Zellen fir die Messungen am nachsten Tag

und 15.000 fir den Ubernachsten Tag pro Well ausplattiert.

Kurz vor der Messung wurde die 96-Well Platte mit den Zellen aus dem Inkubator enthommen
und das Medium von der Platte entfernt, indem die Platte Gber den Kopf gekippt wurde. Im
Anschluss wurde zu den Zellen 170 yl FRET-Puffer (Tab. 2.8) mit einer Multikanalpipette

dazugegeben. Die Messung konnte nun erfolgen.

Tab. 2.8: Herstellung von FRET-Puffer. Alle Substanzen wurden zusammen gemischt, auf 1 |
aufgefillt und mit 10 M NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Die Lésung wurde durch einen
0,22 pM Filter gefiltert und bei RT aufbewahrt.

Zusammensetzung Menge
NaCl 144 mM
KCI 5,4 mM
MgCl. 1 mM
CaCl 1 mM
HEPES 10 mM
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2.2.3.2 Vorbereitung einer ,Compound“-Platte mit NO- und HNO-Donoren zur

Messung von Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen

Zur Bestimmung von Konzentrationswirkungsbeziehungen fur die WT und Mutanten cGi500
exprimierenden Zelllinien wurden FRET-Signalamplituden fiir die jeweiligen Konzentrationen
von NO und HNO-Donoren aufgenommen. Als NO-Donor wurde SNP und als HNO-Donoren
NCA und CXL-1020 verwendet. Die NO und HNO Substanzen wurden in verschiedenen
Konzentrationen und als Doppelbestimmung auf die ,Compound“-Platte aufgetragen
(Abb. 2.6).

1uM 10pM | 30pM | 100 pM | 300 pM | 100 pM | 30 pM | 10 pM

I @ MmO o W o=

Abb. 2.6: Pipettiermuster der ,,Compound“-Platte fiir NO- und HNO-Donoren.

Da von der ,Compound‘Platte 30 pl der NO/HNO-Donorlésung durch das
Hochdurchsatzplattengerat FlexStation3® zu den Zellen mit 170 yl FRET-Puffer (ibertragen
wurden, ergab sich ein Verdlinnungsfaktor von 6,67. Die Compounds selbst mussten deshalb
in einer 6,67-fach hoheren Konzentration auf der Platte vorbereitet werden. Hierzu wurden
zunachst zur Herstellung einer 200 mM Stammlésung 5 mg NCA in 100 pul DMSO gelést. In
einem 5 ml Reaktionsgefal wurden zur Herstellung einer 300 uM bzw. 2000 uM NCA-L6sung
3960 ul FRET-Puffer vorgelegt und 40 ul von der 200 mM NCA-L6sung zusammengemischt.

Nach diesem Rechnungsbeispiel wurden die restlichen Konzentrationen berechnet.

Fur die Herstellung einer 200 mM CXL-Stammldésung wurden 5 mg CXL-1020 in 100 yl DMSO
gelést und nach dem vorherigen Rechenbeispiel weiterhin verdinnt und auf die Platte
Ubertragen. CXL-1020 muss aufgrund seiner kurzen Halbwertzeit stets kurz vor der Messung
in FRET-Puffer verdinnt werden. Das bedeutete, dass jede einzelne Konzentration von CXL-

1020 einzeln auf der Platte vermessen werden musste.

Der NO-Donor SNP wurde in gewunschter Menge abgewogen und direkt in FRET-Puffer
geldst. Zur Herstellung von 1 ml einer 200 mM Stammlésung wurden 0,0596 g SNP
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eingewogen. Nachdem die Verdinnungen angesetzt wurden, konnten diese auf die

»,Compound“-Platte aufgetragen werden.

2.2.3.3 FRET-Messungen mit dem FlexStation3® Hochdurchsatzplattengerat

Die Stimulation und Messung der WT und Mutante cGi500 stabil exprimierender Klone wurde
mittels des Hochdurchsatzplattengerates FlexStation3® (Abb. 2.7) durchgefiihrt. Dieses Gerat
ist nicht nur in der Lage eine simultane Messung von 8 Wells durchzuflhren, sondern auch
die Donoren von der ,Compound“-Platte mittels der im Gerat eingebauten 8-Kanalpipette auf
die 96-Well Platte mit den zuvor ausplattierten Zellen zu Ubertragen. Die Stimulation mit
NO/HNO flihrt zur Abnahme der YFP- und zu einem Anstieg der CFP-Fluoreszenz. Das
Verhaltnis von CFP/YFP reflektiert dabei den Anstieg der cGMP Konzentration oder die

Konformationsanderung des Sensors durch Oxidation.

| Pipettenspitzenbox

Compoundplatte

Assayplatte

Pipettenspitzen

Abb. 2.7: Hochdurchsatzplattengerit FlexStation3®. Das Gerat besitzt eine Multikanalpipette mit
auswechselbaren Pipettenspitzen zur Verminderung von Kreuzkontaminationen und drei
verschiedenen automatisch ausziehbaren Vorrichtungen fir Pipettenspitzen, Compoundplatte und
Assayplatte.
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Die Einstellung ,Flex-Read* wurde ausgewahlt. Das Ausgangsvolumen der Assayplatte betrug
dabei 170 ul pro Well. Die Eintauchhdhe der Pipette betrug 150 ul und es wurden 30 ul der
zuvor angesetzten Donorsubstanzen von der ,Compound®-Platte auf die Assayplatte
transferiert. Die Geschwindigkeit der Zugabe betrug dabei ~31 ul/s mit der Einstellung ,Rate
2“. Fir die Auslesung der Daten wurde die Einstellung ,Fluoreszenz* ausgewahlt. Die FRET

Messungen erfolgten unter folgenden Bedingungen:
Wellenlange 1: Exzitation 440 nm, Emission 485 nm, Cutoff 455 nm.
Wellenlange 2: Exzitation 440 nm, Emission 535 nm, Cutoff 455 nm.

Die Messzeit pro Experiment betrug dabei 1200 Sekunden mit einem Messintervall von
10 Sekunden. Fir die automatische Anzeige und Berechnung der Ergebnisse wurde die
Wellenlangenkombination ,Lm1/Lm2“ ausgewahlt. Die kinetische Reduktion wurde als ,Max —
Min“ dargestellt und die Basislinie in Prozent (%) angezeigt. Die Auswertung der Ergebnisse
erfolgte mit dem Programm Origin8.5G. Hierzu wurden die resultierenden FRET Signale auf
die bei der hdchsten Konzentration gemessene maximale Amplitude normalisiert und als ,%

max“ dargestellt.

2.2.3.4 FRET-Messungen in Zelllysaten

Zur Bestimmung der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen und FRET-Messungen in
Zelllysaten nach Gabe einer definierten HNO-Donor Konzentration, wurden HEK293 Zellen
mit stabil exprimierten Sensoren cGi500 WT und Mutanten C117S, C195S, C117/195S auf
vier 10 cm Schallen pro Konstrukt ausplattiert und bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert.
Nach Erreichen der Konfluenz wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen vorsichtig
mit 5 ml FRET-Puffer pro Zellkulturschale gewaschen. Danach erfolgte die Stimulation der
Zellen fir 20 Min mit 100 uM NCA bzw. 10 Minuten mit 300 yM CXL-1020 im FRET Puffer bei
RT. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen erneut
vorsichtig mit FRET Puffer gewaschen. Im Anschluss daran wurden 1 ml FRET-Puffer zu den
Zellen gegeben und alle weiteren Schritte auf Eis durchgefihrt. Die Zellen wurden mit einem
Zellschaber von der Platte entfernt, die Zellsuspension in 2 ml Eppis Uberflhrt und fiir
20 Sekunden mittels des Ultraturrax-Gerates (Stufe 4) aufgeschlossen. Die Lysate wurden
anschlielend in die Untrazentrifugationsrohrchen Uberfihrt und 20 Minuten bei 80.000 g und
4 °C abzentrifugiert. Zur Bestimmung der CFP/YFP Ratio wurden direkt 200 pl von den

Uberstanden auf die 96-Wellplatte (ibertragen und mit der FlexStation3® vermessen.
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Zur Bestimmung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir cGMP wurden Zelllysate ohne
vorherige Stimulation hergestellt, auf der 96-Wellplatte mit aufsteigenden Konzentrationen von
cGMP (0,01; 0,1; 1; 10; 100 pM) in vitro stimuliert und direkt gemessen.

2.2.4 PKGla Aktivitatsassays

2.2.4.1 In vitro PKGla Assay mit rekombinantem Substrat C1-M-C2

Die Aktivitat der PKGla-WT und Mutanten wurde anhand der Phosphorylierung des mit Hise-
tag markierten rekombinant exprimierten und gereinigten Substrates C1-M-C2 (13,1 pg/ul) in
Gegenwart von ATP in vitro untersucht (Donzelli et al. 2017). Das Substrat ist ein
rekombinantes Protein, bestehend aus den N-terminalen C1-, M- und C2-Domanen des
kardialen Myosin-Bindeproteins C, das die Aminosauren 153-450 enthalt. Das Myosin-

Bindeprotein wurde als Substrat der PKGla beschrieben (Thoonen et al. 2015).

Fir den Assay wurden 240.000 HEK293T-Zellen pro Well mit 1 ug pcDNA-PKGla-Plasmiden
WT, C117S, C195S und C177/195 mittels TurboFect transfiziert (Kap. 2.2.2.5). Nach
24 Stunden wurden die Zellen mit 0,1% DMSO als Kontrolle und den NO- und HNO-Donoren
stimuliert (Kap. 2.2.2.8). Im Anschluss erfolgte die Abldsung der Zellen in 500 ul Lysis Puffer
(Tab. 2.10). Jeweils 50 ul der einzelnen Proben wurden fir den in vitro PKGla Assay
verwendet. Diese Proben wurden 1:1 mit Assay Puffer (Tab. 2.9), der 100 uM ATP als
Endkonzentration enthielt, verdiinnt. Die restlichen 450 ul wurden in zwei einzelne Proben
aufgeteilt und mit reduzierendem (9% B-Mercaptoethanol, [Tab. 2.11]) oder nicht

reduzierendem 3x Laemmli Probenpuffer (100 mM Maleimid, [Tab. 2.11]) verdunnt.

Um die Phosphorylierung zu starten, wurden 20 pg/Reaktion des an die Ni-NTA Agarose
Perlen gebundenen Substrates C1-M-C2, das in Assay Puffer umgepuffert war, zu den 50 pl
Proben dazugegeben. Die Proben wurden fir 30 Minuten bei 30 °C im Schuttler bei 300 rpm
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation der Proben bei 4 °C und 2000 g fir 1 Minute.
Die Flissigkeit wurde verworfen und die Agarose Beads in 75 pl reduzierendem 3x Laemmli
Probenpuffer resuspendiert. Die Proben wurden fiir 5 Minuten bei 75 °C hitzeinaktiviert und im

Anschluss erfolgte eine Western Blot Analyse (Kap. 2.2.5).
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Tab. 2.9: Herstellung von in vitro kinase Assay Puffer.

Zusammensetzung

TrispH 7.4
MgCl,

Menge

30 mM
15 mM

Tab. 2.10: Herstellung von Lysis Puffer fiir in vitro Kinase Assay.

Zusammensetzung

TrispH 7.4
NaCl
EDTA
EGTA

NaF

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail

Menge

30 mM
150 mM
1mM

1 mM
2mM

1 Tablette

Tab. 2.11: Nicht reduzierender 3x Laemmli Puffer mit Maleimid und reduzierender 3x Laemmli

Puffer mit B-Mercaptoethanol

Zusammensetzung Menge

Tris pH 6.8 187.5 mM
Glycerol 30% (v/v)
SDS 6% (W/v)
Bromophenol blau 0,03% (w/v)
+ Maleimid 100 mM

+ R-Mercaptoethanol

Menge

187.5 mM
30% (v/v)
6% (wW/v)
0,03% (w/v)

9% (v/v)

2.2.4.2 Spektrophotometrischer Kinase Aktivitatsassay mit gereinigter PKGla und

synthetischem Substrat VASPtide

Die Aufreinigung sowie der Cook-Assay wurden mit freundlicher Unterstlitzung im Institut fir

Biochemie in Kassel bei Prof. Dr. Friedrich Herberg durchgeflhrt.

64



Methoden

2.2.4.2.1 Aufreinigung der humanen PKGIla-WT und C117/195S

Zur Aufreinigung humaner WT- (hPKGla-WT) und C117/195- (hPKGIa-C117/195S) Kinasen
erfolgte zuerst die Transfektion der Volllangen pcDNA 3.0-FSS+hPKGIa-WT und pcDNA 3.0-
FSS+hPKGIa-C117/195S Plasmide in HEK293 Zellen nach Kap. 2.2.2.5. Die Aufreinigung
konnte danach aufgrund des vorhandenen und im Expressionsplasmid eingebauten Twin-
Strep-tags® durchgefiihrt werden. Das rekombinante Protein bindet spezifisch mit dem Twin-
Strep-tag® an die StrepTactin®XT Matrix der Saule. Dadurch kénnen alle nicht gebundenen,
unspezifischen Proteine durch den physiologischen Waschpuffer entfernt werden. Die Elution
erfolgt mittels hoher Konzentration an Biotin im Elutionspuffer, welches mit dem gewtinschten
Protein um die Bindestelle in der Matrix konkurriert. Bei der Elution wird das rekombinante

Protein in einem 1,5 ml Gefalt aufgefangen und die Konzentration im Anschluss bestimmt.

Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt, wenn nicht anders beschrieben.
Die Saule fur die Aufreinigung des Proteins wurde mit der Strep-Tactin Superflow® Agarose
beladen und mit dem Lysepuffer equilibriert. Das Zellpellet wurde aufgetaut und in 10 ml
Lysepuffer (Tab. 2.12) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mittels einer Metallspritze
homogenisiert, 30 Minuten bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert und anschlieend bei 40.000x
g fur 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen 0,22 um Filter gefiltert, auf
die zuvor praparierte und aquilibrierte Saule aufgetragen und der Durchfluss aufgefangen.
Nicht gebundene und unspezifische Proteine wurden in vier Waschritten mit jeweils 2 ml Puffer
von der Saule entfernt. Der erste Waschschritt erfolgte mit Lysepuffer, der zweite mit
Phosphatpuffer bei RT und der dritte und vierte mit Waschpuffer bei 4 °C. Das Zielprotein
PKGIla wurde mit Elutionspuffer in vier bis funf Schritten von der Saule eluiert. Im ersten,
dritten, vierten und flinften Schritt wurde mit 400 ul und im zweiten mit 700 pl eluiert. Nach
jeder Elution erfolgte eine Probennahme und Uberpriifung der jeweiligen Proteinkonzentration
via Bradford-Proteinassay-Schnelltest. Dazu wurden 47 ul Bradford Reagenz (Bio-Rad) mit 3
pl der jeweiligen Eluationsfraktion gemischt. Die Elutionsproben mit der hdchsten
Konzentration wurden miteinander vereint und fir den Austausch des Puffers zu
Lagerungspuffer auf eine Nap-10 Saule Ubertragen. Anschliefend wurde ebenfalls die
Proteinkonzentration mit dem Bradford-Proteinassay bestimmt. Zur Uberwachung des
Aufreinigungsprozesses und der Uberpriifung der Reinheit des exprimierten Proteins wurden
Proben entnommen und mittels SDS-Page detektiert. Dazu wurden 20 ul der Probe "Zelllysat"
(C), "Uberstand" (S), "Pellet" (P), "Durchfluss” (F), "Waschen" und "Elution" mit 80 ul 5x SDS

Probepuffer vermischt. Auch 20 pl der Proben der einzelnen Wasch- und Elutionsschritte
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sowie der Probe nach dem Austausch des Puffers wurden mit 20 ul 5x SDS Probepuffer

versetzt und auf das 12% Gel aufgetragen.

Tab. 2.12: Herstellung von Aufreinigungs- und Lagerungspuffer.

Lyse- + Waschpuffer 1 Waschpuffer 2 Elutionspuffer Lagerungspuffer
50 mM Tris pH 7.3 366 mM NazHPO, 200 mM Tris pH 8,0 | 50 mM Tris pH 7,3
150 mM NaCl 134 mM NaH2PO4 | 300 mM NaCl 150 mM NaCl

0,5 mM TCEP 0,5 mM TCEP 2 mM EDTA 0,5 mM TCEP

1 Tablette cOmplete- 5 mM Desthiobiotin

Protease Inhibitor Cocktail

1 Tablette PhosSTOP™-
EasyPack

0,4% Tween20

2.2.4.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Der Bradford-Proteinassay wurde durch M. Bradford 1976 (Bradford 1976) entwickelt und
ermdglicht eine schnelle, genaue Bestimmung der Proteinkonzentration mittels
spektrophotometrischer Analyse. Dazu wurde ein Mix aus 8 ul Proteinlésung und 800 ul ddH20
hergestellt, mit 200 ul der 5x Bradford Reagens vermischt und das Gemisch fir 15 Minuten
abgedunkelt inkubiert. AnschlieRend wurde das Gemisch bei einer Extinktion von 595 nm im
Spektralphotometer Specord 205 von Analytik Jena vermessen. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde zuerst eine Eichgerade aus Serumalbumin (BSA) ermittelt.
Anhand der daraus entstandenen Steigung wurde die Konzentration des gewlnschten
Proteins ermittelt. Die Proteinkonzentration wurde mindestens drei Mal bestimmt und der

Mittelwert dieser Messung berechnet.
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2.2.4.2.3 Untersuchung der PKGla Aktivitat mittels eines spektrophotometrischen
Assays (Cook Assay)

Die Charakterisierung der enzymatischen Parameter, sowohl der spezifischen Aktivitat als
auch der Aktivierungskonstante ka von hPKGla-WT und hPKGla-C117/195S, erfolgte mittels
eines spektrophotometrischen Assays nach Cook P. F. (Cook et al. 1982). In drei miteinander
gekoppelten biochemischen und im stdchiometrischen Gleichgewicht ablaufenden Reaktionen
wurde die Phosphorylierung des synthetischen Peptidsubstrats VASPtide (GeneCust Europe)
unter Verbrauch von ATP indirekt Uber NADH+H® Messung photometrisch detektiert.
NADH+H* kann im Gegensatz zu oxidiertem NAD* bei einer Wellenlange von 340 nm das
Licht absorbieren und somit bei dieser Wellenlange vermessen werden. Das ATP, welches im
ersten Schritt aus der Phosphorylierung des Substrates durch PKGla entstand, wird im
nachsten Schritt durch das Enzym Pyruvatkinase und den Zusatz von Phosphoenolpyruvat
(PEP) erneut zu ATP regeneriert. Zusatzlich zu ATP entsteht bei der Reaktion das Produkt
Pyruvat. In der abschlieBenden Reaktion wird das Pyruvat mit Zusatz von NADH+H" durch die
Laktatdehydrogenase (LDH) zu Laktat und NAD" umgesetzt. Die spezifische Aktivitat der
PKGIla konnte Uber die Extinktionsanderung pro Zeit nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz

bestimmt werden:

Vg
AE =

U 340nM ( )
spezifische Aktivitat (—) = Veke

myg ENADH" CpKGa" d
Ve/Vekala: Verdiinnungsfaktor des Proteins (Gesamtvolumen (Vg) / Volumen der PKGla (Vekaia))
AE340: Steigung der Absorptionskurve bei 340 nm
ENADH: Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm (6,28103L mol' cm-')
CPKGla: Massenkonzentration der eingesetzten PKGla (mg/ml)
d: Dicke der Kuvette (1 cm Durchmesser)

U/mg: Units/mg (umol min-' mg-")

Die spezifische Aktivitat gibt die Menge des Substrats an, das pro Zeiteinheit von einem mg
Enzym umgesetzt wurde. Zur Bestimmung der Aktivierungskonstante kax, welche die Menge
an cGMP angibt, bei der die halbmaximale Aktivitat des Enzyms erreicht wurde, wurde cGMP
in ansteigender Konzentration eingesetzt. Kalkulierte Werte der spezifischen Aktivitat wurden
gegen logarithmische cGMP Konzentrationen aufgetragen und mit einer sigmoidalen Kurve

durch die GraphPad Prism 8.0.1 Software gefittet. Der ECso Wert dieser Kurve entspricht kaxt.
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Fir den Cook-Assay (2x) wurden die in der Tab. 2.13 aufgefihrten Reagenzien zusammen
pipettiert und vor Beginn der Messung das Mikroplattenlesegerat CLARIOstar oder POLARSstar
mit NADH (7,6 mg/ml) zwischen 0,9 und 1 geeicht.

