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1. Einleitung 
 

1.1 Die NO/cGMP-vermittelte Signaltransduktionskaskade 

 

Die Stickstoffmonoxid/cyclisches Guanosinmonophosphat (NO/cGMP)-vermittelte Signal-

transduktionskaskade ist bei Säugetieren an verschiedenen physiologischen Regulations-

prozessen beteiligt. Eine besonders wichtige Rolle spielt sie im kardiovaskulären System, 

wo sie eine Gefäßrelaxation (Diamond, 1978; Schultz et al., 1978; Axelson et al., 1979) 

und eine Hemmung der Thrombocytenaggregation und -adhäsion vermittelt (Böhme et al., 

1974; Haslam et al., 1978; Mellion et al., 1981). 

Vor mehr als 25 Jahren wurde beobachtet, daß Substanzen wie Acetylcholin, Bradykinin 

oder Histamin nur gefäßrelaxierend wirken, wenn das benachbarte Gefäßendothel unver-

sehrt ist. Infolgedessen wurde die Existenz eines endothelial freigesetzten Faktors (Endo-

thelium-Derived RelaxingFactor; EDRF) postuliert (Furchgott und Zawadzki, 1980), der 

nach seiner Freisetzung aus dem Endothel eine Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur 

vermittelt. EDRF wurde später als NO identifiziert (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 

1987). Die Bildung von NO durch NO-Synthasen infolge unterschiedlicher physiologi-

scher Reize wurde in verschiedenen Zelltypen und Geweben gezeigt (Knowles et al., 1989; 

Wei et al., 1995). Das NO diffundiert vom Endothel aus in die benachbarte glatte Muskel-

zelle (Abb. 1). Dort stimuliert das Signalmolekül die NO-sensitive Guanylyl-Cyclase (NO-

GC), den wichtigsten NO-Rezeptor im kardiovaskulären System (Friebe et al., 2006). Von 

der NO-GC gebildetes cGMP stimuliert je nach Zelltyp unterschiedliche Effektoren: 

cGMP-abhängige Proteinkinasen, cGMP-abhängige Phosphodiesterasen oder cGMP-regu-

lierte Ionenkanäle. Über diese werden anschließend die wichtigen zellulären Funktionen 

wie die Vasorelaxation und die Hemmung der Thrombocytenaggregation und -adhäsion 

vermittelt. 

 

1.1.1 NO-Synthasen und wichtige von ihnen vermittelte Effekte 

 

NO-Synthasen katalysieren die Bildung von NO bei der Umwandlung des Arginin zu Ci-

trullin (Iyengar et al., 1987; Marletta et al., 1988; Palmer et al., 1988; Schmidt et al., 

1988). Zur Aktivierung der NO-Synthasen werden Arginin, O2 und NADPH als Substrate,
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Abb. 1: Die NO/cGMP-vermittelte Signaltransduktionskaskade im glatten 

Gefäßmuskel 

 

Durch NO-Synthasen gebildetes Stickstoffmonoxid (NO) diffundiert aus den Endothelzel-

len zu den Thrombocyten im Gefäßlumen und führt dort durch die Aktivierung der NO-GC 

zur Hemmung der Aggregation. In den glatten Muskelzellen stimuliert es die NO-GC, so 

daß es zur gesteigerten cGMP-Synthese kommt. Die GC-A wird durch das Peptidhormon 

ANP stimuliert und bildet dann vermehrt cGMP. Durch die Aktivierung der cGMP-ab-

hängigen Proteinkinase kommt es zu den zellulären Effekten. Der Abbau von cGMP wird 

in der glatten Muskulatur hauptsächlich durch die PDE5 katalysiert. 
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sowie Tetrahydrobiopterin, FAD, FMN, Calmodulin und eine prosthetische Hämgruppe 

benötigt (Mayer et al., 1990; Klatt et al., 1992).  

Es gibt drei bisher charakterisierte Isoformen der NO-Synthasen, die endotheliale (eNOS), 

die neuronale (nNOS) und die induzierbare (iNOS), die sich in ihrem Vorkommen, ihrer 

Regulation und anhand der NO-vermittelten Effekte voneinander unterscheiden 

(Förstermann et al., 1991; Nathan, 1992; Murad et al., 1993).  