Tab. 2.13: Herstellung von Cook-Assay Mix mit Substrat VASPtide.

Zusammensetzung Menge
MgCl, 20 mM
MOPS (PH 7.0) 100 mM
PEP 2mM
LDH 2750 U/ml
ATP 2mM
Pyruvatkinase 2000 U/ml
VASPtide 2mM

In einer 96-Well Platte wurde der Cook-Assay Mix zu der bereits aufgetragenen cGMP
Verdinnungsreihe gegeben. Um die Reaktion zu starten, wurde hPKGla-WT oder hPKGlo-
C117/195S (Endkonzentration: 2,5 nM) mit oder ohne dem HNO-Donor NCA
(Endkonzentration: 100 uM) pipettiert, so dass ein Verdiinnungsverhaltnis zwischen Cook-
Assay Mix, cGMP und Protein von 2:1:1 entstand. Die Reaktion wurde bei einer Wellenlange

von 340 nm fir 15-20 Minuten vermessen.

2.2.4.3 Untersuchung der PKGla Aktivitat durch endogene VASP-Phosphorylierung

Die Untersuchung der Aktivitat von PKGla-WT und Mutante erfolgte mittels Phosphorylierung
des endogen exprimierten Substrats VASP in primaren aortalen VSMCs. Hierzu wurden
VSMCs aus Aorten der Maus (Kap. 2.2.6.3) isoliert und kultiviert. Bei Erreichen der Konfluenz,
wurden diese mit 0,1% DMSO als Kontrolle, NO- und HNO-Donoren mit und ohne ODQ
stimuliert (Kap. 2.2.2.8). Die Zellen wurden im Anschluss mit 100 pl Lysis Puffer (Tab. 2.14)
abgeldst. Davon wurden 80 pl des Lysats in 1,5 ml Reaktionsgefald tbertragen und mit 40 pl
des reduzierenden 3x Laemmli Puffer versetzt. Im Anschluss wurden die Proben 5 Minuten

bei 95 °C gekocht und bis zur Western Blot Analyse (Kap. 2.2.5) eingefroren.
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Tab. 2.14: Herstellung von Lysis Puffer fiir ex vivo Kinase Assay.

Zusammensetzung Menge
TrispH 7.4 187.5 mM
Triton X-100 1% (viv)
cOmplete Protease Inhibitor Cocktail 6% (W/v)

2.2.5 Proteinanalyse

2251 SDS-PAGE

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese  (eng. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis [SDS-PAGE]) ist eine analytische, gelelektrophoretische
Methode zur Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld nach ihrer Molekilmasse. Ein
Gel bestehend aus Stapel- und Laufgel wurde unmittelbar vor der Analyse gegossen. Dieses
bestand aus 10 bis 15 Probetaschen in einer Dicke von 1,0 mm. Zur Detektion von PKGIla
wurde ein Laufgel von 7,5% Acrylamid angesetzt. Zur Analyse von VASP und C1-M-C2 wurde
ein Laufgel von 10-10,5% und ein 12%iges Gel zur Detektion des Aufreinigungprozesses von
PKGla angefertigt. Die Zusammensetzung der Gele ist in der Tab. 2.15 aufgeflihrt. Alle
reduzierten Proben wurden kurz vor der Auftragung bei 95°C fir 5 Minuten bzw. bei 75°C flr
nicht reduzierte Proben gekocht. Auf das Gel wurden 10-15 pl pro Probe aufgetragen. Der
Proteinmarker (5 pl) wurde an die erste Position des Gels aufgetragen. Die Proben wurden bei
200 V fir ca. 50 Minuten im Laufpuffer (Tab. 2.17) aufgetrennt. Die Proben, in denen VASP
detektiert wurde, wurden gesondert behandelt und bei 100 V fir 30 min und 130 V fur 1 Stunde
aufgetrennt. Die Proben der Aufreinigung C, S, P, und F wurden ebenfalls gesondert
behandelt, auf das Gel aufgetragen und bei 300 V fir 35-40 min laufen gelassen. Das Gel mit
den aufgetrennten Aufreinigungsproben wurde ins deionisierte Wasser tbertragen und drei
Mal fir 1 Minute bei 600 W in der Mikrowelle erhitzt. Das Wasser wurde nach jedem Schritt
der Erhitzung gewechselt und im Anschluss erfolgte eine Farbung des Gels mit Coomassie
Blau Ldsung. Die Gele von in vitro Kinase Assays und VASP-Phosphorylierung wurden fur die

Western Blot Analyse (Kap. 2.2.6) verwendet.
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Konzentrationen.

Herstellung von Stapel-

Zusammensetzung Laufgel (7,5%)
Acrylamid (30% w/v) 2,5ml

4x Tris/SDS pH 8,8 2,5 ml

H-O 4.98 mi

APS (10% w/v) 100 pl
TEMED 10 pl

Tab. 2.16: Herstellung von 4x Tris/SDS.

Zusammensetzung 4x Tris/SDS
(Laufgel)

Tris 1.5 M (pH 8,8)

SDS 0,4% (v/w)

Methoden

und Laufgel mit unterschiedlichen Acrylamid

Laufgel (10%) | Laufgel (12%) | Stapelgel

3,3 ml 4 ml 1,16 ml

2,5ml 3ml 2,5ml (pH 6,8)
4.2 ml 3,2 ml 6,23 ml

100 pl 100 pl 100 pl

10 10 ul 10 pl

4X Tris/SDS

(Stapelgel)

0,5 M (pH 6,8)

0,4%(v/w)

Tab. 2.17: Herstellung von SDS-Lauf- und Coomassie Blue Farbung.

Zusammensetzung SDS-10x

Laufpuffer
Tris 0,25M
Glycin 1,92 M
SDS 0,4% (viw)

Zusammensetzung Coomassie Blue Farbung

Phosphorsaure 12%
Ethanol 4%
2-Hydroxypropyl-3-
cyclodextrin (Arcos) 2% (w/v)

Coomassie Brilliant

Blue G250 0,05% (W/v)

2.2.5.2 \Western Blot-halbtrockener/tankbasierter Proteintransfer

Die Western Blot Analyse dient zur Ubertragung von Proteinen auf eine Nitrocellulose- oder
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran, die wahrend des SDS-PAGE Verfahrens nach ihrer

Grole aufgetrennt worden sind. Diese Membran wird im Anschluss zur Immunodetektion

verwendet. Die Western Blot Analyse fur in vitro Kinase Assays mit rekombinantem Substrat

C1-M-C2, Detektion der Expression von PKGIla aus Proben verschiedener Organe sowie die

cGi500 Detektion erfolgte mittels halbtrockenen Transfers. Experimente mit VSMCs und
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endogenem Substrat VASP wurden mittels eines tankbasierten Transfers analysiert. Das
tankbasierte Verfahren lasst erfahrungsgemaf die Phosphorylierung von VASP am besten
detektieren (Kobsar et al. 2012).

Sowohl fur den halbtrockenen als auch fir den tankbasierten Proteintransfer wurden zunachst
Membranen und Filterpapier in einer Gré3e von 8,5 x 5,5 cm fiir den halbtrockenen bzw. 9 x
7 cm flr den tankbasierten Transfer zugeschnitten. Membranen aus PVDF wurden kurz vor
Anwendung in Methanol fur 10 Sekunden aktiviert und im Anschluss in Transferpuffer gespllt.
Membranen aus Nitrocellulose und Filterpapier wurden direkt in Transferpuffer getrankt und
bis zur Anwendung dort inkubiert. Die Auswahl der Membran erfolgte nach der Angabe des
Herstellers fir den jeweiligen Antikdrper. FUr den Transfer wurde ein symmetrisches Western
Blot Sandwich, bestehend aus jeweils 8x Filterpapierstiicken, Membran und Gel hergestellt.
Dabei werdeb die Membran und das Gel zwischen 8 Lagen von Filterpapier (je 4
Filterpapierstiicke pro Seite) gelegt. Dieses Western Blot Sandwich wurde fur den
tankbasierten Transfer in einen Western Blot Rahmen gelegt und anschlieRend in die vertikale
Elektrophorese Zelle Western Blot Mini-PROTEAN® Tetra Vertical, gefiillt mit kaltem 1x
Transferpuffer (tankbasiert, Tab. 2.18) befestigt. Flr den halbtrockenen Transfer wurde das
Sandwich direkt auf die TE 77 ECL Semi-Dry Transfer Einheit gelegt. Dabei wurde auf die
Oberflachen des Gerates etwas 1x Transferpuffer (halbtrocken, Tab. 2.18) aufgetragen. Die
Membran in beiden Geraten wurde in Richtung Anode ausgerichtet, so dass die negativ
geladenen Proteine zu der Anode migrieren konnten. Der halbtrockene Transfer der Proteine
erfolgte fur 2 Stunden bei konstantem Strom von 45 mA per Membran, dagegen dauerte der
tankbasierte Transfer 1 Stunde bei 100 V.

Tab. 2.18: Herstellung von Transferpuffer, halbtrocken und tankbasiert.

Zusammensetzung  10x Transferpuffer, | 10x Transferpuffer,
halbtrocken tankbasiert

Tris 0,048 M (pH 8,3) 0,33 M Tris (pH 7,6)

Glycine 0,038 M 1,9 M NaCl

SDS 0,037% (w/v)

Methanol 20% (v/v) 20% (v/v)
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2.2.5.3 Immunoblotting

Das Immunoblotting dient zur halbquantitativen Detektion der Proteine nach Abschluss der
Ubertragung von Proteinen auf die Membran. Die unspezifisch bindenden Proteine auf der
Membran wurden mit Hilfe eines Blockierungspuffers bestehend aus 0,5%-10% (w/v) Milch
oder 5% (w/v) BSA in 1x TBST (eng. Tris-buffered saline with Tween® 20 [Tab. 2.18]) fiir
30 Minuten blockiert. Im Anschluss wurde die Membran kurz in TBST gewaschen und mit den
primaren Antikdrpern bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran
3-mal in 1x TBST fir 10 Minuten gewaschen, um nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen.
Im Anschluss wurde die Membran mit dem sekundaren Antikorper, der spezifisch an den
primaren bindet, fir 1 Stunde inkubiert und im Anschluss erneut 3-mal fir 10 Minuten mit 1x
TBST gewaschen. Sowohl der primére als auch der sekundare Antikdrper wurden in 0,5%-1%
Milch oder in 5% BSA angesetzt. Die BSA- und Milchkonzentration als auch die Verdinnung
des Antikérpers sind abhangig vom verwendeten Antikdrper und sind der Anweisung des

Antikorper-Herstellers zu entnehmen bzw. in Kap. 2.1.10 und 2.1.11 zusammengefasst.

Die Entwicklung der Membran und Detektion der Banden erfolgte mit Hilfe der
Chemilumineszenz in einem ChemiDoc System oder durch Benutzung von Fotofilmen in
Kombination mit Entwickler- und Fixierldésung. Dazu wurde die Membran 2 Minuten in 2 ml
Amersham Enhanced Chemiluminescence (ECL) Lésung inkubiert. Es wurden
unterschiedliche Belichtungszeiten ausprobiert und die Aufnahmen mit der bestmdglichen

Qualitat ausgewahlt.

Tab. 2.19: Herstellung von TBST fiir Inmunoblotting.

Zusammensetzung 10x TBS | Zusammensetzung 1x TBS mit Tween® 20 (TBST)
Tris 0,2M 10x TBS (v/v) 10%
NaCl 1,37 Tween® 20 (v/v) 0,1%

2.2.6 Mausexperimente

Dr. Boris Skryabin (TRAnsenic animal Model facility in Minster) generierte mit Hilfe der
CRISPR/Cas9 Technologie heterozygote Mause mit den Mutationen Prkg1-C117S, Prkg1-
C195S und Prkg1-C117/195S. Zur Untersuchung der in vivo oxidativ induzierten
Intradisulfidbricke zwischen C117 und C195 wurde das C117 im Exon 2 oder das C195 im
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Exon 4 oder beide gleichzeitig zu nicht-oxidierbarem Serin im Prkg1 Gen (Abb. 2.8)
ausgetauscht. Alle drei Mauslinien wurden auf dem genetischen Hintergrund C57BL/6J

gezuchtet und fir die beschriebenen Experimente verwendet.

Prkg1_crRNA1 / \ Prkg1_crRNA2
..TGTGGACAGTATGTA.. .. GATCGACAAAGTTTTCAA..
— 1 —//— ..TGTGGACTGTATGTA.. /a .. GATCGACAATGTTTTCAA.. —//— 18 |
exon2 exon4

Abb. 2.8: Generierung der KI-Mause Prkg1-C117S, Prkg1-C195S und Prkg1-C117/195S mittels
CRISP/Cas9 Technologie. Schematische Darstellung des Prkg1-Gens mit den Exonen 2 und 4, in
denen C117 und C195 kodiert sind. Punkmutationen wurden parallel in ein jeweiliges Exon mittels der
schematisch eingezeichneten CRISPR RNA (crRNAs) eingefiihrt. Danach erfolgte eine zusatzliche
Modifikation des Exons 2 in den homozygoten C195S Embryonen, um doppeltmutierte Tiere
herzustellen.

Die Haltung und Zucht der homozygoten Mause erfolgte in der Forschungstierhalterung des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Die Mause wurden bei regelmafligem Tages- und
Nachtzyklus von 12 Stunden gehalten. AuRerdem wurden die Tiere regelmafig mit Nahrung
und Wasser (ad libitum Fltterung) versorgt. Eine Ausnahme in der Nahrungsversorgung war
notwendig fur die Mauslinie mit der Doppelmutation Prkg1-C117/195S. Diese Mause sind nicht
in der Lage eine rohfaserreiche Nahrung zu verstoffwechseln. Deshalb musste die Nahrung
an ihre Bedirfnisse angepasst werden, indem diese mit einer fetthaltigen und ballaststofffreien

Diat versorgt wurden.

Tab. 2.20: Rohfaserarme Spezialdiat fiir die Mauslinie Prkg1-C117/195S (Protokol nach Prof.

Andreas Friebe, Physiologisches Institut Julius-Maximilians-Universitat, Wiirzburg)

Zusammensetzung Menge

Rohfaserarme Diat

(Altromin, C1013) 30 kg
Natriumbicarbonat

(Sigma-Aldrich, S-6014) 609
Esomeprazol 40 mg

(AbZ, 06465390) 1500 mg

73



Methoden

Die Verwaltung der Mause erfolgte durch die Tbase Sofware. Zur Genotypisierung der Mause
wurden Schwanzbiopsien durch Tierpfleger entnommen und nach Kap. 2.2.6.1 getestet.
Weibliche und mannliche Mause wurden im Alter von 12-16 Wochen flir Experimente
verwendet. Die geltenden tierschutzrechtlichen Vorschriften fir die Maushaltung und

Organentnahmen wurden befolgt.

2.2.6.1 Genotypisierung

Genotypisierung ist eine molekulargenetische Methode zur Bestimmung der eingefihrten
genomischen Veranderung bei einem Lebewesen. In dieser Doktorarbeit wurden transgene
Mause mit Punktmutationen im Prkg1 Gen analysiert. Hierzu erfolgte die Extraktion der DNA
aus der Schwanzbiopsie und die Bestimmung des Genotyps mittels TagMan Polymerasen
Ketten Reaktion (TagMan PCR).

2.2.6.1.1 DNA Isolation

Fir die Isolation der genomischen DNA aus den Schwanzbiopsien wurde der Direct PCT-Tall
Puffer (100 ul), der die Proteinkinase K (500ug/ml) enthalt, verwendet. Schwanzbiopsien
wurden dabei bei 55 °C und 1000 Umdrehungen pro Minute (rpm) [eng. revolution per minute])
Uber Nacht geschuttelt. Am nachsten Morgen wurden die Proben 20 Minuten bei 85 °C

hitzeinaktiviert und im Kihlschrank gelagert.
2.2.6.1.2 Durchfuhrung der TagMan PCR

Die TagMan PCR ist eine quantitative Methode, die in der Lage ist, in Echtzeit spezifische
Amplifikationsprodukte darzustellen, aufgrund der verwendeten fluoreszierenden DNA-
Sonden, die mit einem Reporter- am 5°- und einem Quencher-Farbstoff am 3'-Ende
ausgestattet sind. Mit dieser Methode ist es moglich zwischen WT (+/+), heterozygoten (d/+)
und homozygoten (d/d) Tieren zu unterscheiden. Die Sonden lagern sich komplementar zu
einem internen Abschnitt der Ziel-DNA an. Zusatzlich werden zum PCR Ansatz Vorwarts- und
Ruckwartsprimer (Tab. 2.1.5) hinzugefigt, die ebenfalls an das 5- und 3'-Ende der DNA
binden und das gewtinschte Fragment in Gegenwart der Taq Polymerase amplifizieren. Wenn
die Quencher- und Reporter-Farbstoffe in unmittelbarer Nahe zueinander sind, wird die
Fluoreszenz des Reporters von dem Quencher aufgenommen. Sobald die TagMan

Polymerase den neuen DNA Strang synthetisiert, baut diese die komplementar angelagerten
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TaqgMan Sonden ab. Die Degradierung der Sonden fiihrt zur Separierung der Fluorophore und
somit zur Reduzierung des Quenching-Signals. Dies fuhrt zur Erhéhung der Intensitat des
emittierten Lichts vom Reporter-Farbstoff, welches detektiert werden kann (Kalinina et al.
1997). Die Sonden (Tab. 2.1.7) wurden mit dem Reporterfluoreszenzfarbstoff Cyanine 3
Phosphoramidite (Cy3) und mit einem Fluoreszenzquencher Black Hole Quencher 1 (BHQ1)
markiert. Die Entwicklung der Sonden erfolgte durch Dr. Boris Skryabin. Diese wurden bei der

Firma Eurofins Genomics bestellt.

Fir die TagMan PCR Reaktion wurde das Light Cycler 480 Master Kit von der Firma Roche
nach Gebrauchsanleitung des Herstellers verwendet. Die Proben wurden in Duplikaten
vermessen. Als Referenz diente eine WT-, eine heterozygote DNA- und eine Blindprobe mit

ddH»0. Die Zusammensetzung des TagMan Assays ist in der Tab. 2.20 A und B dargestellt.

Tab. 2.21 Anséatzen von TaqMan Master Mix. A. TagMan PCR Assay mit Vorwérts- (D1) und
Ruckwarts- (R1) Primern und der spezifischen Probe WT und Mutante mit dem dazugehérigen PCR-
Programm (B).