Die eNOS und die nNOS werden konstitutiv exprimiert und durch Calcium/Calmodulin 

(Ca/CaM) reguliert (Bredt und Snyder, 1990). Ihre Aktivierung erfolgt durch die Bindung 

eines Ca/CaM-Komplexes an das Enzym infolge einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration, z.B.durch eine Rezeptor-vermittelte Öffnung intrazellulärer Speicher. In 

Zellen mit niedriger Ca2+-Konzentration zeigen eNOS und nNOS eine geringe Affinität zu 

CaM und sind nicht katalytisch aktiv. Die eNOS kann jedoch auch Ca2+-unabhängig 

aktiviert werden. Diese Aktivierung wird durch die Proteinkinase Akt vermittelt, die 

infolge ihrer Stimulation die eNOS phosphoryliert und sie dadurch in einen aktiven Zu-

stand versetzt (Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999). Die iNOS wird hauptsächlich 

im Rahmen der unspezifischen inflammatorischen Immunabwehr in Makrophagen expri-

miert (DiRosa et al., 1990, Radomski et al., 1990, Liew et al., 1990, Xie und Nathan, 

1994; Mac Micking et al., 1997; Kiemer und Vollmar, 1998). Unter physiologischen Be-

dingungen hat sie CaM gebunden und ist infolgedessen daueraktiv (Groß et al., 1990). Im 

Vergleich zu den konstitutiv exprimierten NO-Synthasen produziert die iNOS außerordent-

lich hohe NO-Mengen, die direkt zytotoxisch wirken. Die iNOS spielt jedoch keine phy-

siologische Rolle innerhalb der NO/cGMP-vermittelten Signaltransduktion. Trotz aller Un-

terschiede bezüglich ihres Vorkommens, ihrer Regulation und der NO-induzierten Effekte 

besteht zwischen den einzelnen Isoformen der NO-Synthasen eine hohe Sequenzhomo-

logie. Alle Isoformen liegen jeweils als Homodimere vor.  

NO wird an verschiedenen Stellen des menschlichen Organismus gebildet. Es wird, wie 

bereits beschrieben (s. 1.1), in Gefäß-Endothelzellen z.B.infolge einer Aktivierung von 

Acetylcholin-, Bradykinin- oder Histamin-Rezeptoren synthetisiert. Wichtigster Stimulus 

für den Einstrom von Ca2+-Ionen in die Endothelzelle ist die durch den Blutfluß ausgeübte 

Scherkraft auf die Gefäßwand. Das daraufhin gebildete NO diffundiert in die benachbarten 

Gefäßmuskelzellen. Dort stimuliert es die NO-sensitive GC und vermittelt über den intra-

zellulären cGMP-Anstieg eine Vasorelaxation. Das NO diffundiert außerdem in die 

Thrombocyten, die sich im Gefäßlumen befinden. In den Thrombocyten wirkt NO über die 

Aktivierung der dort vorliegenden NO-sensitiven GC hemmend auf die Thrombocyten-
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aggregation und -adhäsion. NO fungiert ebenfalls als synaptischer Transmitter im zentralen 

und im peripheren Nervensystem. Im Hippocampus fungiert NO als retrograder Trans-

mitter bei einigen Formen der Verstärkung der synaptischen Signalübertragung (long-term 

potentiation) (Bohme et al., 1991; O’  Dell et al., 1991; Schuman und Madison, 1991). Im 

Cerebellum fungiert NO als orthograder und/oder als retrograder Neurotransmitter, und es 

bewirkt dort eine Abschwächung der Signalübertragung (long-term depression) (Shibuki 

und Okada, 1991; Lev-Ram et al., 1997). Im peripheren Nervensystem fungiert NO als 

Neurotransmitter an nicht-adrenergen, nicht-cholinergen (NANC-) Neuronen. NANC-

Neuronen innervieren die glatte Muskulatur des Respirations-, Gastrointestinal- und 

Urogenitaltrakts sowie einige Blutgefäße, und vermitteln dort eine Relaxation (Bult et al., 

1990; Sanders und Ward, 1992). So werden der Rhythmus der Kontraktionen und der 

Muskeltonus des Gastrointestinaltrakts durch Bildung und Freisetzung von NO durch in-

hibitorische NANC-Neuronen des Darmnervensystems kontrolliert. Eine wichtige Funk-

tion übernimmt NO zudem im Corpus cavernosum, wo es zu einer Dilatation der glatten 

Muskulatur führt, die für die Erektion des Penis notwendig ist (Ignarro et al., 1990; 

Knispel et al., 1992; Hedlund et al., 2000).  