A. Herstellung des Mastermixes fiir die TagMan PCR.

Zusammensetzung pro Well Stock Menge
5x LightCycler® 480 Probes Master Mix 4 ul
Primer D1 WT/Mutante 10 pmol/pl 0,2 ul
Primer R1 WT/Mutante 10 pmol/pl 0,2 ul
Probe WT/Mutante 0,2 ul
Genomische DNA 100 ng 1 ul
RNase freies Wasser 14,4 ul

B. TagMan PCR Programm. Die TagMan PCR wurde im Gerat QuantStudio™ 5 Pro Real-Time
PCR System durchgeflhrt. Das verwendete PCR Programm ist in der Tab. 2.20 aufgefuhrt.
Die Annealing Temperatur fir Prkg1-C195 (Exon 4) Reaktion betrug 57 °C und 60 °C fir
Prkg1-C117 (Exon 2). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Datenanalyse Software
QuantStudio 5 gPCR.
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Schritt Temperatur (°C)  Zeit
Vorheizen 95 12
Denaturierung 95 0'15*
Annealing 57/60 0'30“
Anzahl an Zyklen 50

Finale Amplifikation 40 10°

2.2.6.2 Isolation von Organen

Zur Isolation der Organe wurden mannliche und weibliche Mause im Alter zwischen 12 und 14
Wochen mit dem genomischen Hintergrund C57BL/6J verwendet. Mit Hilfe der
Organentnahme konnten die Expression der PKGla in C117S und C195S Kl-Mausen und
deren WT Geschwistertieren nachgewiesen und untereinander verglichen werden. Hierzu
wurden Mause in einem geschlossenen Gefaly platziert, mit einem CO./O, Gemisch
anasthesiert und durch Genickbruch getétet. Der Bauch- und Brustraum wurden in
Rickenlage gedffnet und die Organe Aorta, Herz, ein kleiner Abschnitt des Dinndarms, Milz,
Lunge, Leber und Niere entnommen. Die Organe wurden in kaltem DPBS gewaschen, wenn

notwendig, vom Fett und nicht benétigtem Gewebe befreit.

Auch die Tibia wurde aus der Maus herausprapariert und ihre Lange mit einem Messschieber
vermessen. Das Herz wurde auf einer Feinwaage gewogen und das Gewicht sowie die Lange
der Tibia notiert. Im Anschluss wurden die Organe in fliissigen Stickstoff getaucht und bei

-80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Zur Herstellung der 10%igen (w/v) Organ-Homogenate wurden die Organe im gefrorenen
Zustand in einem geklhlten Metallmdrser und Pistill pulverisiert. Anschlielend wurde das
gefrorene Pulver gewogen und mit der bendtigten Menge an Lysispuffer (Radio-Immuno-
Prazipitationsassay [RIPA] Puffer, Tab. 2.21) vermengt. Somit wurden fir 10 mg Pulver 100 pl
Puffer bendtigt.
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Tab. 2.22: Herstellung von RIPA-Puffer.

Zusammensetzung Stock Menge
Tris pH 7,5 1M 20 mM
Triton X-100 100% 1%

NaCl 1M 150 mM
EDTA pH 8.0 0,5M 1 mM
SDS 20% (viv) 0,1% (v/v)
NaDOC 10% (w/v) 1%
cOmplete ™Mini 1 Tablette

Proteasehemmer-Cocktail

Zu den Proben wurden jeweils 1-2 Metallkugeln (& 2 mm) hinzugeflgt und kurz auf dem
Schiittler gemischt. Danach wurden die Proben auf dem Bioruptor® Plus Sonication Gerét bei
25 Herz (Hz) zwei Mal fur 30 Sekunden homogenisiert. Aus den Homogenaten wurden 80 pl
entnommen, in ein neues Reagenzgefal Uberfihrt und mit reduzierendem 3x Laemmli
Probenpuffer (Tab. 2.1) versetzt. Fur eine reduzierte Viskositat der Proben und somit flr einen
besseren Lauf der Proben durch das Acrylamid-Gel wurden diese durch eine Sterican Einmal-
Injektionskantile (Gréfe 17, @ 0,55 x 25 mm) gezogen und mehrmals trituriert. Die Proben
wurden im Anschluss auf ein 7,5% Acrylamid-Gel aufgetragen und eine Western Blot Analyse
(Kap. 2.2.5) durchgeflihrt.

2.2.6.3 Isolation von VSMCs aus der Aorta

Jeweils 3 Aortenabschnitte von ca. 10 mm Lange wurden aus den WT- und Kl-Mausen nach
Kap. 2.2.6.2 isoliert. Die Aorten wurden nach der Reinigung im kalten DPBS Puffer gewaschen
und in die Enzymlésung 1 (Tab. 2.22) fir 45 Minuten bei 37 °C Uberfihrt. Danach wurden die
Aorten in der Enzymlésung 2 (Tab. 2.22) fur 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Alle 5 Minuten
wurde die Lésung mit einer 1000 pl Pipette resuspendiert, um das Aortengewebe zu

zerkleinern.
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Tab. 2.23: Basislosung fiir Ca?*-freies Medium zum Ansetzen der Enzymldsung 1 und 2. Der pH-
Wert wurde nach dem Ansetzen auf 7,4 eingestellt. Jeweils 500 yL Aliquote wurden hergestellt und bei

-20 °C eingefroren.

Zusammensetzung Menge Enzymlésung 1 Enzymldsung 2
Mononatriumglutamat 85 mM 0,7 mg/ml Papain | 0,7 mg/ml Hyaluronidase
NaCl 60 mM 1 mg/ml BSA 1 mg/ml Collagenase
HEPES 10 mM 1 mg/mI DTT 1 mg/ml BSA

KCI 5,6 mM

MgCl. 1 mM

Die Zellsuspension wurde im Anschluss in 15 ml Greiner-Réhrchen, in dem 10 ml Zellkultur-
medium vorgelegt worden war, Uberflihrt. Zur Sedimentierung des Zelldebris wurde die
Zellsuspension 3 Minuten stehen gelassen. Danach wurden 9 ml des Uberstands in ein neues
Greiner-Rohrchen (iberfiihrt und 5 Minuten bei 850 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgesaugt und in 12 ml frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden
im Anschluss mit jeweils 2 ml pro Well auf eine 6-Well Platte (mit Deckglaschen fur
Immunfluoreszenz) ausplattiert. Bis zu 14 Tagen wurden die Zellen in Zellkultur unter sterilen
Bedingungen und unter taglicher mikroskopischer Beurteilung (Kap. 2.2.2) gehalten, bis diese
ca. 80-90% der Konfluenz erreicht hatten. Das weitere Vorgehen zur Untersuchung der PKGla

Aktivitat mittels endogener VASP Phosphorylierung ist im Kapitel 2.2.4.3 beschrieben.

2.2.6.4 Immunfluoreszenz und Konfokalmikroskopie

Um zu bestatigen, dass VSMCs erfolgreich isoliert und kultiviert werden konnten, wurden die
Zellen mit verschiedenen spezifischen Markern fir VSMCs angefarbt. Die Zellen wurden
hierzu mit DPBS gewaschen und mit einer -20 °C kalten Methanol:Aceton Lésung (1:1) fixiert.
Nach der Inkubationszeit von 20 Minuten bei -20 °C wurde die Losung entfernt und mit DPBS
gewaschen. Die Zellen wurden im nachsten Schritt mit 2 ml pro Well einer 0,2% Triton X-100
Lésung, angesetzt in DBPS fir 5 Minuten permeabilisiert. Im Anschluss wurden die Zellen fur
5 Minuten in DPBS gewaschen. Die Rander des Deckglaschens wurden vorsichtig mit einem
Tupfer getrocknet und mit einem Wachsstift versiegelt. Zur Blockierung der unspezifisch
bindenden Proteine wurde pro Well mit 100 pl des 5% (v/v) unspezifischen Ziegenserums im
1% BSA-Immunfluoreszenzpuffer (Tab. 2.23) fur 20 Minuten bei RT inkubiert. Die Zellen
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wurden im Anschluss mit 100 pl des primaren Antikdrpers (Kap. 2.1.9), verdinnt im 1% (w/v)
BSA-Immunfluoreszenzpuffer auf einem Schdttler in einer feuchten Kammer bei 4 °C Uber
Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Wells drei Mal fir 5 Minuten mit DPBS
gewaschen und danach mit 100 ul des sekundaren Antikdrpers als auch mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI, beides angesetzt im 1% BSA-Immunfluoreszenzpuffer fur drei
Stunden auf einem Schiittler bei RT inkubiert. Es erfolgte erneutes dreifaches Waschen mit
DPBS fir 5 Minuten. Im Anschluss erfolgte die Analyse der Zellen unter dem
Konfokalmikroskop Zeiss LSM 800 in einer Attofluor™ Zellkammer bei einer 63x VergréfRerung
mit einem Ol-Immersionsobjektiv. Die Auswertung der Bilder wurde mit der Zeiss Zen

Mikroskopie Software durchgefihrt.

Tab. 2.24: Herstellung von 1% BSA-Immunfluoreszenzpuffer.

Zusammensetzung Menge
TrispH 7.5 10 mM
NaCl 155 mM
EGTA 2 mM
MgCls 2mM
BSA (w/v) 1%

2.2.6.5 Ex vivo Messung der Vasorelaxation in Arteria femoralis mittels Draht-

myographen

In Kollaboration mit Prof. Cor de Wit und Dr. Kjestine Schmidt am Institut flr Physiologie der
Universitat zu Libeck wurden physiologische Effekte der HNO-induzierten Intradisulfidbriicke
auf die Vasorelaxation in intakten Gefal3en untersucht. Dazu wurden Abschnitte frisch isolierter
Femoralarterien der Mause Prkg1-C117S, Prkg1-C195S und deren WT Geschwistertiere im
Organbad myographisch analysiert (Abb. 2.7 A. und B.). Die Mause wurden mittels
intraperitonealer Gabe einer Uberdosis Pentobarbital getdtet. Es erfolgte eine beidseitige
Resektion der Arterie aus dem Oberschenkel der Maus Uber eine Lange von ca. 5 mm. Im
Drahtmyographen wurden insgesamt 69 isolierte Abschnitte (1,3 bis 1,9 mm lang) der Arteria
femoralis mit einem mittleren Durchmesser von 200 uym aus vier verschiedenen Mausgruppen
untersucht. Hierzu wurde die Arterie auf einem 40 um dicken Draht aufgespannt und mit dem

Myographen verbunden. Die Arterie wurde dabei in 1x physiologischer Kochsalzlésung (engl.
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physiological saline solution [PSS]) bei 37 °C gehalten und mit Carbogen (95% Oz, 5% CO,)
begast (Tab. 2.24).

n\k
v

Arteria femoralis Arteria femoralis

Abb. 2.7: Isolation und Aufspannung der Arteria femoralis. A. Praparation des GefalRes aus dem
Oberschenkel der Maus unter einem Stereomikroskop. B. Arteria femoralis, verbunden durch einen

Draht mit dem Myographen.

Zu Beginn eines jeden Versuchs wurden die GefalRe automatisch durch den Myographen
normalisiert. Dabei sollte ein Zielwert des transmuralen Druckes von 13,3 Kilopascal (kPa)
erreicht werden. Die Vasorelaxationen wurden durch die Gabe von Acetylcholin (0,3 und 3
pMM), dem NO-Donor SNAP (0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1 und 3 uM) und dem HNO-Donor CXL-1020
(0,1; 0,3; 1; 3; 10 und 30 uM) nach Vorkontraktion mit 3 uM Noradrenalin induziert (Boettcher
und de Wit 2011). Die Konzentrationen einer jeden Substanz wurden additiv ins Organbad
pipettiert. Zwischen den einzelnen Substanzen erfolgten mehrere Waschschritte mit 1x PSS.
Eine Relaxation auf Acetylcholin spricht fir ein intaktes Endothel und das erfolgreiche
Aufziehen des GefalRes auf den Draht im Myographen. Im zweiten Teil des Experimentes
wurde das Gefall mit 30 uM ODQ flr 45 Minuten vorinkubiert, um die sGC des NO-
Signalweges zu inhibieren. Daraufhin erfolgte eine wiederholte Gabe von ACh, SNAP und

CXL-1020 in permanenter Anwesenheit von ODQ.

Jede GefaRantwort auf ein Vasorelaxans wurde 2-5 Minuten lang gemessen und mit Hilfe einer
Software, geschrieben im Labor von Prof. Cor de Wit und aufbauend auf einer kommerziell
erhaltlichen Software Labview mit 2 Hz aufgezeichnet. Die Werte der letzten 15 Sekunden
jeder Behandlung wurden als Mittelwert zusammengefasst und zur vorhergehenden
Vasokonstriktion ins Verhaltnis gesetzt, so dass alle Beobachtungen als Relaxation in % in der
Auswertung angegeben wurden. Aus diesen Messungen konnten nun Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen abgeleitet werden. Fur jede Konzentration wurde eine

Relaxationsamplitude berechnet und als % von der Noradrenalin-Maximalantwort dargestellt.
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Tab. 2.25: Herstellung einer 25x PSS-Lésung und Verdiinnung auf 1x PSS. Lésung 1 (400 ml),
Lésung 2 und 3 jeweils 35 ml werden nach der Herstellung zusammengemischt, auf ein Endvolumen
von 500 ml mit ddH20 aufgefllt und steril filtriert. Zu Beginn eines Versuches erfolgt die Herstellung
einer 1x PSS Lésung. Dabei werden 20 ml 25x PSS-Losung mit 500 ml ddH20 verdiinnt, wobei noch
zusatzlich NaHCOs (Endkonzentration (25 mM) und Glucose (Endkonzentration (5,5 mM) zugefligt

werden.

Zusammensetzung Menge | Zusammensetzung Menge | Zusammensetzung Menge
Loésung (1) (mM) | Lésung (2) (mM) | Losung (3) (mM)
NaCl 118,99 | MgSO,-7H20 1,17 EDTA 0,03
KCI 4,69 KH2PO4 1,18

CaClz'2H.0 2,5

2.2.7 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit GraphPad Prism 8.0 durchgefiihrt. Die
Normalverteilung wurde mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov Verfahrens getestet. Beim
Vergleich von nur 2 Gruppen der normalverteilten Daten wurde ein ungepaarter ,two-tailed®
t-Test benutzt. Bei mehreren Gruppen wurde One-way ANOVA, gefolgt von ,Sidak’s multiple
comparison Test‘ angewendet. Bei p-Werten <0,05 wurden die Unterschiede als signifikant
betrachtet. Alle Daten sind stets als Mittelwerte + Standardfehler (SD) dargestelit.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung und Validierung von Redox-defizienten FRET-Sensoren

3.1.1 Generierung von C117S, C195S und C177/195S FRET-Sensoren

PKGla wird durch HNO Exposition posttranslational modifiziert. Dabei kommt es zur
Ausbildung einer Intradisulfidbriicke zwischen den Cysteinen 117 und 195 in der hochaffinen
cGMP-Bindungsdoméane von PKGla (Donzelli et al. 2017). Damit kann zusatzlich oder unter
Umgehung des klassischen Aktivierungswegs, der Uber die sGC-Aktivierung und die
Produktion von cGMP erfolgt, die Kinase alternativ in ihrer Aktivitdt moduliert werden. Die
Beobachtung der oxidativ-induzierten Intradisulfidbriicke wurde erst kirzlich beschrieben und
insbesondere der individuelle Beitrag der Cysteine 117 und 195 zur cGMP-unabhangigen
Vasorelaxation ist noch nicht ausreichend untersucht und charakterisiert worden. Deshalb
wurden Redox-defiziente cGi500 FRET Sensoren zu Beginn des Projektes hergestellt. Dabei
wurden die im Sensor enthaltenden Cysteine (C117, C195, C117/195) zu nicht-oxidierbarem
Serin (C117S, C195S, C117/195S) mutiert, einzeln und in Kombination. Abb. 3.1 zeigt die
Validierung der Plasmide nach erfolgter Plasmidpraparation und dem anschlieRenden
Restriktionsverdau mit  EcoRI und Clal. Die Klone mit dem korrekten
Restriktionsbandenmuster von 735 b.p. flir den mutierten Abschnitt und 6274 b.p. flr den

cGi500 Vektor wurden ausgewahlt und durch Sequenzierung die korrekte Sequenz bestatigt.
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Abb. 3.1: Validierung der cGi500-Sensorplasmide mit den einzelnen Mutationen und der
Doppelmutation (A. C117S, B. C195S, C. C177/195S). Links: Agarosegele nach Restriktionsverdau
einzelner Klone mit EcoRI und Clal, wobei die Klone mit der Nr. 1 und 3 in A. und C. sowie der Klon Nr.
2 in B. (rote Pfeile) das korrekte Restriktionsbandenmuster mit 735 b.p flir das entsprechend mutierte
PKGla-Fragment und 6274 b.p. fur den cGi500 Vektor zeigen. Mitte: Ergebnisse der Sanger-
Sequenzierung zur Validierung der korrekten Sequenzen. Diese wurden mit einem Rickwartsprimer
durchgefihrt und zeigen daher den komplementéren DNA Strang. Dabei ist Serin als AGA und Cystein
als ACA Triplett erkennbar. Die Punktmutationen sind rot umrandet. Rechts: Entsprechende
Plasmidkarten.

3.1.2 Generierung und Selektion stabiler Zelllinien

Zur Vereinfachung der FRET-basierten Analysen und um die Mdoglichkeit zu schaffen,
automatisiete FRET  Messungen  zur  Untersuchung der  HNO-vermittelten
Intradisulfidbriickenbildung durchzuflihren, wurden stabile Zelllinien generiert. Hierzu wurden
das cGi500 WT Plasmid und die rekombinanten Redox-defizienten Mutanten C177S, C195S
und C117/195S um eine Neomycin Antibiotika-Resistenz erganzt. Durch diese Klonierung
entstanden nachfolgende Plasmide WT-Neo, C117S-Neo, C195-Neo und C117/195S-Neo.

Zur Validierung der Klone wurde nach der Minipraparation ein Restriktionsverdau der Plasmide
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mit den Enzymen Xhol und EcoRV durchgefiihrt und auf ein Agarosegel aufgetragen (Abb. 3.2
A). Die Klone mit dem korrekten Restriktionsbandenmuster von 2223 b.p. flir den cGi500
Sensor und 6400 b.p flr den Vektor pCAG-neo-redDE5 wurden ausgewahlt und die korrekte

Sequenz durch Sanger-Sequenzierung bestatigt.

A & B WT cGi500
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Abb. 3.2: Validierung der neu hergestellten Plasmide nach Einbau einer Neomycin Antibiotika-
Resistenz Kassette in ¢Gi500 WT und in die einzelnen Mutanten (WT-Neo, C117S-Neo, C195S-
Neo, C117/195S-Neo). A. Alle vier Klone, geschnitten mit Xhol und EcoRV, zeigen das korrekte
Restriktionsbandenmuster von 2223 b.p. flr cGi500-Insert und 6400 b.p. fir den pCAG-neo Vektor.
B. Die Fluoreszenz der einzelnen Klone wurde unter einem Mikroskop untersucht und miteinander
verglichen. Die Klone der 4 stabilen Zelllinien mit ahnlicher Fluoreszenzintensitat wurden ausgewahit
und fiir weitere Analysen verwendet.

1000 b.p.-

500 b.p. - we—

Die ,Neo* Plasmide wurden im Anschluss in HEK293-Zellen transfiziert und auf einer 10 cm-
Schale ausplattiert. Durch die Zugabe des Antibiotikums Geneticin wurden nicht transfizierte
HEK293 Zellen eliminiert. Die positiven Klone, die eine Neomycin Antibiotika-Resistenz
enthielten, Uberlebten den Selektionsprozess und wurden bezuglich ihrer vergleichbaren
Fluoreszenzintensitat untersucht (Abb. 3.2 B.). Die erfolgreiche Selektion ergab vier neue
Zelllinien, die die Konstrukte cGi500-WT-Neo, cGi500-C117S-Neo, cGi500-C195S-Neo und
cGi500-C177/195S-Neo stabil exprimierten. Zur vereinfachten Schreibweise wurde das Wort

,Neo" fur die Beschreibung der neuen vier Ziellinien nachfolgend nicht mehr verwendet.
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3.2 Analyse der cGi500 WT und Mutanten FRET-Sensoren nach NO-
und HNO-Stimulation

Zur Untersuchung der NO- und HNO-vermittelten Konformationsanderung der cGi500 WT und
Mutanten Sensoren wurde ein FRET basierter Assay durchgefiihrt. Die Stimulation mit einem
NO-Donor fihrt zur sGC-abhangigen cGMP Bildung und zur cGMP-Bindung an die cGMP
Bindestellen A und B des cGi500 FRET-Sensors, welche zwischen den beiden Fluorophoren
CFP und YFP lokalisiert sind. Frihere Publikationen (Zhu et al. 2015, Donzelli et al. 2017)
konnten zeigen, dass die HNO-Behandlung von HEK293 Zellen oder VSMCs zu einer
Aktivierung von PKGla fihrt. Deshalb wurde beim Design des FRET-Assays vorausgesetzt,
dass es nach einer HNO-Exposition ebenfalls zur Aktivierung des Sensors durch die oxidative
Bildung der Intradisulfidbriicke zwischen C117 und C195 kommt, die sich in der hochaffinen
cGMP Bindestelle A befinden. Durch die Herstellung der Redox-defizienten FRET-Sensoren
sollte es folglich mdglich sein, den individuellen Beitrag dieser Cysteine bei der Bildung der

Intradisulfidbriicke zu untersuchen.