 

1.1.2 NO-sensitive Guanylyl-Cyclasen 

 

Die NO-sensitiven Guanylyl-Cyclasen sind Effektorproteine des membrangängigen NO. 

Sie vermitteln die NO-induzierten Effekte über eine erhöhte cGMP-Synthese. Zu diesen 

Effekten gehören neben der Relaxation glatter Gefäßmuskulatur und der Hemmung der 

Thrombocytenaggregation und -adhäsion auch die Vermittlung neuronaler Transduktions-

prozesse (Stryer et al., 1981; Fesenko et al., 1985). 

Die NO-GC wird in nahezu allen Säugetierzellen exprimiert (Mergia et al., 2003), und sie 

wurde erstmalig 1981 aus der Rinderlunge isoliert (Gerzer et al., 1981). Später wurden die 

DNA-Sequenzen der � 1- und der �1-Untereinheit der NO-GC ermittelt (Koesling et al., 

1988; Nakane et al., 1988; Koesling et al., 1990; Nakane et al., 1990). Mit Hilfe von Ho-

mologiescreenings wurden anschließend mit � 2 und �2 zwei weitere Untereinheiten identi-

fiziert (Yuen et al., 1990; Harteneck et al., 1991). 

Durch NO aktivierbare und katalytisch aktive Enzyme bestehen aus der Kombination einer 

� - mit einer �1-Untereinheit (Harteneck et al., 1990; Buecheler et al., 1991), sie liegen als 

� 1�1- oder als � 2�1-Heterodimere vor. Die �2-Untereinheit kann mit keiner der anderen Un-



 Einleitung 7 

tereinheiten ein katalytisch aktives Enzym generieren; ihre physiologische Funktion konnte 

bis dato nicht vollständig geklärt werden. 

Die � 1�1- und die � 2�1-Isoform besitzen vergleichbare katalytische Aktivitäten, Stimulier-

barkeiten durch NO, sowie Substrataffinitäten. Der wichtigste Unterschied zwischen bei-

den Heterodimeren liegt in ihrer subzellulären Lokalisation: die � 2-Untereinheit ermöglicht 

die Membranassoziation der � 2�1-Isoform (Rußwurm et al., 2001), während die � 1�1-Iso-

form zytosolisch vorliegt.  

Nach ihren Primärstrukturen kann man die verschiedenen Untereinheiten in jeweils drei 

Bereiche einteilen. Die C-terminalen Regionen weisen ausgeprägte Homologien zuein-

ander auf. In diesem Bereich befindet sich die katalytische Domäne (Wedel et al., 1995), 

die nicht nur in membrangebundenen GCs, sondern auch in Adenylyl-Cyclasen konserviert 

ist (Koesling et al., 1990; Tesmer et al., 1997; Zhang et al., 1997). Auch die zentralen Re-

gionen enthalten konservierte Abschnitte. Die N-terminalen Regionen beinhalten die regu-

latorische Domäne und weisen vergleichsweise geringe Homologien auf. Daher kann von 

einer unterschiedlichen Regulation der beiden Isoformen ausgegangen werden. Das 

Histidin-105 der �1-Untereinheit spielt eine entscheidende Rolle bei der Stimulierung der 

NO-GC durch NO, denn es fungiert als proximaler Ligand der prosthetischen Hämgruppe 

(Wedel et al., 1994; Zhao et al., 1998). 

Die katalytische Aktivität der NO-GC kann durch NO und NO-freisetzende Substanzen um 

den Faktor 200 stimuliert werden (Gerzer et al., 1981; Humbert et al., 1990; Stone und 

Marletta, 1995). Zur Untersuchung des Mechanismus der NO-Stimulation wurden die opti-

schen Eigenschaften der prosthetischen Hämgruppe (Gerzer et al., 1981) ausgenutzt (Stone 

und Marletta, 1994). Das Absorptionsspektrum der NO-GC zeigt ein Maximum bei 430 

nm, das als Soret-Bande bezeichnet wird. Dies spricht für ein fünffach koordiniertes Häm-

Eisen mit einem Histidin als axialem Liganden. Bindet NO an die sechste Koordinations-

stelle, bricht die proximale Histidin-Eisen-Bindung auf. Dadurch entsteht ein fünffach ko-

ordinierter Nitrosyl-Eisen-Komplex, der ein Absorptionsmaximum bei 398 nm aufweist. 

Für die Aktivierung des Enzyms ist das Aufbrechen der Histidin-Eisen-Bindung notwen-

dig, alleine jedoch nicht hinreichend. So wurde beispielsweise durch die Mutation des 

Histidin-105 der NO-GC-�1-Untereinheit zu Phenylalanin ein Häm-defizientes und nicht 

NO-sensitives Enzym mit unveränderter Basalaktivität gewonnen (Wedel et al., 1994). 

Dieses Enzym konnte mit Häm rekonstituiert werden (Foerster et al., 1996), es konnte aber 

nicht durch NO stimuliert werden. Das Histidin-105 scheint infolgedessen nicht nur für die 

Häm-Bindung durch die Koordination des zentralen Eisenatoms notwendig, sondern offen-



 Einleitung 8 

bar auch an der intramolekularen Signalweiterleitung in einer bislang unbekannten Weise 

beteiligt zu sein. 

Abgesehen von NO wurden weitere Substanzen identifiziert, die die Aktivität der NO-GC 

beeinflussen. YC-1 ist ein Aktivator des Enzyms, der bei physiologisch vorkommenden 

NO-Konzentrationen eine Potenzierung der NO-vermittelten Stimulierung der NO-GC ver-

ursacht. (Wu et al., 1995; Friebe et al., 1996; Mülsch et al., 1997). Durch YC-1 wird die 

Dosis-Wirkungs-Beziehung für NO um eine Größenordnung in Richtung einer niedrigeren 

Konzentration verschoben. Die Stimulation der NO-GC durch NO wird durch YC-1 also 

bereits bei einer 10-fach niedrigeren NO-Konzentration möglich. Neben diesem stimulato-

rischen Effekt auf die NO-GC zeigt YC-1 einen inhibitorischen Effekt auf die Phosphodi-

esterase 5 (PDE5). Dadurch wird zusätzlich der Abbau des zellulären cGMPs vermindert 

(Friebe et al., 1998; Galle et al., 1999). Mit BAY41-2272 wurde ein weiterer Aktivator der 

NO-GC entwickelt. BAY41-2272 kann die NO-GC um den Faktor 30 stimulieren und 

führt ebenfalls zu einer gesteigerten Sensitivität gegenüber NO. Es ist dabei etwa 100fach 

potenter als YC-1 (Stasch et al., 2001). Auch BAY41-2272 hemmt die PDE5 

(Müllershausen et al., 2004). Ein weiterer NO-GC-Aktivator, BAY58-2667, stimuliert die 

NO-GC Häm-unabhängig. BAY58-2667 interagiert mit bestimmten Aminosäuren der NO-

GC, die im Häm-bindenden Bereich liegen. In vivo führte BAY58-2667 zu einer Inhibition 

der Thrombocytenaggregation und zur Vasorelaxation. Diese Wirkung unterlag nicht der 

Nitrat-Toleranz, weshalb BAY58-2667 eine Alternative zur Behandlung kardiovaskulärer 

Krankheiten darstellen könnte (Stasch et al., 2002).  

Auch ein selektiver Hemmstoff für die NO-GC wurde beschrieben, das 1H-[1,2,4]-Oxadia-

zolo-[4,3-a]-quinoxalin-1-on (ODQ) (Garthwaite et al., 1995; Schrammel et al., 1996). 

ODQ oxidiert die Häm-Gruppe der NO-GC, was zu einem Verlust der NO-Stimulierbar-

keit des Enzyms führt. 