Die NO- und HNO-Donoren induzierten eine Konformationsanderung des WT FRET-Sensors.
Dies flhrte zur Entfernung der beiden Fluorophore voneinander. Die daraus resultierende
Zunahme der CFP/YFP Ratio ist proportional der intrazellularen cGMP Konzentration
(Thunemann et al. 2013b) bzw. der oxidativen Stimulation. Durch das
Hochdurchsatzplattengerat FlexStation3® konnte die Konformationsanderung in Echtzeit

verfolgt werden.
3.2.1 cGMP-Affinitatsbestimmungen von WT- und Mutanten FRET-Sensoren

Fir die cGMP-Affinitatsbestimmungen von WT sowie C117S, C195S und C1117/195S cGi500
FRET-Sensoren wurden die stabil exprimierenden HEK293 Zellen der jeweiligen Linien auf
einer 96-well Platte ausplattiert und nach 24 Stunden Inkubationszeit in steigenden
Konzentrationen mit dem NO-Donor SNP stimuliert (Abb. 3.3 A.). Die Anderung der FRET
Ratio in den Zellen wurde dabei mit dem Hochdurchsatzplattengerat verfolgt. Alle Sensoren
zeigten vergleichbare SNP-Effekte mit nicht signifikant unterschiedlichen ECso Werten (WT:
20,1 £ 3,9 uM; C117S: 20,3 + 2,9 uyM; C195S: 16,1 + 7,3 yM und C117/195S: 15,9 + 1,2 uM).
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Abb. 3.3: cGMP Affinitatsbestimmungen mit dem FlexStation3® Hochdurchsatzplattengerat.
A. Stimulation der Zellen mit SNP (0,1; 1; 10; 100 und 300 uM) und daraus resultierende
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir WT und Mutanten mit vergleichbaren ECso Werten. B. In
vitro Messungen in Zelllysaten unter Zugabe von ansteigenden cGMP Konzentrationen (0,01; 0,1; 1;
10; 100 uM) zeigen nahe zu deckunggleiche Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fiir alle Sensor-
Konstrukte. Die FRET-Signalamplitude fiir die jeweiligen Konzentrationen wurde auf die maximale
Amplitude bei der héchsten cGMP Konzentration normalisiert und als ,% max*“ dargestellt. Alle
Datenpunkte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. n=5-8 Messungen pro Konzentration und
Substanz. Getestet wurde mit One-way ANOVA, gefolgt von Sidak’s Multiple Comparison Test.

Fir die Messung der cGMP-Effekte in vitro in Zelllysaten wurden stabil exprimierende Zellen
auf einer 10 cm Schale ausplattiert und bis zur Erreichung der Konfluenz kultiviert. Im
Anschluss wurden Zelllysate hergestellt. Die Lysate wurden ebenfalls auf einer 96-well Platte
ausplattiert und unter Zugabe ansteigender cGMP Konzentrationen die FRET Ratio ermittelt
(Abb. 3.3 B.). Dabei waren die ECso Werte von 605 + 28 nM fir WT, 389 £ 32 uM fir C117S,
642 + 30 uM fir C195S und 727+92 uM fir C117/1958S fir alle 4 Sensoren vergleichbar.

Der cGi500 Sensor tragt diesen Namen aufgrund seines ECso-Wertes fir cGMP von 500 nM
(Russwurm et al. 2007). Durch cGMP Affinitatsbestimmungen konnte bestéatigt werden, dass
alle Sensoren vergleichbare Affinitaten fiur cGMP aufwiesen. Weiterhin konnte durch dieses
Experiment gezeigt werden, dass die Einfihrung der Mutationen keinen Effekt auf die
Bindungsaffinitat von cGMP hat. Daher kdnnen die Signale von allen Sensoren hinsichtlich der

Amplitude und der Kinetik direkt miteinander verglichen werden.
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3.2.2 Analyse der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen in HNO-stimulierten

cGi500 WT und Mutanten FRET-Sensoren

Da eine optimale Funktionsfahigkeit der Sensoren nachgewiesen wurde, konnten im nachsten
Schritt Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fur die HNO-Donoren NCA bzw. CXL-1020
ermittelt werden. Hierzu wurden Zellen der 4 stabilen Linien auf einer 96-Wellplatte mit
steigenden Konzentrationen der jeweiligen Donoren versetzt und vermessen. Dabei konnten
vergleichbare ECso Werte ohne signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien gemessen
werden. Sie betrugen fir NCA: WT: 9,1 £ 1,5 uM; C117S: 4,2 + 0,1 yM; C195S: 15,3 + 7,3 uM
und C117/195S: 4,8 + 0,3 uM; und flr CXL-1020: WT: 73,0 £ 13,7 uM; C117S: 28,6 £ 1,2 uM;
C195S: 61,1+ 9,0 yM und C117/195S: 21,6 + 0,9 uM.
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Abb. 3.4: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fiir WT und cGi500 Mutanten. Die Zellen wurden
mit ansteigenden Konzentrationen von NCA (0,1; 1; 10; 100; 1000 uM) (A.) und CXL (0,1; 1; 10; 100;
300; 1000 pM) (B.) stimuliert. Die Effekte wurden auf die maximale Antwort normalisiert. Die 4
Sensorkonstrukte weisen vergleichbare ECso-Werte nach der Stimulation mit HNO-Donor-Substanzen
auf. n=6 Messungen pro Konzentration und Substanz. Alle Datenpunkte sind als Mittelwerte +
Standardfehler dargestellt. Getestet wurde mit One-way ANOVA, gefolgt von Sidak’s Multiple
Comparison Test.

Aus den Ergebnissen konnten saturierende Konzentrationen von 100 yM fir NCA und 300 M
fur CXL-1020 ermittelt werden, die flr weitere Experimente verwendet wurden. Diese
Konzentrationen stimmen mit den bereits verdffentlichen Daten von Donzelli et al. (Donzelli et
al. 2017) und Diering et al. (Diering et al. 2020) Uberein.
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3.2.3 Analyse der HNO-induzierten Konformationsanderung in WT- und Mutanten
FRET-Sensoren

Die Abb. 3.5 A. und 3.5 B. zeigen reprasentative FRET-Spuren einzelner Experimente, nach
Stimulation der Sensoren mit saturierenden Konzentrationen von 100 uM NCA und 300 pM
CXL. In der Abb. 3.5 C. und 3.5 D. ist die Auswertung mehrerer Experimente zu sehen. Es
konnten bei allen Bedingungen robuste FRET-Anderungen von 30-45% festgestellt werden,

jedoch ohne statistische Signifikanz fir beide HNO Donoren zwischen den 4 Sensor-Linien.
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Abb. 3.5: Konformationsdnderungen der Sensoren nach HNO-Donor Exposition. Stimulation der
stabil transfizierten HEK293 Zelllinien WT und Mutanten C117S, C1195S und C117/195S durch 100 yM
NCA (A.,C.) und 300 pM CXL-1020 (B.,D.). A und B zeigen reprasentative Aufzeichnungen der
einzelnen Experimente innerhalb von 1200 Sekunden, wobei nach 100 Sekunden die Zugabe von NCA
oder CXL-1020 erfolgte. Die Balkendiagramme C. und D. zeigen die Auswertungen von mehreren
Experimenten (n=4-6) und Ergebnisse der statistischen Testung (One-way ANOVA, gefolgt von Sidak’s
Multiple Comparison Test). n.s.-nicht signifikant.
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Eine magliche Erklarung kdnnte die in der Literatur (Sabbah et al. 2013) bereits beschriebene
HNO-abhangige Oxidation und dadurch bedingte Aktivierung der sGC sein. Diese fuhrt zur

cGMP-Synthese und direkten Sensoraktivierung, vergleichbar in allen 4 Zelllinien.

Deshalb wurden diese Experimente erneut in Gegenwart eines Inhibitors der sGC - ODQ
durchgeflhrt (Abb. 3.6). Dazu wurden die Zellen vor der Stimulation mit den HNO-Donoren flir
10 Minuten mit 10 yM ODQ vorbehandelt. Durch die Inhibierung der sGC konnten nun
unterschiedlich stark verminderte Effekte von NCA und CXL im Vergleich zu den Zellen ohne
ODQ Vorinkubation beobachtet werden. Wahrend der NCA-Effekt nur in C117S und
C117/195S Zellen um ~6-10% FRET Anderung signifikant vermindert wurde (Abb. 3.6 C.),
zeigte der CXL-Effekt eine signifikante Reduktion bei allen Mutanten im Gegensatz zum WT
Sensor (Abb. 3.6 D.). Dieser war um ~5% bei C117S und ~8% FRET Anderung bei den
restlichen Mutanten reduziert. Zusammenfassend konnte nur unter sGC-Hemmung eine
direkte Wirkung von HNO auf die Sensoren beobachtet werden. Die HNO-Donoren kénnen

somit eine Konformationsanderung, ahnlich zur cGMP-Bindung in intakten Zellen induzieren.
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Abb. 3.6: Konformationsianderungen der Sensoren unter HNO-Donor Gabe nach ODQ
Vorinkubation. Stimulation der stabil exprimierenden HEK293 Zellen mit den Sensoren cGi500 WT
und den Mutanten C117S, C1195S und C117/195S durch 100 uM NCA (A.,C.) und 300 uM CXL-1020
(B.,D.) nach ODQ Vorinkubation. A. und B. zeigen reprasentative FRET-Spuren der einzelnen
Experimente innerhalb von 1200 Sekunden, wobei nach 100 Sekunden die Zugabe von NCA oder CXL-
1020 erfolgte. Die Balkendiagramme in C. und D. zeigen die Auswertungen von mehreren Experimenten
(n=8-24) und Ergebnisse der statistischen Testung (One-way ANOVA, gefolgt von Sidak’s Multiple
Comparison Test). **** p<0.0001 vs. WT.

3.2.4 Analyse der HNO-induzierten Konformationsanderung in Zelllysaten von WT

und Mutanten FRET-Sensoren

Fir die FRET-Messungen in Zelllysaten wurden die Zellen zuerst fir 10 Minuten mit 100 uM
NCA bzw. 300 uM CXL-1020 stimuliert und anschlieend aufgeschlofRen. Die Lysate wurden
direkt auf eine 96-Well Platte aufgetragen und zur Bestimmung der CFP/YFP Ratio
vermessen. NCA und CXL-1020 konnten eine signifikante Reduktion des FRET-Signals in
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allen FRET-Sensor Mutanten im Vergleich zum WT induzieren (Abb. 3.7). Dies lasst vermuten,
dass nur der WT FRET-Sensor eine Intradisulfidbriicke ausbilden kann. Der Nachweis dafur
wurde im Kap. 3.2.5 erbracht. Diese Intradisulfidbriicke scheint Uber einen langeren Zeitraum,
zumindest in vitro stabil zu sein und bleibt selbst nach dem AufschlieRen der Zellen ebenfalls
stabil.
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Abb. 3.7: Konformationsanderungen der Sensoren unter HNO-Donor Gabe, gemessen in
Zelllysaten. Stabil exprimierende HEK293 Zellen ¢Gi500 WT und Mutanten C117S, C1195S und
C117/195S wurden mit 100 uM NCA (A.) und 300 yM CXL-1020 (B.) stimuliert und aufgeschloRen. Die
FRET-Anderung wurde dabei in Zelllysaten gemessen. Diese war in allen cGi500 Mutanten signifikant
reduziert im Vergleich zum WT FRET-Sensor. Die Balkendiagramme in A. und B. zeigen die
Auswertungen von mehreren Experimenten (n=10) und Ergebnisse der statistischen Testung (One-way
ANOVA, gefolgt von Sidak’s Multiple Comparison Test). **** p<0.0001 vs. WT.

Die Anderung der NCA-vermittelten FRET Antwort war bei WT niedriger im Vergleich zu CXL-
1020, ~20 vs. ~50% (Abb. 3.7). Dies lasst sich eventuell mit den unterschiedlichen HNO-
Freisetzungskinetiken begrinden. Auflerdem kommt es nach NCA Exposition in den Zellen
zur Bildung reaktiver Nebenprodukte (Sha et al. 2006), welche sich in Zelllysaten anders auf
die Messung auswirken kdnnen als in Zellen. Schlussfolgernd Iasst sich sagen, dass im Fall
der Analyse der HNO-induzierten Konformationsanderung in Zelllysaten, sowohl C117 als
auch C195 eine wichtige Rolle bei der Ausbildung einer Intradisulfidbriicke zu spielen

scheinen.
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3.2.5 Nachweis der HNO-induzierten Intradisulfidbriicke bei cGi500 WT und

mutierten FRET-Sensoren

Zum Nachweis einer Intradisulfidblicke in den Sensoren wurden die stabilen HEK293 Zelllinien
mit 100 uM NCA, 300 pM CXL und 0,1% DMSO als Kontrolle mit und ohne ODQ
Vorbehandlung stimuliert. Die Zellen wurden im Anschluss mittels Western Immunoblot
analysiert und der Sensor wurde dabei mit einem Anti-GFP Antikérper detektiert (Abb. 3.8).
Es konnte bestatigt werden, dass die Intradisulfidbriicke nach Stimulation mit HNO-Donoren
mit und ohne ODQ nur im ¢cGi500 WT FRET-Sensor nachweisbar war, in allen Mutanten

dagegen nicht.
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Abb. 3.8: Nachweis einer Intradisulfidbriicke nach HNO-Stimulation mit und ohne ODQ
Vorbehandlung in ¢Gi500 WT und Mutanten FRET-Sensoren. Die Ausbildung einer
Intradisulfidbricke (roter Pfeil) unter nativen Blotbedingungen lasst sich nur im cGi500 WT FRET-
Sensor mit und ohne ODQ detektieren. Reprasentative Blots (n=3).

3.3 Untersuchung der funktionellen Relevanz der HNO-induzierten

Intradisulfidbricke

Der in vitro Kinase Assay ermoglicht die direkte Untersuchung der Kinaseaktivitat unter
verschiedenen Bedingungen und ist somit geeignet, um den Effekt der HNO-induzierten
Intradisulfidbriickenbildung auf die Kinaseaktivitdt zu untersuchen. Der Assay wurde in
HEK293 Zellen nach Transfektion mit Sequenzen humaner WT, C117S, C195S und
C117/195S PKGla in voller Lange durchgefiihrt. Die Abb. 3.9 stellt vier verschiedene Blots
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eines Experimentes dar. Der erste Blot zeigt die Phosphorylierung des Substratproteins
Myosin Bindeprotein C Fragments C1-M-C2. Dazu wurde der Antikérper Anti-PKA-Phospho-
substrat benutzt, der die Konsensus Sequenz RXXpS/T des Substrates erkennt. Diese
Sequenz wird von der Familie aller AGC-Kinasen erkannt und phosphoryliert. Im zweiten Blot
ist die gesamte Menge des eingesetzten Substrates zu sehen. Das Substrat ist mit einem N-
terminalen His-Tag markiert und kann somit durch den Antikérper Anti-His detektiert werden.
Der dritte Blot zeigt die Ergebnisse der gesamten PKGla im nicht reduzierten Zustand,
wogegen die Proben flur den vierten Blot durch die Zugabe von 3-Mercaptoethanol reduziert
wurden. Beide Blots wurden durch den Anti-PKG Antikérper detektiert.

Die Stimulation mit CXL und NCA HNO-Donoren induzierte eine Inter- und Intradisulfid-
brickenbildung in PKGla [Anti-PKG Blot (nicht reduzierend)]. Die Interdisulfidbriicke wurde
dabei zwischen Cysteinen 42 zweier Kinase Monomere ausgebildet und konnte anhand der
150 kDa Dimerbande fur beide Donoren nachgewiesen werden. Bei ca. 75 kDa liegt die Kinase
als Monomer vor. Bei der WT Kinase, im Gegensatz zur mutierten Kinase, konnte eine
Intradisulfidbriickenbildung ebenfalls nach NCA und CXL Behandlung als eine zusatzliche
Bande mit hoherer Mobilitdt bei ca. 73 kDa detektiert werden. Parallel dazu konnte die
Aktivierung der WT Kinase durch eine signifikant erhéhte Substratphosphorylierung
nachgewiesen werden (dunkelgraue Balken im Balkendiagramm). Dagegen war die PKGlo-
Substratphosphorylierung in allen Mutanten C117S, C195S und C117/195S signifikant
reduziert. Damit konnte durch den in vitro Kinase Assay nachgewiesen werden, dass sowohl
C117 als auch C195 entscheidend sind fiir die Bildung der Intradisulfidbriicke und damit

verbundenen oxidativen Aktivierung der Kinase.
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Abb. 3.9: In vitro Kinase Assays. Die Experimente wurden durchgefihrt mit WT, C117S, C195S und
C117/195S PKGla, rekombinant exprimiert in HEK293 Zellen und stimuliert mit NCA (100 uM, 30 Min),
CXL (300 pyM, 20 Min) bzw. DMSO als Kontrolle. Die Intensitat der Phosphorylierung des Substrates
C1-M-C2 wurde dabei mittels Western Immunoblot und einem phosphospezifischen Antikérper (AK)
detektiert und auf die Gesamtmenge des Substrates und die Gesamtmenge der Kinase normalisiert.
Normalisierte Werte von mindestens drei Experimenten spiegeln die Kinaseaktivitdt und die
unterschiedlich starke Phosphorylierung des Substrates durch WT und mutierte PKGla wieder und sind
auf dem Graphen als arbitrary units (a.u.) aufgetragen. Die Statistik wurde mittels One-way ANOVA
durchgefiihrt, gefolgt von Sidak’s Multiple Comparison Test. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****
p<0.0001.
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3.4 Validierung HNO-vermittelter Effekte in KI-Mausmodellen

Zur Untersuchung der HNO-induzierten Intradisulfidbriicke und des individuellen Beitrags der
Cysteine 117 und 195 in und ex vivo wurden von Dr. Borys Skryabin mittels CRISPR/Cas9
Technologie drei neue KI-Mausmodelle generiert. Bei diesen Mausen wurde C117, C195 oder
beide Cysteine gleichzeitig zum nicht-oxidierbaren Serin (Prkg1-C117S, Prkg1-C195S, Prkg1-
C117/195S) ausgetauscht. Fir die jeweiligen Experimente wurden mannliche und weibliche
Mause im Alter zwischen 12 und 14 Wochen mit dem genetischen Hintergrund C57BL/6J
verwendet. Die Prkg1-C117S und Prkg1-C195S Kl-Mause konnten zeitnah generiert werden

und wurden somit als Erstes untersucht.

3.4.1 Analyse des Herzgewichts von KI-Mausen Prkg1-C117S, Prkg1-C195S und
WT Geschwistertieren

Nach der Generierung der Kl-Mause Prkg1-C117S und Prkg1-C195S erfolgte ihre
Phanotypisierung bezlglich ihres Verhaltens in der Haltung und ihres gesundheitlichen
Zustandes. Die Mause beider Einzelmutanten-Linien haben eine normale Lebenserwartung
und sahen sowohl duferlich als auch nach der Sezierung unauffallig aus. Ebenfalls konnte
keine sichtbare Abweichung in ihrem Verhalten festgestellt werden. Das Verhaltnis zwischen
Herz- und Kérpergewicht bzw. Tibialange wies keine signifikanten Unterschiede im Vergleich
zu WT Geschwistertieren auf (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Charakterisierung der KI-Mause Prkg1-C117S und Prkg1-C195S im Vergleich zu ihren
WT Geschwistertieren hinsichtlich des Herzgewichts (HW) bezogen auf das Kérpergewicht (A.,
BW) und die Tibialdnge (B., TL). Beide Parameter waren zwischen Prkg1-C117S und Prkg1-C195S
und deren WT Geschwistertiere vergleichbar. Gezeigt sind Mittelwerte +/- Standardfehler mit n=5-8
Mausen pro Gruppe. Verwendet wurden sowohl weibliche als auch mannliche Mause. n.s.-nicht
signifikant mit t-Test.

3.4.2 Analyse der PKGla Expression in verschiedenen Organen von Prkg1-C117S
und Prkg1-C195S Mausen

Zur Analyse der PKGla Expression in verschiedenen Organen der KI-Mause Prkg1-C117S,
Prkg1-C195S und WT Geschwistertiere wurden im nachsten Schritt Aorta, Herz, ein kleiner
Abschnitt des Dlinndarms, Milz, Lunge, Leber und Niere aus den jeweiligen Mausen isoliert.
Die Organe wurden zuerst in Stickstoff pulverisiert, das Pulver gewogen und mit einem
Ultraschallgerat in Lysispuffer homogenisiert. Die Homogenate wurden im Anschluss auf ein
Acrylamid-Gel aufgetragen und die Expression der PKGIla in verschiedenen Organen mit
einem Antikorper gegen Gesamt-PKG detektiert (Abb. 3.11). Dabei diente GAPDH als
Ladekontrolle. Es konnte kein Unterschied in PKGla-Expression zwischen den Organen der
KI-Mause Prkg1-C117S, Prkg1-C195S und WT Geschwistertieren festgestellt werden.
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Abb. 3.11: Charakterisierung der Kl-Mduse Prkg1-C117S und Prkg1-C195S und deren WT
Geschwistertiere hinsichtlich der PKGla-Expression in verschiedenen Organen. Reprasentative
Western Blot Analyse der PKGla-Expression, detektiert mit Antikorpern Anti-PKGI und Anti-GAPDH als
Ladekontrolle.

3.4.3 Validierung HNO-vermittelter Effekte in intakten Gefalden von Prkg1-C117S und
Prkg1-C195S Mausen

Um die physiologischen Konsequenzen der HNO-Donor vermittelten Ausbildung einer
Intradisulfidbriicke und der beteiligten Cysteine auf die Vasorelaxation in intakten Gefallen zu
untersuchen, wurden Abschnitte frisch isolierter Femoralarterien der KI-Mause Prkg1-C117S
und Prkg1-C195S sowie deren WT Geschwistertiere im Organbad myographisch analysiert.
Die Arteria femoralis ist ein peripheres Widerstandgefald und ist an der Regulation des
Blutdrucks beteiligt. Nachdem das Gefaflt mit dem Myographen verbunden wurde, erfolgte eine
Aufzeichnung des Gefaldtonus Uber die Zeit (Abb. 3.12). Zuerst wurde das Gefal® mit
Noradrenalin (NA) vorkontrahiert und anschlieBend mit steigenden Konzentrationen von
Acetylcholin (ACh), dem NO Donor SNAP oder dem HNO Donor CXL-1020 relaxiert. Zwischen
den einzelnen Substanzen erfolgten mehrere Waschschritte mit PSS. Im zweiten Teil des
Experimentes wurde zum PSS-Puffer ODQ hinzugefiuigt. Das GefalR wurde 45 Minuten mit
ODQ vorinkubiert und die gleichen Stimulationen erneut in permanenter Anwesenheit von
ODQ durchgefuhrt. Aus diesen Messungen konnten nun Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen abgeleitet werden. Dabei wurde fir jede Konzentration eine Relaxations-
amplitude berechnet und als % von der Noradrenalin-Maximalantwort dargestellt. Diese
Experimente sind aus einer Zusammenarbeit mit Prof. Cor de Wit entstanden und wurden von

Dr. Kjestine Schmidt am Institut flir Physiologie der Universitat zu Libeck durchgefihrt.
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Abb. 3.12: Aufzeichnung des GefaBtonus liber die Zeit am Beispiel der WT-Maus (rote Spur) und
Prkg1-C117S Kl-Maus (blaue Spur). Die Vorkonstriktion der Gefalte erfolgte mit 3 yM Noradrenalin
(NA). Die konzentrationsabhangige Vasorelaxation wurde durch Acetylcholin (ACh; 0,3 und 3 uM), NO-
Donor S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamine (SNAP; 0,1; 0,3; 1; 3; 10 und 30 yM) und HNO-Donor CXL-
1020 (0,1; 0,3; 1; 3; 10 und 30 pyM) induziert. Die Aufzeichnung des Gefal3tonus wurde im ersten Teil
des Experiments ohne Zusatz von sGC-Inhibitor ODQ durchgefihrt. Im zweiten Teil des Experiments
erfolgte eine Zugabe von 30 yM ODQ zum PSS Puffer.

Zur Kontrolle des Vorhandenseins der physiologischen Vasorelaxation wurde ACh in allen
Genotypen getestet (Abb. 3.13 A. und B.). Eine Relaxation auf ACh indiziert ein intaktes
Endothel und das erfolgreiche Aufziehen des Gefaltes auf die zwei Drahte im Myographen.
ACh induziert eine Vasorelaxation der Gefalte von WT und Prkg1-C117S, Prkg1-C195S KiI-
Mausen, die durch ODQ signifikant gehemmt wurde. Jedoch ergab sich keine statistische
Signifikanz zwischen den Genotypen. Die Restantwort nach ODQ Behandlung und 3 yM ACh
von ca. 26% fur das Gefall von Prkg1-C117S und ca. 9% fir das Gefal® von Prkg1-C195S
deutet wahrscheinlich auf die ACh vermittelte und NO-unabhangige, endotheliale

Hyperpolarisation hin (Zhang et al. 2004).

Der NO-Donor SNAP induziert eine konzentrationsabhangige Vasorelaxation in perfundierten
Femoralarterien der KI-Mause Prkg1-C117S, Prkg1-C195S sowie deren WT Geschwistertiere
(Abb. 3.13 C. und D.). Unter sGC-Blockade kommt es zu einer nahezu vollstandigen
Hemmung der Vasorelaxation, jedoch ohne signifikanten Unterschied zwischen WT und

Mutanten.
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Abb. 3.13: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fiir Acetylcholin (ACh, A.,B.) und S-Nitroso-
N-acetyl-D,L-penicillamine (SNAP, C.,D.) mit und ohne ODQ, gemessen in Femoralarterien von
WT und Prkg1-C117S (A.,C.), Prkg1-C195S (B.,D.) KI-Mdusen. ACh und SNAP induzierten unter
Kontrollbedingungen und unter sGC-Blockade eine Vasorelaxation von WT-, Prkg1-C117S und Prkg1-
C195S Femoralarterien. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede in der ACh- und SNAP-Antwort
durch den Aminosaureaustausch an Position 117 oder 195 bei unterschiedlichen Konzentrationen und
Behandlungen mit und ohne ODQ festgestellt werden (t-Test). ODQ fuhrt bei beiden Genotypen zu einer
signifikanten Abschwéachung der ACh- und SNAP-Antwort. Insgesamt wurden 69 isolierte Abschnitte
(1,3 bis 1,9 mm lang) der Arteria femoralis mit einem mittleren Durchmesser von 200 ym aus vier
verschiedenen Mausgruppen (Prkg1-C117 WT n=18; Prkg1-C117S n=18; Prkg1-C195 n=16; Prkg1-
C195S n= 17) untersucht. Verwendet wurden sowohl weibliche als auch mannliche Mause. Alle
Datenpunkte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.

Das gleiche Experiment wurde nun ebenfalls mit CXL-1020 durchgefiihrt. Dieser HNO-Donor
induzierte eine konzentrationsabhangige Vasorelaxation in Femoralarterien der WT- und Ki-
Mause (Abb. 3.14 A.,B.), welche zum Teil nach Applikation von ODQ inhibiert wurde. Die
Restantwort von ca. 70% (Prkg1-C117 und Prkg1-C117S) bis 75% (Prkg1-C195 und Prkg1-
C195S) bei der héchsten CXL-1020 Konzentration deutet auf eine NO-unabhangige

Vasorelaxation, auch nach ODQ Inhibierung, die vermutlich durch Oxidation hervorgerufen
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wurde. Jedoch zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
Genotypen, sowohl mit als auch ohne ODQ. Bei 1 yM CXL-1020 konnte ein Trend zur
Signifikanz zwischen den Gefalen, isoliert aus WT und Prkg1-C117S Kl-Mausen beobachtet
werden. Vermutlich ist diese Signifikanz auf die Streuung der Werte bei dieser niedrigen
Konzentration von CXL-1020 zurlickzuflihren, da es nur diesen einzelnen Wert betrifft und sich
nicht im gesamten Graphen widerspiegelt. Der Austausch eines der beiden Cysteine zu Serin
scheint in intakten Gefallen von KI-Mausen Prkg1-C117S, Prkg1-C195S keinen signifikanten
Einfluss auf die HNO-vermittelte Vasorelaxation zu haben.

A. CXL-1020 + ODQ B. CXL-1020 + ODQ
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Abb. 3.14: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fiir CXL-1020 mit und ohne ODQ, gemessen
in Femoralarterien von Prkg1-C117S (A.), Prkg1-C195S (B.) KI-M&ausen und WT Geschwister-
tieren. Verwendet wurden sowohl weibliche als auch mannliche Mause. CXL-1020 induziert unter
Kontrollbedingungen und unter der sGC-Blockade eine konzentrationsabhangige Vasorelaxation von
WT, Prkg1-C117S und Prkg1-C195S Femoralarterien. Weiterhin zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede in der CXL-Antwort durch den Aminosaureaustausch an Position 117 und 195 zwischen
WT und Mutante, auller bei Prkg1-C117S und 1 yM CXL-Konzentration mit *p=0,043 (t-Test). Trotz
sGC-Blockade bleibt eine ausgepragte NO-unabhangige Vasorelaxation sowohl bei WT als auch bei

Mutanten erhalten. Alle Datenpunkte sind als Mittelwerte + Standardfehler von n=16-18 Experimenten
dargestellt.

3.4.4 Analyse der VSMCs, isoliert aus Aorta der Prkg1-C117S und Prkg1-C195S Ki-
Mause

3.4.4.1 Immunfluoreszenzanalyse von VSMCs
Die VSMCs bilden die mittlere Schicht der BlutgefaRe des Herzkreislaufsystems. Sie sorgen

fur die Struktur der Gefalwand und ermoglichen ihr, sich zusammenzuziehen bzw. zu

entspannen und somit den Blutfluss zu regulieren (Yap et al. 2021). Die VSMCs besitzen Aktin-
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und Myosinfilamente, wobei das a-glatte Muskelaktin [eng. a-smooth muscle actin (a-SMA)]
die predominante Isoform der Aktine ist (Perrin und Ervasti 2010). Die glatte Muskulatur-
Myosinschwerkette 11 [eng. smooth muscle-myosin heavy chain 11 (SM-MHC11)] ist ein Teil

des Myosin-Proteinkomplexes.

SM-MYH11 DAPI a-SMA

Abb. 3.15: Imnmunfluoreszenzanalyse der VSMCs. Nach Entnahme der Aorten aus Prkg1-C117S,
Prkg1-C195S KI- und WT Geschwistertieren erfolgte eine Isolation von VSMCs. Die aortalen VSMCs
wurden mit den primaren Antikérpern gegen a-glattes-Muskel-Aktin (a-SMA) und glatte Muskulatur-
Myosinschwerkette 11 (SM-MHC11) angefarbt und unter einem Konfokalmikroskop analysiert. Rote
Malstabskalen entsprechen 10 um.

Zum Nachweis der erfolgreichen Isolation der aortalen VSMCs aus den Prkg1-C117S und
Prkg1-C195S Kl-Mausen wurden die Zellen fir diese spezifischen Marker angefarbt (Abb.
3.15). Durch die Immunfluoreszenzanalyse konnte bestéatigt werden, dass die isolierten und

kultivierten Zellen den aortalen VSMCs entsprechen.
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3.4.4.2 Analyse der PKGla Aktivitdt mittels endogener VASP Phosphorylierung in
VSMCs aus Prkg1-C117S und Prkg1-C195S KI-Mausen

Zur Analyse der Kinaseaktivitdt von WT bzw. Prkg1-C117S und Prkg1-C195S Mutanten
erfolgte die Messung der endogenen VASP-Phosphorylierung in primaren aortalen VSMCs.
VASP ist ein endogenes Substrat in VSMCs, das durch die PKGla vorwiegend am Ser293
phosphoryliert wird (Profirovic et al. 2005). Hierzu wurden VSMCs aus Aorten der Maus isoliert
und kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit NO- und HNO-Donoren mit
und ohne ODQ stimuliert.
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Abb. 3.16: Endogene VASP Phosphorylierung durch PKGla-WT und Mutante PKGla-C117S ohne
0ODAQ (links) und mit ODQ (rechts) Vorinkubation in priméren aortalen VSMCs. Die VSMCs wurden
mit 0,1% DMSO als Kontrolle, NO-Donor SNP (50 yM) und HNO-Donoren NCA (100 yM) und CXL-
1020 (300 pM) stimuliert mit oder ohne ODQ (10 uM) Vorinkubation. Die Zellen wurden abgel6st, die
Zelllysate mit 3x Laemmli Puffer versetzt und eine Western Immunoblot Analyse der Zelllysate
durchgefiihrt. Die Mutation Prkg1-C117S zeigt keinen Effekt auf die HNO-induzierte Kinaseaktivitat.
Verwendet wurden sowohl weibliche als auch mannliche Mause. Alle Datenpunkte sind als Mittelwerte
1 Standardfehler von n=4-6 Experimenten dargestellt. n.s.-nicht signifikant mit One-way ANOVA, gefolgt
von Sidak’s Multiple Comparison Test.

Die Abb. 3.16 und 3.17 zeigen jeweils die Analyse der Phosphorylierung von VASP durch
PKGla-C117S und PKGIla-C195S Mutanten mit und ohne ODQ im Vergleich zu den

entsprechenden PKGIla-WT Geschwistertieren. Die Daten sind als Balkendiagramm mit
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jeweils drei verschiedene Blots pro Experiment dargestellt. Der erste Blot zeigt die
Phosphorylierung des Substrates VASP an Ser293, das durch den Antikérper Anti-Phospho
VASP (anti-pVASP) detektiert wurde. Die gesamte Menge von VASP in den aufgetragenen
Proben wurde im zweiten Blot durch den Antikérper ,total* VASP (anti-VASP) detektiert. Der
dritte Blot zeigt Anti-GAPDH als Ladekontrolle. Sowohl in der Abb. 3.16 als auch in der
Abb. 3.17 ohne ODQ Vorinkubation induzieren SNP, NCA und CXL-1020 eine
Phosphorylierung von VASP durch WT und PKGIa-C117S, PKGla-C195S PKGla Mutanten.
Zur Inhibierung der sGC wurden die Zellen mit ODQ vorbehandelt. Die Hohe des Signals war,
wie erwartet, besonders nach der Stimulation mit SNP im Vergleich zum SNP-Signal ohne
ODQ Vorbehandlung reduziert. Ebenfalls war die Hohe der NCA- und CXL-1020-Signale nach
ODQ Vorbehandlung in Vergleich ohne ODQ etwas reduziert. In der Abb. 3.16 ist jedoch kein
signifikanter Unterschied in der VASP Phosphorylierung zwischen WT und Mutanten PKGla
nach HNO-Donor Stimulation mit ODQ Vorinkubation zu erkennen. Dagegen zeigt Abb. 3.17
einen signifikanten Unterschied in der Kinaseaktivitat zwischen PKGla-WT und PKGla-C195S
Mutante nach NCA Stimulation mit ODQ.
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Abb. 3.17: Endogene VASP Phosphorylierung durch PKGla-WT und Mutante PKGla-C195S ohne
OoDQ (links) und mit ODQ (rechts) Vorinkubation in primaren aortischen VSMCs. Die Mutation
Prkg1-C195S weist nach NCA Stimulation eine signifikant reduzierte Kinaseaktivitat im Vergleich zum
WT auf. Verwendet wurden sowohl weibliche als auch mannliche Mause. Alle Datenpunkte sind als
Mittelwerte + Standardfehler von n=4-6 Experimenten dargestellt. Die Statistik wurde mit One-way
ANOVA durchgefuhrt, gefolgt von Sidak’s Multiple Comparison Test. * p<0,05, n.s.- nicht signifikant.
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Der Austausch eines der beiden Cysteine zu Serin scheint die Kinase-Aktivitat von KI-Mausen
Prkg1-C117S, Prkg1-C195S nicht zu beeinflussen, aufler PKGIa-C195S nach NCA

Stimulation. Dieser Effekt ist vermutlich NCA spezifisch.

3.4.5 |Initiale Charakterisierung der Prkg1-C117/195S Kl-Maus

Die Generierung des Prkg1-C117/195S Kl-Mausmodells, das zwei Mutationen tragt, konnte
nur schrittweise durchgefiihrt werden und nahm eine langere Zeit in Anspruch. Aus diesem
Grund konnte erst vor Kurzem mit der Charakterisierung begonnen werden. Diese Linie enthalt
sowohl die C195S Mutation im Exon 4, als auch zuséatzlich die in homozygote Embryonen
dieser Mause eingefuhrte Punktmutation C117S im Exon 2 des Prkg? Gens. Beide
Punkmutationen wurden mittels CRISPR/Cas9 Technologie eingefuhrt.

3.4.5.1 Zucht und Phanotyp der Prkg1-C117/195S Mause

Die Zucht dieser Mause war anfanglich durch eine hohe Mortalitat, entweder direkt nach der
Geburt bzw. im Alter von 3-4 Wochen vor dem Erreichen des Reproduktionsalters erschwert.
Homozygote Prkg1-C117/195S Mause zeigten bei der Autopsie, ahnlich zu PKGI-
(Schlossmann et al. 2005, Foller et al. 2008) und sGC-KO Mausen (Friebe et al. 2007)
morphologische Veranderungen im Viszeralraum (Abb. 3.18 A.). Sie besallen ein
ausgepragtes Megakolon und Splenomegalie. Die PKGI- und sGC-KO Mause kdnnen
aufgrund der gestoérten Darmrelaxation, die ebenfalls durch die NO-cGMP-PKG-Kaskade

reguliert wird, ohne spezielle Diat nicht Gberleben.

104



Ergebnisse

A.
B.
C.
g S >
b Jei(m; L {Qum’

Abb. 3.18: Charakterisierung der Prkg1-C117/195S Ki-Maus. A. Die doppelmutierte Kl-Maus
(rechts) weist einen erheblichen gastrointestinalen Phanotyp und Splenomegalie im Vergleich zum WT-
Geschwistertier auf. B. Die rohfaserarme Diat mit Zusatz von Esomeprazol und Natriumbicarbonat
bewirkte bei der Mutante Prkg1-C117/195S (rechts) eine Normalisierung der viszeralen Organe,
vergleichbar mit dem WT (links). C. Bereits drei Tage nach Abséatzen der Diat konnten sichbare
Veranderungen des Bauchraums bei der Mutante festgestellt werden.