 

1.1.3 Membrangebundene Guanylyl-Cyclasen 

 

Neben der NO-GC gibt es auch membranständige GCs, die nicht durch NO aktiviert 

werden. Diese partikulären Guanylyl-Cyclasen werden durch die Bindung natriuretischer 

Peptide stimuliert, sind also Rezeptor-gekoppelt. Als Homodimere oder Homotetramere 

bilden sie katalytisch aktive Rezeptoren (Iwata et al., 1991; Chinkers und Wilson, 1992; 

Lowe, 1992). Ihre Primärstruktur weist eine N-terminale extrazelluläre Ligandenbindungs-

stelle auf, die die Spezifität für den Liganden bestimmt. Es folgen eine die Zellmembran 
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durchspannende Domäne und ein intrazellulärer terminaler Bereich, der für die Katalyse 

verantwortlich ist. Er beinhaltet eine Kinase-Homologie-Domäne, eine amphipathische Ge-

lenkregion und eine katalytische Domäne. Die ATP-bindende Kinase-Homologie-Domäne 

zeigt einen negativen regulativen Einfluß auf die Katalyse; ihre Deletion resultiert in einer 

daueraktiven GC (Chinkers und Gabers, 1989). Die amphipathische Gelenkregion vermit-

telt bei der Dimerisierung den Kontakt beider Untereinheiten miteinander (Wilson und 

Chinkers, 1995).  

Bislang wurden sieben Isoformen der membrangebundenen GC identifiziert. Man bezeich-

net sie als GC-A bis GC-G (Drewett und Gabers, 1994). Sie unterscheiden sich besonders 

in ihren extrazellulären Ligandenbindungsdomänen. Bisher konnten nur für die GC-A, GC-

B und GC-C physiologische Liganden identifiziert werden. 

Die GC-A wird in vielen Geweben exprimiert (Lowe et al., 1989; Wedel und Garbers, 

2001) und durch das atriale natriuretische Peptid (ANP) und das B-Typ natriuretische Pep-

tid (BNP) stimuliert. Das ANP wird in Vorhofmyocyten gebildet. Eine ANP-Ausschüttung 

führt u. a. zur Diurese und Natriurese und auch zu einer Vasodilatation; die hervorgerufe-

nen Effekte wirken einem erhöhten Blutdruck und Blutvolumen entgegen. BNP wird in 

neuronalem Gewebe, aber auch in Myocyten gebildet. 

Die GC-B wird durch das C-Typ-natriuretische Peptid (CNP) aktiviert (Koller et al., 1991; 

Thompson und Garbers, 1995). CNP wird in Gehirnzellen (Sudoh et al., 1990), in Endo-

thelzellen (Suga et al., 1993) und in Makrophagen (Vollmar und Schulz, 1995) synthe-

tisiert. Die Aktivierung der GC-B resultiert in einer Relaxation der glatten Gefäßmus-

kulatur. 

Die GC-C wird vornehmlich im Intestinaltrakt exprimiert, aber auch in Niere, Hoden, Pla-

zenta und Leber. Sie fungiert als Rezeptor für Peptid-Hormone der Guanylin-Familie. Als 

erster Ligand wurde das hitzestabile Enterotoxin STa identifiziert, das von E. coli-Bakteri-

en gebildet werden kann (Schulz et al., 1990; de Sauvage et al., 1991). Die STa-vermittelte 

Aktivierung der GC-C führt beim Menschen zu schweren sekretorischen Diarrhöen (Field 

et al., 1978; Rao et al., 1979; Thorne et al., 1979; Schulz et al., 1989, 1990). Die physiolo-

gische Rolle der beiden endogenen Liganden Guanylin und Uroguanylin ist bislang nicht 

vollständig geklärt (Klodt et al., 1997).  

Die GC-D wird im Riechepithel exprimiert (Meyer et al., 2000), in einer Subpopulation 

von Geruchssinneszellen, die an der Detektion von Pheromonen beteiligt sein könnten 

(Juilfs et al., 1997). Sie fungiert möglicherweise als Geruchsrezeptor (Fülle et al., 1995), 
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ihre Aktivierung und ihre physiologische Funktion konnte bisher jedoch nicht geklärt 

werden. 

GC-E und GC-F werden in der Retina exprimiert (Lowe et al., 1995; Yang et al., 1995). 