Aus diesem Grund wurde die Prkg1-C117/195S Linie auf eine rohfaserarme Spezialdiat
umgestellt. Mit dieser Diat konnten die Tiere bis zum Alter von 12-15 Wochen ohne sichbare
Einschrankungen Uberleben und fir die Isolation von aortalen VSMCs verwendet werden. In
der Abb. 3.18 B. ist die Maus Prkg1-C117/195S unter Zugabe der Spezialdiat im Vergleich
zum WT-Geschwistertier zu sehen. Die Milz zwischen WT und der Mutante unterscheiden sich
nicht mehr. Auch der Darm scheint nur noch minimal vergréRRert zu sein. Nach Absetzen der
Spezialdiat und Zugabe von rohfaserreichem Futter sind bereits nach drei Tagen sichbare
Vergrolierungen des llleums bei der Prkg1-C117/195S Kl-Maus im Vergleich zum WT zu
erkennen (Abb. 3.18 C.).
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Zusatzlich wurde das Verhaltnis zwischen Herzgewicht und Kérpergewicht bzw. Tibialange
unter der Zugabe der rohfasserfreien Spezialdiat untersucht (Abb. 3.19). Prkg1-C117/195S K-

Mause zeigten dabei keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu WT Geschwistertieren.
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Abb. 3.19: Charakterisierung der Kl-Maus Prkg1-C117/195S und der WT Geschwistertiere
hinsichtlich des Herzgewichts (HW) bezogen auf das Kérpergewicht (A., BW) und die Tibialdnge
(B., TL) unter rohfasserfreier Spezialdiat. Beide Parameter waren zwischen Prkg1-C117/195S und
deren WT Geschwistertieren vergleichbar. Verwendet wurden sowohl weibliche als auch mannliche
Mause. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardfehler mit n=4-7 Mausen pro Gruppe. n.s.-nicht signifikant
mit t-Test.

3.4.5.2 Analyse der PKGla Aktivitat mittels endogener VASP Phosphorylierung in
VSMCs aus dem Prkg1-C117/C195S Kl-Mausmodell

Die Analyse der VASP Phosphorylierung in Prkg1-C117/195S aortalen VSMCs wurde wie
bereits im Kap. 3.4.4 beschrieben durchgefihrt (Abb. 3.20). Die Stimulation der Zellen ohne
ODQ Vorinkubation flihrte, wie erwartet, zum Anstieg des Signals und zur erhdhten
Phosphorylierung des Substrates VASP sowohl durch WT als auch durch PKGIa-C117/195S,
jedoch ohne signifikanten Unterschied zwischen WT und Mutante. In Gegenwart von ODQ
zeigte die Muntante eine signifikant verminderte Substratphosphorylierung, sowohl nach NCA
als auch nach CXL-1020 Stimulation. Daher scheint die oxidative Aktivierung der
doppelmutierten Kinase durch HNO aufgehoben zu sein und ware somit entscheidend fur die

physiologische Funktion der Kinase.
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Abb. 3.20: Endogene VASP Phosphorylierung durch PKGla-WT und Mutante PKGla-C117/195S
ohne ODQ (links) und mit ODQ (rechts) Vorinkubation in primaren aortischen VSMCs. Die VSMCs
wurden mit 0,1% DMSO als Kontrolle, NO-Donor SNP (50 yM) und HNO-Donoren NCA (100 yM) und
CXL-1020 (300 uM), stimuliert mit oder ohne ODQ (10 pM) Vorinkubation. Die Zellen wurden abgel6st,
die Zelllysate mit 3x Laemmli Puffer versetzt und eine Western Blot Analyse der Zelllysate durchgefiihrt.
Die Mutation Prkg1-C117/195S weist nach NCA- und CXL-Stimulation eine signifikant reduzierte
Kinaseaktivitat im Vergleich zum WT auf. Verwendet wurden sowohl weibliche als auch mannliche
Mause. Alle Datenpunkte sind als Mittelwerte + Standardfehler von n=3 Experimenten dargestellt. Die
Statistik wurde mit One-way ANOVA durchgefihrt, gefolgt von Sidak’s Multiple Comparison Test.
*p<0,05; n.s.- nicht signifikant.

Weiterhin wurde die Expression von PKGla in Prkg1-WT vs. Prkg1-C117/195S VSMCs
untersucht. Hier zeigt sich in eine Tendenz fur eine verminderte Expression der C117/195S
Kinase (Abb. 3.21), jedoch ohne einen signifikanten Unterschied zwischen WT und

Doppelmutante zu erreichen.
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Abb. 3.21: Representativer Inmunoblot der PKGla-Expression in VSMCs, isoliert aus WT und
Prkg1-C117/195S Aorten. Die Expression der C117/195S Kinase in VSMCs vermindert, unterscheidet
sich jedoch nicht signifikant von der Expression der WT Kinase. GAPDH wurde als Ladekontrolle
untersucht. Alle Datenpunkte sind als Mittelwerte + Standardfehler von n=3 Experimenten dargestellt.
n.s.- nicht signifikant mit einem t-Test.

3.4.6 In vitro Charakterisierung von Twin-Strep-tag® PKGla C117/195S

Aufgrund der Ahnlichkeit des Phanotyps von Prkg1-C117/195S Kl-Mausen mit den PKGI- und
sGC-KO Mausen (Schlossmann et al. 2005, Friebe et al. 2007, Foller et al. 2008), musste
gepruft werden, ob die C117/C195S Kinase in ihren Eigenschaften, insbesondere hinsichtlich
der cGMP-Bindung und der katalytischen Aktivitat der WT PKGla entspricht. Daflir wurden WT
und doppelmutierte Kinase rekombinant hergestellt, aufgereinigt und bezlglich der cGMP-

Bindung und Kinaseaktivitat mit unterschiedlichen Aktivitatsassays untersucht.

3.4.6.1 Herstellung des Twin-Strep-tag® PKGla-C117/195S Konstruktes

Das WT Konstrukt pcDNA 3.0-FSS+hPKGla enthalt die komplette humane PKGla Sequenz
mit der hochaffinen cGMP-Bindungsdomane A und den Cyteinen 117 und 195. Zur Herstellung
von pcDNA 3.0-FSS+hPKGIla-C117/195S wurden die beiden Cysteine, durch eine Mutation
zu Serin ausgetauscht. Das Cystein kodierende Basen-Triplett TGT wurde dabei durch das flr
Serin kodierende Basen-Triplett AGT ersetzt (Abb. 3.22).

108



Ergebnisse

& @ SIS

s & & 3

%Q;b \"Q/ xq;b "Q/o M t
& ¢ 3 Jf .

FLAG tag
b, Twin-Strep-tag

\“
\

pcDNA3-FSS+hPKGla X’\,

7579 bp

3000 b p.-

+ +©
Mo |1 H 2 fm |1 |2
10000bp . ' - ~
A “‘I

1000 b.p.- we—

500b.p. gy 1 I o L

WT

770 78(
cgAacaAfplleTTTTCAA

Abb. 3.22: Validierung des Plasmides pcDNA 3.0-FSS+hPKGIla-C117/195S. Links: Agarosegele
nach Restriktionsverdau mit Xcml und BamHI (6682 und 897 b.p.) bzw. EcoRIl und Xcml (866 und 6713
b.p) von pcDNA 3.0-FSS+hPKGIla-WT (links) und C117/195S (rechts) zu sehen. Beim korrekten
Ligieren von pcDNA 3.0-FSS+hPKGla-C117/195S eliminiert sich die Schnittstelle fur EcoRI, so dass
auf dem rechten Gel keine Insert-Bande fiir die Restriktionsenzyme Xcml + EcoRI vorzufinden ist. Mitte:
Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung zur Validierung der korrekten Sequenzen mit dem
ausgetauschten Basen-Triplett TGT zu AGT. Die Punktmutationen sind rot umrandet. Rechts:
Entsprechende Plasmidkarte der Mutante.

Die Klonierung der Mutation C117/195S erfolgte in vier PCR-Ansatzen. Die einzelnen
Produkte der ersten drei PCRs wurden als Template fiir die vierte PCR verwendet. Es erfolgte
im Anschluss der Verdau des Vektors pcDNA 3.0-FSS+hPKGIla-WT mit den Enzymen EcoRI
und Xcml und des PCR-Produkts mit den Enzymen Mfel und Xcml. Der geschnittene Vektor
und das geschnittene PCR-Produkt wurden danach miteinander ligiert. Dabei wurde im finalen
Konstrukt von pcDNA 3.0-FSS+hPKGIla-C117/195S die urspriingliche Schnittstelle von EcoRI
eliminiert, da die Sequenz von der Schnittstelle Mfel komplementar zur EcoRI Sequenz ist.
Durch einen Kontrollverdau mit den Enzymen EcoRI und Xcml bzw. BamHI und Xcml konnte
dieses Ergebnis tberprift werden. Nach der Midipraparation wurde das Konstrukt durch eine

Sanger-Sequenzierung verifiziert.

3.4.6.2 Aufreinigung von hPKGIla-WT und hPKGla-C117/195S

Zur Aufreinigung der humanen WT (hPKGla-WT) und der C117/196S Kinase (hPKGlo-
C117/195) wurden die beiden Konstrukte pcDNA 3.0-FSS+hPKGla-WT und pcDNA 3.0-
FSS+hPKGIla-C117/195S in HEK293 Zellen transfiziert. Aufgrund des vorhandenen und im

Expressionsplasmid eingebauten Twin-Strep-tags® konnte die Aufreinigung erfolgen. Die

109



Ergebnisse

hPKGIla-WT und hPKGIa-C117/195S Kinasen konnten erfolgreich, wie in Abb. 3.23

dargestellt, Gber das Strep-Tactin®System aus den HEK293 Zellen isoliert werden.
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85 kDa- .
70 kDa- ol
50 kDa- ~ e
- -
hPKGla-WT

Abb. 3.23: Aufreinigung der hPKGIa-WT und hPKGIla-C117/195S. Zur Uberwachung des
Aufreinigungsprozesses und der Uberpriifung der Reinheit der exprimierten Proteine WT (links) und
Mutante (rechts) wurden Proben "Zelllysat" (C), "Uberstand" (S), "Pellet" (P), "Durchfluss" (F),
"Waschen" und "Elution" entnommen und mittels SDS-Page detektiert. Die Bande bei 75 kDa zeigt die
erfolgreich eluierten Proteine. Die einzelnen Elutionsproben wurden zu einer Probe vereinigt und die
Konzentrationsbestimmung nach Bradford durchgefiihrt: hPKGla-WT 2,4 uM; hPKGIla-C117/195S 1,4
M.

3.4.6.3 In vitro Kinase Assays mit gereinigter WT und C117/195S PKGla

Die Aktivitat der aufgereinigten Kinasen hPKGla-WT und hPKGIa-C117/195S wurde mittels
eines enzymgekoppelten spektrophotometrischen Cook Assays untersucht. Dafir wurde
VASPtid als Substrat in Gegenwart von aufsteigenden cGMP Konzentrationen ohne (Abb. 3.24
A.) und nach Stimulation mit 100 uM NCA (Abb. 3.24 B.) verwendet.

Zur Bestimmung von kax wurden cGMP Konzentration gegen kalkulierte Werte der
spezifischen Aktivitdt logarithmisch aufgetragen. Sowohl hPKGla-WT als auch hPKGla-
C117/195S konnten durch cGMP signifikant aktiviert werden (Abb. 3.24 A.). Die Mutante
konnte jedoch die maximale Aktivitat der WT-Kinase nicht erreichen (Aspez. Aktivitat: hPKGla-
WT: 13,7 U/mg; hPKGIla-C117/195S 12,0 U/mg). Die Aktivierungskonstante fur hPKGla-WT
betrug dabei 29,7 £ 2,9 nM und fur hPKGla-C117/195S 70,8 £ 2,2 nM cGMP. Die Mutante
zeigt somit eine 2,4-fach geringere Aktivierbarkeit durch cGMP. Die hPKGIla-C117/195S lasst
sich somit schlussfolgernd durch cGMP aktivieren, benétigt jedoch eine héhere cGMP

Konzentration fur ihre Aktivierung und ist insgesamt weniger maximal aktiv.
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Abb. 3.24: Charakterisierung der Kinaseaktivitit mit Cook- und in vitro Kinase Assays von
hPKGIla-WT und hPKGla-C117/195S. A.,B. Cook-Assay: Konzentationsabhangige cGMP Aktivierung
der hPKGIla-WT (grau) und hPKGIa-C117/195S (hell grin), unbehandelt (A., unbeh.) und nach
10 mindtiger Stimulation mit 100 yM NCA (B.). Unter Verwendung von VASPtide als Substrat
unterscheiden sich die Aktivierungskonstanten der beiden Kinasen um den Faktor 2,4 mit 29,7 + 2,9 nM
fur hPKGla-WT und 70,8 £+ 2,2 fir hPKGIa-C117/195S. Alle Datenpunkte sind als Mittelwerte +
Standardfehler von drei Experimenten (gemessen in Duplikaten) dargestellt. C. /n vitro Kinase Assays:
Reprasentative Western Blot Analyse der Substartposphorylierung von C1-M-C2 durch PKGla-WT und
PKGIla-C117/1958S. Beide Kinasen zeigen keinen signifikanten Unterschied in der Phosphorylierung des
Substrats. Die Experimente wurden ohne Plasmid-Transfektion (NT) oder mit WT, C117S, C195S,
C117/195S PKGla durchgefiihrt, rekombinant exprimiert in HEK293 Zellen und stimuliert mit SNP (0, 5,
50 uM; 10 Min). Die Intensitat der Phosphorylierung des Substrates wurde dabei durch Western
Immunoblot mit einem phosphospezifischen Antikdrper [(P)-RXXPS/T] detektiert und auf die
Gesamtmenge des Substrates (His-tag) und die Gesamtmenge der Kinase PKG (reduziert) normalisiert.
n.s.- nicht signifikant.

In der Abb. 3.24 B. wurde ebenfalls ein Cook-Assay durchgefiihrt, jedoch wurden die beiden
Kinasen vor der Messung fir 10 Minuten mit 100 uM NCA stimuliert. Die hPKGIa-WT Kinase

zeigte bereits basal ohne cGMP eine erhdhte spezifische Aktivitat. Dies deutet darauf hin, dass
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die hPKGIla-WT Kinase durch NCA Stimulation eine Intradisulfidbriicke ausbilden konnte und
somit bereits im aktivierten Zustand vorlag, noch vor der Zugabe von cGMP. Dies war nicht
der Fall fir die hPKGIa-C117/195S Kinase, da sie aufgrund des Austauschs der beiden
Cysteine zu nicht-oxidierbaren Serin keine Intradisulfidbriicke auszubilden kann. Somit lag die
doppelmutierte Kinase selbst nach NCA Stimulation basal in einer inaktiven Form vor. Zudem
konnte beobachtet werden, dass der Effekt von cGMP nach NCA Stimulation der hPKGla-WT
Kinase signifikant reduziert war (Aspez. Aktivitdt hPKGla-WT ohne NCA: 13,7 U/mg vs. mit
NCA: 11,3 U/mg).

Durch weitere unabhangige in vitro Kinase Assays wurde die Aktivitat der hPKGla-C117/195S
und deren cGMP Aktivierbarkeit mit den in HEK293 Zellen rekombinant exprimierten
Volllangen WT und C117/195S PKGla pcDNA-PKGIa Plasmiden untersucht (Abb. 3.24 C.).
Hierzu wurden die Zellen 24 Stunden nach der Transfektion mit 5 und 50 uM NO-Donor SNP
stimuliert. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied in der Phosphorylierung des Substrates
C1-M-C2 durch hPKGIla-WT und hPKGIla-C117/195S Kinase detektiert werden. Dieses
Ergebniss deutet auf eine weitgehend unveranderte Kinaseaktivitdt der Mutante hinsichtlich
der cGMP Aktivierbarkeit hin.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass hPKGIla-C117/195S in der Lage ist, cGMP zu
binden und das Substrat ahnlich wie die hPKGla-WT Kinase zu phosphorylieren. Weiterhin
Iasst sich daraus folgern, dass sowohl die klassische Aktivierung der Kinase tiber NO/cGMP-
Kaskade als auch die oxidativ-induzierte Aktivierung, die zur Bildung einer Intradisulfidbriicke

fuhrt, von entscheidender Bedeutung sind fir die physiologische Funktion der Kinase.
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4 Diskussion

Oxidative Modifikationen in PKGla wurden als ein wichtiger Regulationsmechanismus fir die
Funktion dieser Kinase unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen
postuliert (Sheehe et al. 2018, Cuello und Eaton 2019). Gleichwohl werden diese Befunde in
der Literatur kontrovers diskutiert (Kalyanaraman et al. 2017). Kurzlich konnte unsere
Arbeitsgruppe zeigen, dass PKGla nach HNO Exposition posttranslational modifiziert werden
kann und eine aktivatorische Intradisulfidbriicke zwischen den C117 und C195 in der
hochaffinen cGMP-Bindungsdomane ausbildet (Donzelli et al. 2017). Der individuelle Beitrag
der beiden Cysteine und die (patho)physiologische Konsequenz sind jedoch dabei nicht

vollstandig aufgeklart.

Deshalb bestand das Ziel dieser Arbeit darin, die HNO-induzierte Intradisulfidbriickenbildung
und den individuellen Beitrag der zur Ausbildung dieser Briicke fuhrenden Cysteine 117 und
195 sowie ihre funktionelle Relevanz in diesem Zusammenhang zu charakterisieren. Um
diesen Fragestellungen nachzugehen, wurden erstmalig in einem Hochdurchsatzverfahren
FRET Messungen mit mutierten cGi500 Sensoren (C117S, C195S, C117/195S) durchgefuhrt
und drei entsprechende KI-Mausmodelle generiert. Diese wurden im Hinblick auf
Vasorelaxation und PKGla Substratphosphorylierung charakterisiert. In dieser Arbeit konnten

nachfolgende Befunde erhoben werden:

o HNO ist ein starker Aktivator der sGC. Unter sGC-Hemmung sind direkte HNO-Effekte
auf PKGla detektierbar. Dabei war die HNO-induzierte Konformationsanderung in den
cGMP Bindedomanen des Sensors bei allen cGi500 Mutanten im Vergleich zum WT
signifikant beeintrachtigt. Hier stellt C195S nach NCA Stimulation eine Ausnahme dar.

e In vitro zeigen alle PKGla Mutanten eine signifikant verminderte HNO-induzierte
Aktivierung und daraus resultierende Substratphosphorylierung.

e In vivo werden die Einzelmutanten C117S und C195S hinsichtlich ihrer HNO-
induzierten PKGla Substratphosphorylierung (eine Ausnahme stellen C195S VSMCs
nach NCA Stimulation dar) und Vasorelaxation, gemessen in Arteria femoralis
Gefalden, vollstandig kompensiert. Die Einzelmutanten zeigen keinen Phanotyp.

e Die gleichzeitige Mutation beider Cysteine C117/195S fuhrt dagegen zu einem
pathologischen Phanotyp der Maus, der dem des PKGla- und sGC-KO Phanotyps
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ahnelt. Die HNO-induzierte Substratphosphorylierung durch PKGIla-C177/195S

Mutante war dabei signifikant abgeschwacht.

4.1 Untersuchung von Redox-defizienten FRET-Sensoren

Als Ausgangspunkt fir diese Arbeit diente die Publikation von Donzelli et al. Hier wurden
erstmalig die Effekte von NCA auf die Konformationsanderung des cGi500 FRET Sensors
gezeigt. Allerdings wurden die Messungen nur fir die WT Kinasesequenz (Donzelli et al. 2017)
unternommen. Diese Experimente haben eine interessante Wechselwirkung zwischen den
Effekten von NCA und cGMP enthullt. Die NCA Stimulation flhrte durch Oxidation und
anschlieftende Intradisulfidbrickenbildung zwischen C117 und C195 zu einer Konformations-
anderung des Sensors, die eine cGMP-induzierte Konformationsanderung imitiert. Nach NCA
Stimulation war die cGMP-Bindung an den Sensor stark abgeschwacht, was auf eine
Kompetition zwischen oxidativ-vermittelter Intradisulfidbriickenbildung und der cGMP-Bindung
an den Sensor und im Ubertragenden Sinn auch auf die Kinase selbst hinweist. Diese
Beobachtung ging ebenfalls mit einer verminderten Affinitdt der Kinase fir cGMP in
Radioligandenbindungsassays einher (Donzelli et al. 2017). Daher war das tibergeordnete Ziel
dieser Dissertation, die Wechselwirkung zwischen Oxidation, Intradisulfidbriickenbildung und
cGMP in der regulatorischen Domane von PKGla, inklusive der individuellen Beitrage der

C117 und C195 in diesem posttranslationalen Geschehen genauer zu untersuchen.

Dafur wurden initial mutierte cGi500 Sensoren generiert und stabil in HEK293 Zellen
exprimiert, in denen C117, C195 oder beide Cysteine zusammen zu nicht-oxidierbarem Serin
ausgetauscht wurden (C117S, C195S, C117/195S). Diese stabilen Zelllinien konnten
erfolgreich fir FRET Messungen im Hochdurchsatzverfahren auf cGMP- bzw. HNO-induzierte
Konformationséanderungen etabliert werden. Alle drei Mutanten zeigten dabei keine
beeintrachtigte cGMP-Bindung nach konventioneller Stimulation mit SNP mit ECso Werten
zwischen ~400-700 nM fir alle Sensoren. Dies stellt sicher, dass der Austausch eines Cysteins
durch Serin nicht per se die cGMP-Affinitat der Sensoren beeintrachtigt. Ebenfalls waren die
Amplituden der FRET Antworten vergleichbar. Daher konnten die Signale von WT und allen

Mutanten-Sensoren parallel untersucht und miteinander verglichen werden.

Die HNO Donoren NCA und CXL-1020 induzierten robuste Anderungen der FRET Signale,
welche bei verschiedenen Konzentrationen gemessen werden konnten und bei 100 yM NCA

bzw. 300 uM CXL-1020 ihr Maximum erreichten. Diese Konzentrationen wurden daher flr
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weitere FRET-Experimente verwendet. Die FRET Signale nach NCA und CXL-1020
Stimulation zeigten Uberraschenderweise keine signifikanten Unterschiede in ihrer Amplitude
zwischen den 4 Zelllinien. Nach Literaturrecherche konnte eine mdgliche Erklarung fur dieses
Ergebnis postuliert werden. Die sGC lasst sich ebenfalls durch die HNO-Donoren oxidativ
aktivieren (Miller et al. 2009, Kemp-Harper et al. 2021). Dieser Prozess Uberwiegt dabei den
direkten Effekt von HNO auf den Sensor und flhrt zu einer cGMP-abhangigen

Sensoraktivierung.

Bei pathophysiologischen Prozessen dagegen spielt der sGC abhaniger Mechanismus eine
untergeordnete Rolle. Als Beispiel sind hier die Hypertonie und die Herzinsuffizienz zu nennen.
Dort wurde eine Desensitivierung der sCG beschrieben, was die Produktion von cGMP
einschrankt (van Heerebeek et al. 2012, Greene et al. 2013, Pieske et al. 2014). Unter diesen
pathologischen Bedingungen konnte die direkte Aktivierung von PKGla durch HNO relevanter
sein. Durch die Anwendung des prototypischen sGC Inhibitors ODQ konnten diese
pathologischen Zustande imitiert werden und der direkte Effekt von HNO auf die oxidative
Modifikation der Cysteine in der cGMP Bindedomane des Sensors demaskiert werden. Es
ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den FRET Antworten der mutierten Sensoren
im Vergleich zum WT cGi500. Dieses Ergebnis spricht flr eine direkte oxidative Modifikation
der Cysteine im WT Sensor und ihren Einfluss auf die aktivatorische Konformationsanderung.
Die Intradisulfidbriickenbildung wurde unter diesen Bedinungen durch einen Western
Immunoblot bestatigt. Keine Verminderung der FRET Antwort konnte nur bei NCA Stimulation
des C195S cGi500 Sensors nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe von Prof. Wolfgang
Dostmann (Sheehe et al. 2018) konnte in ihren Arbeiten zeigen, dass die Oxidation von C117
nach Stimulation mit H.O> notwendig und ausreichend fiir die konstitutive Aktivierung der
Kinase, unabhangig von der Oxidation an C195 ist. Nach diesem Modell flihrt die Oxidation
von C117 zur Sulfenierung dieses Cysteins. Aufgrund der Mutation von C195 zu C195S gibt
es kein weiteres freies Thiol in unmittelbarer Nahe, sodass die Sulfensaure nicht zu einem
Disulfid, sondern weiterhin irreversibel zu Sulfin- und Sulfonsaure oxidiert werden konnte.
Diese Experimente wurden mit hohen Konzentrationen von H>O, (500 uM) und nicht mit NCA
oder CXL-1020 durchgefuhrt. Daher lasst sich diese Erkenntnis nur bedingt auf die in dieser
Arbeit verwendeten Bedinungen Ubertragen. Vermutlich ist dieses Ergebnis eher ein NCA
spezifischer Effekt, da NCA im Gegensatz zu CXL-1020 eine viel langere HNO-
Freisetzungskinetik aufweist. Die Halbwertszeit fir NCA betragt dabei 800-900 Minuten (Sha
et al. 2006, Shoman et al. 2011) und fur CXL-1020 nur 2 Minuten (Sabbah et al. 2013). NCA

hydrolysiert bei neutralem pH-Wert langsam und erzeugt Gber Stunden eine relativ niedrige,
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aber konstante HNO-Konzentration. CXL-1020 setzt dagegen HNO als Bolus zu Beginn der
Hydrolyse frei, sodass das freigesetzte HNO dem biologischen Target-Cystein nur fiir eine
sehr kurze Zeit zur Verfigung steht. Eine vergleichbare Theorie wurde von Donzelli et al.
(Donzelli et al. 2013) zu einem weiteren HNO-Donor namens Angeli's Salt aufgestellt, der
ebenfalls eine kurze HNO-Freisetzungskinetik von nur 2-5 Minuten aufweist (Miranda et al.
2005). Somit erzeugt NCA vermutlich eine starkere Oxidation von C117 und hat einen viel
gréReren kompensatorischen Effekt als CXL-1020. Eine weitere alternative Erklarung kénnte
sein, dass NCA, im Gegensatz zu CXL-1020, Thiol-reaktive Nebenprodukte freisetzt (Sha et
al. 2006, Shoman et al. 2011), die ebenfalls einen Einfluss auf die Oxidation der Cysteine

ausuben konnten.

Unter Bedingungen einer erhéhten und prolongierten intrazellularen ROS Produktion, wie es
bei einer Sepsis der Fall ist, wurde die Bildung von 8-Nitro-cGMP beschrieben, was zu einer
weiteren oxidativen Modifikation von PKGla, namlich der S-Guanylierung an C195 flhren
kann. Diese Beobachtung wurde bislang nur von der Arbeitsgruppe von Akashi et al.
beschrieben (Akashi et al. 2016). Eine solche Modifikation des C195 im Sensor mit der C117S
Mutation ware theoretisch mdglich, jedoch ist die sGC-abhangige cGMP Synthese in den
beschriebenen FRET Experimenten nach Applikation von ODQ aufgehoben. Somit ist die
Konzentration von cGMP in der Zelle vermutlicht zu gering, um die 8-Nitro-cGMP Bildung und
S-Guanylierung von C195 zu induzieren. Auch konnte diese Beobachtung in einer kirzlich
durchgeflihrten Untersuchung, die die Prkg1-C19S Kl-Maus einer septischen Intervention

unterzog, nicht beobachtet werden (Kamynina et al. 2022).

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der simultanen Modifikation beider Cysteine C117 und C195
in der hochaffinen cGMP-Bindedoméne A, die im cGi500 Sensor enthalten ist und deshalb
unter Einsatz dieses Sensors untersucht werden konnte. Eine mégliche Limitation der FRET
Methode ist, dass die cGi500 basierten Sensoren nur einen Teil der regulatorischen Doméane
der PKGla, genauer gesagt, nur die beiden cGMP Bindestellen, enthalten. Somit kann die
durch cGMP- oder HNO-induzierte Konformationsdnderung nur in einem Teil des Kinase-
molekdls untersucht werden, wahrend der Einfluss der anderen regulatorischen Elemente wie
des N-terminalen Leucin-Zippers oder der katalytischen Domane hier nicht abgebildet wird.
Daher konnen diese Ergebnisse eventuell nicht direkt auf die ganze Kinase Ubertragen
werden. In der Zukunft ware es interessant, diese 3 Mutationen in den Cygnet2.1 cGMP
Sensor einzuflhren, was die Untersuchung der Konformationsdnderung in dem gesamten

Kinasemolekil, ausgenommen dem Leucin-Zipper und der Al Doméane, die in diesem Sensor
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nicht enthalten sind, ermdglicht (Honda et al. 2001). Hierbei kdnnte auch die Rolle weiterer, in
der PKGla vorhandener Cysteine analysiert werden. Dazu gehdren C312 und C518, welche
urspringlich aufgrund der Versuche mit oxidierenden Metallionen als weitere intradisulfid-
briickenbildende Cysteine vorgeschlagen wurden (Landgraf et al. 1991). Aus der inzwischen
vorhandenen Kristallstruktur der PKGIla scheint jedoch die Ausbildung dieser Briicke zwischen
C312 und C518 aufgrund der ungtinstigen sterischen Lage zueinander eher unwahrscheinlich
(Osborne et al. 2011).

4.2 Analyse der funktionellen Relevanz der HNO-induzierten

Intradisulfidbriicke

Um den Einfluss der beiden Cysteine auf die Kinaseaktivitat zu untersuchen, wurden in vitro
Kinase Assays unter verschiedenen Bedingungen durchgefuihrt. Die Aktivierung der WT
Kinase durch NCA und CXL-1020 flhrte zur Ausbildung einer Inter- und Intradisulfidbriicke
und zur erhéhten Substratphosphorylierung, welche in allen Mutanten C117S, C195S und
C117/1958S signifikant reduziert war. Auch die Ausbildung einer Intradisulfidbriicke war in allen
Mutanten nicht mdglich. Damit konnte nachgewiesen werden, dass in vitro sowohl C117 als
auch C195 entscheidend sind flr die HNO-induzierte oxidative Aktivierung der Kinase. Die
Ergebnisse der NCA-vermittelten Effekte auf die WT und C117/195S PKGla Aktivitat stimmen
mit den bereits verdffentlichen Daten von Donzelli et al. Gberein (Donzelli et al. 2017), wahrend
die Daten beziglich der Aktivitdt der Einzelmutanten (C117S, C195S) und der CXL-1020
Stimulation in dieser Doktorarbeit erstmalig generiert wurden. Ein Nachweis der nicht
vorhandenen Intradisulfidbriicke in den Zelllinien, die die Einzel- und Doppelmutante stabil

expimieren, wurde ebenfalls von Donzelli et al. beschrieben.

Der in vitro Kinase Assay wurde in HEK293 Zellen nach Transfektion mit Volllangen-
Konstrukten kodirerend fiir die humane WT und die Mutanten C117S, C195S und C117/195S
PKGIla durchgefuhrt. Intakte Zellen wurden daftr mit HNO-Donoren stimuliert und Zelllysate
im Anschluss generiert. Die Ergebnisse des Experiments fir alle mutierten Kinasen sind
signifikant unterschiedlich vom WT. Dagegen ergaben die Ergebnisse fir alle Einzelmutanten
in Gefalken keine signifikanten Unterschiede (Kap. 4.3). Die Ergebnisse sind vermutlich
beeinflusst durch das Redoxpotenzial der Zellen. In der WT Zelllinie kommt es wahrend der
HNO-vermittelten Stimulation und der daraus resultierenden Oxidation zur Ausbildung einer

Intradisulfidbriicke zwischen C117 und C195. In mutierten Zelllinien werden dagegen nur
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einzelne Cysteine oxidiert. Wenn Zelllysate hergestellt werden, bleibt vermutlich nur die
Intradisulfidbriicke intakt. Die Oxidation der einzelnen Cysteine kénnte dagegen instabil sein
und wird bei der Herstellung der Lysate nicht mehr durch das Redoxpotenzial der Zelle
aufrechterhalten. Dadurch kann das Fehlen einzelner Cysteine zumindest unter in vitro
Bedingungen durch die Oxidation nicht kompensiert werden. In intakten Gefalten dagegen
koénnten die Einzelmutanten durch verschiedene Mechanismen, die spater diskutiert werden,

kompensiert werden.
4.3 HNO-vermittelte Effekte in Prkg1-C117 und Prkg1-C195S Kl-Mausen

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung der HNO-induzierten Intradisulfidbriicke und
des individuellen Beitrags der Cysteine 117 und 195 in und ex vivo wurden von Dr. Borys
Skryabin mittels CRISPR/Cas9 Technologie durch Austausch einzelner Nukleotide drei neue
Kl-Mausmodelle generiert. Bei diesen Mausen wurden C117, C195 oder beide Cysteine
gleichzeitig zum nicht-oxidierbaren Serin (Prkg1-C117S, Prkg1-C195S, Prkg1-C117/195S)

ausgetauscht.

Wahrend die in dieser Arbeit generierten Prkg1-C117S und Prkg1-C195S KI-Mause keine
Auffalligkeiten der inneren Organe inklusive des Darms und bezuglich ihrer Lebenserwartung
im Vergleich zu ihren WT Geschwistertieren zeigten, hatten die vorher publizierten Prkg1-
C195S Kl-Mause eine erhohte Mortalitatsrate und einen vergréRerten Blinddarm (Kamynina
et al. 2022). In beiden Mauslinien konnten dabei keine Unterschiede in der PKGla Expression
in verschiedenen Organen zwischen Mutante- und WT-Tieren detektiert werden. Ein mdglicher
Grund fir die Unterschiede der beiden Mauslinien kdnnten die verschiedenen Methoden der
Mausgenerierung sein. In dieser Arbeit ermdglichte die CRISPR/Cas9 Technologie die
Generierung der gewlnschten Mauslinie durch den Austausch einer einzelnen Nukleotidbase
des C117 bzw. C195 kodierenden Triplets. Bei den klassisch hergestellten Prkg1-C195 KI-
Mausen (Kamynina et al. 2022) wurde daflr stattdessen eine homologe Rekombination
durchgeflihrt. Dabei werden in der Regel grolRere Teile der Intronsequenzen in ihrer
Nukleotidsequenz modifiziert. Obwohl diese Modifikationen keine zusatzliche, aul’er der
gewlnschten Veranderung der Exon-Sequenz hervorrufen sollten, kdnnen in einzelnen Fallen
bestimmte Mechanismen der Genregulation bzw. Expression anderer Gene Uber die
Veranderungen in Intronsequenzen durch Modifikation regulatorischer Elemente und

microRNAs beeinflusst werden (Kuhnert et al. 2008, Rappaport und Johnson 2014).
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Um die physiologischen Konsequenzen der HNO-Donor-vermittelten Oxidation der beteiligten
Cysteine auf die Vasorelaxation in intakten Gefalden zu untersuchen, wurden Abschnitte frisch
isolierter Femoralarterien der KI-Mause Prkg1-C117S und Prkg1-C195S sowie von deren WT
Geschwistertieren im Organbad myographisch untersucht. Im Gegensatz zu den bereits
beschriebenen in vitro Experimenten waren die Effekte der einzelnen Mutationen C117S und
C1958S hinsichtlich Vasorelaxation in Femoralarterien der neu generierten KI-Mause komplett
kompensiert. Vermutlich kann das verbliebene nicht mutierte Cystein, besonders in vivo
effektiv oxidiert werden und tragt somit zur Kinaseaktivierung bei. Dies ist in Ubereinstimmung
mit zuvor durchgeflhrten Arbeiten an der Prkg1-C195S Maus (Kamynina et al. 2022)
(Kamynina et al. 2022). Die Kompensierung der einzelnen Cysteine kann entweder durch eine
direkte Oxidation von C117 (Sheehe et al. 2018) oder durch eine kombinierte Einwirkung von
Oxidation und cGMP und daraus resultierende S-Guanylierung von C195 (Akashi et al. 2016)
erfolgen. Beide Modifikationen kdnnen zu einer aktivatorischen Konformationsanderung der
Kinase beitragen. Diese scheinen inbesondere in vivo effektiv durch optimale Redox-

Bedingungen zu wirken, die mdglicherweise in lebenden Zellen intakter Gefale vorliegen.

Zur Analyse der Aktivitat von PKGla-WT bzw. PKGIa-C117S und PKGIla-C195S Mutanten
erfolgte die Messung der endogenen VASP-Phosphorylierung in primaren aortalen VSMCs
nach HNO-Stimulation. CXL-1020 Effekte wiesen dabei, ahnlich zu den funktionellen
Messungen in Arteria femoralis Gefalten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
C117S bzw. C195S im Verleich zu WT VSMCs auf. Dagegen war nur die NCA-induzierte
VASP Phosphorylierung bei der C195S Mutante signifikant vermindert, was gegebenenfalls
mit einer geringerer Probenzahl in Kombination mit hoher biologischer Variabilitat zu tun haben

konnte.

Nach Auswertung und Analyse der in vitro und in vivo Experimente kristallisiert sich ein
folgender méglicher Zusammenhang heraus: Je einfacher das System, desto weniger gut
konnen die einzelnen Cystein-Mutationen kompensiert werden. Folgende Moéglichkeiten

konnten diese Annahme erklaren:

¢ In einem intakten Gefal} kdnnte durch das Vorhandensein mehrerer Zelltypen inklusive
Endothelzellen die endogene Aktivitdt des NO/cGMP Systems viel héher sein als in
isolierten VSMCs oder HEK293-Zellen in Kultur. Bei der Herstellung von Zelllysaten fir
in vitro Kinase Assays oder fur FRET-Messungen wird das vorhandene cGMP der
Zellen herausgewaschen bzw. kein cGMP zusatzlich hinzugefligt. Dadurch sinkt die

Konzentration an cGMP in Zellysaten im Vergleich zu intakten Zellen enorm. Intakte
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Gefalle sowie die isolierten VSMCs exprimieren vermutlich im Vergleich zu HEK293-
Zellen mehr sGC. Durch zuséatzliche ODQ Applikation nehmen die cGMP
Konzentrationen in HEK293-Zellen umso starker ab. Dadurch sinkt die
Wahrscheinlichkeit zur oxidativen Bildung von 8-Nitro-cGMP und somit
S-Guanylierung am verbleibenden C195.

Es kdnnten in physiologisch intakten Geweben, Gefalien und Tieren andere Redox-
Gleichgewichte herrschen als in isolierten Zellen. Diese tragen moglicherweise zu einer
veranderten Wirkung der Oxidantien bei. Unterschiedliche Redox-Potentialle konnten
wie zuvor beschrieben mittels Redox Biosensoren in kardialen Fibroblasten und
Herzmuskelzellen (isoliert vs. im intakten kunstlichen Herzgewebe) (Trautsch et al.
2019) bzw. in verschiedenen Drosophila Organen in vivo (Albrecht et al. 2011)
nachgewiesen werden.

Auf subzellularer Ebene weisen verschiedene Zelltypen eine komplexe Organisation
der Komponenten von Signaltransduktionskaskaden auf. In den subzellularen
Kompartimenten werden diese in raumlicher Nahe zueinander lokalisiert. Dazu
gehoéren z.B. Rezeptoren, Zyklasen, Kinasen und Phosphatasen mit ihren Substraten.
Es ist bekannt, dass diverse Kompartimente bzw. Organellen unterschiedliche Redox-
Potentiale oder Gradienten aufweisen (Dooley et al. 2004, Swain et al. 2016). Dies ist
entscheidend fur die Effizienz der oxidativen Reaktionen in verschiedenen Teilen der
Zellen und kénnten somit zwischen in und ex cellulo stark unterschiedlich sein bzw.

unterschiedliche Auswirkung auf die komplexen Zellvorgange haben.

4.4 Charakterisierung der Prkg1-C117/195S Kl-Mause

Das Prkg1-C117/195S Kl-Mausmodell enthalt sowohl die C195S Mutation im Exon 4, als auch
zusatzlich die in homozygoten Embryonen dieser Mause eingefiihrte Punktmutation C117S im
Exon 2 des Prkg1 Gens. Die Einflhrung der beiden Mutationen war kompliziert und
zeitintensiv, da die Einfihrung der zweiten Mutation mittels CRISPR/Cas9 Technologie zuvor
der Generierung der Einzelmutante bedurfte. Deshalb konnte erst seit Kurzem mit der

phanotypischen Charakterisierung dieses Mausmodels begonnen werden.

Zudem war die Zucht dieser Mauslinie durch die hohe Mortalitdtsrate gepragt. Die
homozygoten Prkg1-C117/195S Mause starben direkt nach der Geburt oder spontan im Alter

von 3-4 Wochen vor Erreichen des Reproduktionsalters. Bei der Autopsie zeigten sie
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vergroRRerte Darmbereiche des lleums und Jejunums. Interessanterweise konnte dies bereits
zuvor in PKGI- (Schlossmann et al. 2005, Fdller et al. 2008) und sGC-KO Mausen (Friebe et
al. 2007) beschrieben werden. Der Phanotyp dieser beiden Mausmodelle ist auf die gestoérte
Darmmotilitdt und die Koordination von Relaxation und Kontraktilitdt intestinaler glatter
Muskelzellen zurtickzufiihren, welche ebenfalls durch die sGC/cGMP Kaskade reguliert
werden. Weiterhin hatten die Prkg1-C117/195S Kl-Mause, ahnlich zu PKGI-KO Tieren, eine
ausgepragte Splenomegalie. Foller et al. konnten die Splenomegalie der PKGI-KO Mause mit
beschleunigter Apoptose der Erythrozyten in Verbindung bringen (Fdller et al. 2008). Mit Hilfe
einer speziellen und rohfaserarmen Diat unter Zusatz von Esomeprazol und
Natriumbicarbonat, die ebenfalls bei PKGI- und sGC-KO Mausen eingesetzt wird, um das
Uberleben der Tiere zu erreichen, konnten die oben aufgefiihrten Symptome und die

Lebenserwartung der Prkg1-C117/195S Mause ebenfalls verbessert bzw. verlangert werden.

Nach erfolgreicher Etablierung der Zucht der Prkg1-C117/195S Kl-Mauslinie konnten aus
Zeitgrinden nur wenige funktionelle Experimente fur diese Arbeit durchgefihrt werden. Eines
dieser Experimente bestand in der Untersuchung der HNO-induzierten VASP-Phospho-
rylierung durch PKGIla in primaren aortalen VSMCs. Die Mutante PKGIla-C117/195S wies
dabei nach NCA bzw. CXL-1020 Stimulation und ODQ Vorinkubation eine signifikant
reduzierte Kinaseaktivitat im Vergleich zur korrespondierenden WT Kinase auf. Daher scheint
die oxidative Aktivierung der doppelmutierten Kinase durch HNO aufgehoben zu sein, da in
der Doppelmutante keine oxidativ induzierte Intradisulfidbriicke ausgebildet werden kann. Die
Beeintrachtigung der HNO-induzierten VASP-Phosphorylierung durch die PKGla-C117/195S
Kinase war im Vergleich zu den Einzelmutanten insgesamt starker ausgepragt. Durch
verschiedene Mechanismen, die bereits in Kap. 4.3 diskutiert worden sind, konnten in den
Einzelmutanten vermutlich die Effekte der einzelnen mutierten Cysteine kompensiert werden,
wahrend dies durch das Fehlen beider Cysteine in der Doppelmutante nicht mehr erfolgen

kann.

Die PKGla Experession in allen Mutanten in verschiedenen Organen bzw. in isolierten aortalen
VSMCs war vergleichbar mit der Kinaseexpression in den WT Geschwistertieren, sodass der
Phanotyp der Prkg1-C117/195S Mause nicht mit der Menge der Kinase erklart werden kann,
sondern auf die Aktivierbarkeit durch Oxidanzien zurickzufiihren ist, welche eine

Intradisulfidbriickenbildung zwischen Cysteinen 117 und 195 induzieren kénnen.

Jedoch kdnnte kritisch argumentiert werden, dass der beobachtete Phanotyp auf die gestorte

cGMP-abhangige Funktion der Kinase, die einen KO-ahnlichen Effekt haben kodnnte,
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zurtckzufihren ist. Daher wurden die cGMP-abhangige Aktivierung und die cGMP Affinitat der
rekombinanten C117/195S Kinase im Vergleich zu WT PKGIla mit unterschiedlichen
Aktivitatsassays (Cook-Assay, in vitro Kinase Assay) charakterisiert. Hierflir wurden humane
rekombinant exprimierte und aufgereinigte Volllangen WT und Doppelmutante Kinase
hergestellt. Die beiden Kinasen wurden bezuglich der Aktivierung durch cGMP miteinander
verglichen. Hier konnte ein kak-Wert von 30 £ 3 nM fur hPKGIla-WT und 71 + 2 nM fir hPKGlo-
C117/195S ermittelt werden, gemessen mit VASPtide als Substrat. Dabei betrug die
Maximalaktivitat von hPKGla-WT 13,7 U/mg und von hPKGIla-C117/195S 12,0 U/mg. Der Kax-
Wert der Mutante liegt somit um das 2,4-fache héher und die Maximalaktivitdt um das 1,1-

fache geringer im Vergleich zur WT-Kinase.

Sharma et al. (Sharma et al. 2022) konnten in ihren Experimenten einen kaw-Wert von
41 + 4 nM fur hPKGIla-WT messen. Dieser Wert liegt somit um das 1,4-fache hoher als der
Wert, der im Zuge dieser Arbeit ermittelt wurde. Die Unterschiede kdnnten mit der
Aufreinigungsprozedur der Kinasen, dem Puffer oder der Sensitivitat der verwendeten Assays
erklart werden. Hier wird jedoch vielmehr ein direkter Vergleich zwischen WT und Mutante, die
zeitgleich prozessiert wurden, angestrebt, um zu untersuchen, wie sich das Fehlen der
Intradisulfidbriicke auf die Aktivitat der Kinase auswirkt. Da die Proteinpraparation in dieser
Arbeit einmalig erfolgte, ware es sinnvoll, diese Aufreinigung noch mehrmals parallel fir WT

und Mutante zu wiederholen, um zuverlassige und statistisch auswertbare Daten zu erhalten.

In der Publikation von Kalyanaraman et al. wurden ebenfalls in vitro Kinase Assays mit einer
C42S5 mutierten Kinase, die keine Interdisulfidbriicke ausbilden kann, durchgeflihrt
(Kalyanaraman et al. 2017). Obwohl diese Kinase einen 5-fach héheren kax-Wert hatte,
(373,0+ 17,3 vs. 74,8 £ 3,3 nM flir C42S vs. WT Kinase, gemessen mit Glasstide als Substrat),
wiesen die C42S Kl-Mause keinen gastrointestinalen Phanotyp auf (Burgoyne et al. 2007).
Damit wird die mdgliche kritische Argumentation, dass der dramatische Phanotyp der Prkg1-
C117/195S KI-Mause auf die gestorte cGMP-abhangige Aktiverbarkeit der mutierten Kinase
zuruckzufuihren ist, nicht bestatigt. Vielmehr wird die Hypothese bekraftigt, dass die oxidativ
induzierte Intradisulfidbriickenbildung fir die Kinasefunktion entscheidend ist. In diesem
Zusammenhang erscheint plausibel, dass sowohl die oxidative Aktivierung der Kinase und die
daraus resultierende Bildung der Intradisulfidbriicke zwischen den beiden Cysteinen C117 und
C195, insbesondere unter physiologischen Bedingungen in vivo, als auch die cGMP-

abhangige Aktivierbarkeit unersetzlich sind, flir die physiologische Funktion der Kinase.
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Dagegen lassen sich die einzelnen mutierten Cysteine durch bereits erwahnte Mechanismen

kompensieren.

Eine weitere interessante Beobachtung in diesen Assays war auch, dass bei NCA-
Vorstimmulation der WT Kinase eine geringere Antwort auf cGMP (Aspez. Aktivitat hPKGla-
WT mit NCA: 11,3 U/mg vs. ohne NCA: 13,7 U/mg) gemessen werden konnte. Dabei war die
basale Aktivitat der NCA stimulierten WT, aber nicht die der C117/195S Kinase signifikant
hoher. Diese Beobachtungen bestatigen die Daten von Donzelli et al. (Donzelli et al. 2017)

und sprechen fur eine aktivierende NCA-induzierte Intradisulfidbrickenbildung.
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4.5 Ausblick

Weitere wichtige Experimente sollten mit den Prkg1-C117/195S Kl-Mausen in der Zukunft
durchgefiihrt werden. Da die Funktion von glatten Muskelzellen sowohl im Gefaf3 als auch im
Darm durch PKGIla reguliert wird, ware es sinnvoll, den Einfluss der Mutation C117/195S in
der Kinase und dadurch das Fehlen der oxidativ induzierten Intradisulfidbriicke auf die
Vasorelaxation, die Blutdruckregulation und die Darmperistaltik zu untersuchen. Daher sollte
zunachst die Vasorelaxation der Arteria femoralis, ebenfalls wie bei den Einzelmutanten in
dieser Arbeit gezeigt, myographisch untersucht werden. Im Gegensatz zu den Einzelmutanten
kénnten sich hier signifikante Unterschiede in der CXL-1020 induzierten Vasorelaxation
zwischen WT und C117/195S Arterien ergeben.

In vivo Untersuchungen der Vasorelaxation im praparierten Mesenterium einer lebenden Maus
kénnten genauso aufschlussreich sein. Blutdruckmessungen in lebenden Tieren sollten auch
unter physiologischen und pathophysiologischen (z.B. Angiotensin Il Infusionsmodell)
Bedingungen erfolgen. Um den Effekt der HNO-Stimulation in Echtzeit zu verfolgen, kann
hierfir CXL-1020 im Vergleich zu Vehikel, sowohl in normo- als auch in hypertensive Tiere
infundiert werden (Kamynina et al. 2022). Es kénnten auch hier signifikante Unterschiede

zwischen WT und Kl Tieren erwartet werden.

Interessanterweise haben PKGI-KO Mause nur im sehr jungen Alter von 4-5 Wochen eine
Hypertonie, wahrend diese ab der 7.-8. Lebenswoche durch andere Mechanismen
kompensiert wird (Schlossmann et al. 2005). Einer dieser Mechanismen kénnte EDHF sein.
Da HNO als ein Teil des EDHFs identifiziert wurde (Andrews et al. 2009), ware hier die Rolle
der Intradisulfidbriicke sehr spannend zu untersuchen. Es ist durchaus mdglich, dass diese
Kompensation in PKGI KO- vs. C117/195S KI-Mausen unterschiedlich verlauft bzw. in

letzteren teilweise oder komplett aufgehoben sein koénnte.

Eine gestorte Darmperistaltik gehért neben verminderter Vasorelaxation zu den klassichen
Symptomen der PKGI KO-Mause (Pfeifer et al. 1998). Darmpassage und Funktion der
intestinalen glatten Muskelzellen sollten auch in C117/195S Kl-Mausen genau untersucht
werden. Da es Diskrepanzen zwischen den Darm-Phanotypen der in dieser Arbeit generierten
C195S und dem klassisch hergestellten C195S KI-Mausmodell gab, kénnte es sinnvoll sein,
eine mit CRISPR/Cas9 System generierte PKGI KO-Mauslinie als Kontrolle zu haben. Diese

koénnte durch eine einzelne Frame-Shift-Mutation in den Exon-Sequenzen des Prkg1 Gens
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erzeugt werden und sehr hilfreich sein, um mdgliche Effekte von Intronsequenzen des Gens

auszuschlie®en und alle Mausmodelle im gleichen genetischen System zu vergleichen.
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5 Zusammenfassung

Die systemische arterielle Hypertonie ist eine weltweit verbreitete kardiovaskulare Erkrankung,
die zu Organschaden und Schlaganfall bzw. Herzinsuffizienz mit Todesfolge fihren kann.
Trotz vielfaltiger Kombinationstherapien wird nach neuen Medikamenten gesucht, die selbst
in therapierefraktaren Patient*innen effektiv den Blutdruck senken kénnen. Eine
vielversprechende therapeutische Alternative zu den verfigbaren Medikamenten, wie
Stickstoffmonoxid (NO)-Donoren oder anderen Vasodilatoren, kénnte Nitroxyl (HNO) sein.
HNO ist die ein-Elektron-reduzierte und protonierte Form von NO, welche eine
vasorelaxierende und positive inotrope Wirkung zeigt, jedoch ohne eine Toleranzentwicklung
auszulésen. Die HNO-induzierten oxidativen Modifikationen in der cGMP-abhangigen
Proteinkinase la (PKGla) und die daraus resultierende Intradisulfidbriickenbildung zwischen
den Cysteinen 117 und 195 in der hochaffinen cGMP-Bindedomane wurden als ein wichtiger
Mechanismus flir die Regulation der Kinase unter physiologischen und pathophysiologischen
Bedingungen postuliert. Der individuelle Beitrag der beiden Cysteine ist jedoch nicht
vollstandig aufgeklart. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die HNO-induzierte
Intradisulfidbrickenbildung und den individuellen Beitrag der Cysteine 117 und 195 sowie ihre

funktionelle Relevanz zu charakterisieren.

Dies wurde mit verschiedenen Verfahren untersucht: (i) PKGla-basierte Forster-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) Biosensoren fur cGMP-Bindung und Konformationsanderung; (ii) /In
vitro Kinase Assays; (ii) Messungen der VASP Phosphorylierung in isolierten aortalen
vaskularen glatten Gefalmuskelzellen (VSMCs) (iv) Vasorelaxationsmessungen der Arteria
femoralis in neu generierten Knockin (KI)-Mausmodellen. Hierzu wurden mittels molekularer
Klonierung FRET-Sensoren und mittels CRISPR/Cas9 Technologie drei neue Mauslinien
hergestellt, bei denen das Cystein 117 oder 195 bzw. beide gleichzeitig zu nicht oxidierbarem
Serin (C117S, C195S, C117/195S) ausgetauscht wurden. Der experimentelle HNO-Donor
1-Nitrosocyclohexylacetat (NCA) und der klinisch relevante Donor CXL-1020 wurden dabei zur
Stimulation der Zellen und GefalRe eingesetzt. Beide HNO-Donoren induzierten in FRET-
Experimenten eine aktivatorische Oxidation der I6slichen Guanylylcyclase (sGC), die durch
den prototypischen sGC Inhibitor 1H-(1,2,4)-Oxadiazolo-(4,3-a)-chinoxalin-1-on (ODQ)
aufgehoben werden konnte. Die direkte Oxidation durch HNO in Gegenwart von ODQ flihrte

vergleichbar wie die cGMP-Bindung zu einer Konformationsanderung der Sensoren. Dabei

126



Zusammenfassung

waren die FRET-Effekte in allen Mutanten, aufer nach NCA Stimulation bei C1958S, signifikant
reduziert. Obwohl die in vitro Kinase Assays eine gleichermalien reduzierte PKGla Aktivitat
aufgrund der fehlenden Intradisulfidbriickenbildung in allen Mutanten zeigten, waren die CXL-
1020 stimulierte VASP Phosphorylierung in aortalen VSMCs und Vasorelaxation der Arteria
femoralis isoliert aus den Prkg1-C117S und Prkg1-C195S KI-Mausen unauffallig. Hingegen
zeigten Prkg1-C117/195S Mause neben einer ausgepragten Splenomagalie und einem
dramatischen gastrointestinalen Phanotyp eine signifikant verminderte NCA und CXL-1020
induzierte VASP-Phosphorylierung. Beide Cysteine 117 und 195 sind daher unentbehrlich fur
die oxidativ induzierte und aktivatorische Intradisulfidbriickenbildung, wogegen einzeln
mutierte Cysteine durch unterschiedliche Mechanismen kompensiert werden kénnen. Die
oxidative Aktivierung ist somit neben der klassischen cGMP-abhangigen Aktivierung ein

wichtiger und unverzichtbarer Prozess fir die physiologische Funktion der PKGla in vivo.
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5.1 Abstract

Systemic arterial hypertension is a worldwide prevalent cardiovascular disease that can lead
to organ damage, stroke or heart failure with fatal consequences. Despite a variety of
combination therapies, new drugs are needed that can effectively lower blood pressure even
in therapy-resistant patients. A promising therapeutic alternative to the existing drug regime,
such as nitric oxide (NO) donors or other vasodilators, could be nitroxyl (HNO). HNO is the
one-electron reduced and protonated form of NO, which shows vasorelaxing and positive
inotropic effects without tolerance developmend. The HNO-induced oxidative modifications in
cGMP-dependent protein kinase la (PKGla) and the resulting intradisulfide bridge formation
between the cysteines 117 and 195 in the high-affinity cGMP-binding domain have been
postulated as an important mechanism for the regulation of the kinase under physiological and
pathophysiological conditions. However, the individual contribution of the two cysteines is not
fully understood. The aim of this study was to characterize the HNO-induced intradisulfide
bridge formation and the individual contribution of cysteines 117 and 195 as well as their

functional relevance.

This was investigated using a variety of methods: (i) PKGla-based Forster resonance energy
transfer (FRET) biosensors for cGMP binding that allow monitoring of conformational changes;
(ii) In vitro kinase assays; (iii) Measurements of VASP phosphorylation in isolated aortic
vascular smooth muscle cells (VSMCs); (iv) Vasorelaxation measurements of the femoral
artery in newly generated knockin (KI) mouse models. To do so, FRET sensors were generated
by molecular cloning and three novel mouse lines were produced using CRISPR/Cas9
technology, in which cysteine 117 or 195, or both, were simultaneously exchanged for non-
oxidizable serine (C117S, C195S, C117/195S). The experimental HNO donor
1-nitrosocyclohexylacetate (NCA) and the clinically relevant donor CXL-1020 were used to
stimulate the cells and vessels. Both HNO donors induced an activating oxidation of soluble
guanylyl cyclase (sGC) in FRET experiments, which could be abolished by the prototypical
sGC inhibitor 1H-(1,2,4)-Oxadiazolo-(4,3-a)-quinoxaline-1-on (ODQ). Direct oxidation by HNO
in the presence of ODQ led to a conformational change of the sensors, similar to cGMP
binding. The FRET effects were significantly reduced in all mutants, except after NCA
stimulation in C195S. Although the in vitro kinase assays showed a similarly reduced PKGIla
activity in all mutants due to the lack of intradisulfide bridge formation, CXL-1020-induced

VASP phosphorylation in aortic VSMCs and vasorelaxation of the femoral artery isolated from
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the Prkg1-C117S and Prkg1-C195S Kl mice were not affected. In contrast, Prkg1-C117/195S
mice showed, in addition to pronounced splenomegaly and a dramatic gastrointestinal
phenotype, a significantly reduced NCA and CXL-1020-induced VASP phosphorylation. We
conclude that both cysteines, 117 and 195 are essential for the oxidatively induced and
activating intradisulfide bridge formation, whereas single-mutated cysteines can be
compensated by different mechanisms. Thus, oxidative activation, in addition to the classical
cGMP-dependent activation is an important and indispensable process for the physiological

functions of PKGla in vivo.
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