Ihre Liganden sind bislang unbekannt (Yang et al., 1995; Wedel und Garbers, 2001). 

Die GC-G wird in Lunge, Interstitium und Skelettmuskulatur exprimiert (Schulz et al., 

1998), auch ihre Liganden und Funktionen konnten noch nicht geklärt werden. 

 

1.1.4 cGMP-abhängige Proteinkinasen 

 

cGMP-abhängige Proteinkinasen (PKG) stellen den wahrscheinlich wichtigsten Effektor 

für cGMP im kardiovaskulären System dar. Über die Proteinkinase-vermittelte Phosphory-

lierungen unterschiedlicher Substrate wird die Mehrheit der bisher identifizierten 

NO/cGMP-Effekte vermittelt. PKGs gehören zur Familie der Serin/Threonin-Kinasen und 

werden durch die Bindung von cGMP aktiviert. PKGs liegen in der Zelle als Homodimere 

vor, ihre Dimerisierung ist jedoch keine Voraussetzung für eine katalytische Aktivität 

(Pfeifer et al., 1999). 

Es gibt zwei Isoformen der PKGs, die von unterschiedlichen Genen kodiert werden. Deren 

Produkte werden als PKGI (Wernet et al., 1989) bzw. PKGII (Jarchau et al., 1994) be-

zeichnet. Aus dem PKGI-Gen entstehen durch alternatives Spleißen zwei unterschiedliche 

Protein-Produkte, PKGI �  oder PKGI�. Diese beiden Spleißvarianten unterscheiden sich in 

den N-terminalen 100 Aminosäuren, was in unterschiedlichen cGMP-Affinitäten resultiert. 

Die beiden cGMP-Bindungsstellen der PKGI �  zeigen jeweils eine hohe und eine niedrige 

Affinität gegenüber cGMP. Die hohe Affinität ist auf eine positive Kooperativität zwischen 

beiden Bindungsstellen zurückzuführen. Die PKGI� besitzt zwei gleichwertige Bindungs-

stellen. 

Die PKGI wird hauptsächlich in Thrombocyten und in glatter Gefäßmuskulatur exprimiert 

(Keilbach et al., 1992). Sie vermittelt die Hemmung der Thrombocytenaggregation und die 

Relaxation glatter Muskelzellen, und übernimmt damit die Regulation wichtiger physiolo-

gischer Effekte (Diamond et al., 1978; Haslam et al., 1978; Axelson et al., 1979; Mellion 

et al., 1981). Als Substrate der PKGI fungieren Proteine, die an der Regulation der intra-

zellulären Ca2+-Konzentration beteiligt sind, wie beispielsweise der IP3-Rezeptor 

(Komalavilas und Lincoln, 1996; Haug et al., 1999) und Ca2+-abhängige Kaliumkanäle 

(BKCa-Kanäle) (Alioua et al., 1998; Fukao et al., 1999). Auch die Myosin-leichte-Kette-

Phosphatase (MLCP) wird von der PKGI phosphoryliert (Nakamura et al., 1999; Surks et 
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al., 1999), ebenso das Protein IRAG (Schlossmann et al., 2000). Letzteres liegt in glatten 

Muskelzellen mit dem IP3-Rezeptor assoziiert vor. Die Phosphorylierung von IRAG durch 

die PKGI führt zu einer Hemmung der IP3-stimulierten Ca2+-Freisetzung aus dem sarko-

plasmatischen Retikulum (Ammendola et al., 2001). In den Thrombocyten und der glatten 

Muskulatur fungiert das zytoskelettal vorliegende Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein 

(VASP) auch als Substrat der PKGI (Walter et al., 1993; Markert et al., 1996; Chen et al., 

2004). 

Die PKGII wird vornehmlich im Gehirn, im Gastrointestinalgewebe, in der Niere, in Chon-

drozyten und in der Lunge exprimiert (Uhler, 1993; Jarchau et al., 1994; Lohmann et al., 

1997) und ist über eine N-Myristoylierung membranassoziiert (Hofmann et al., 2000). Das 

einzige bisher bekannte physiologische Substrat der PKGII ist der CFTR-Kanal (cystic 

fibrosis transmembrane conductance regulator). Dessen Phosphorylierung führt zu einer 

verstärkten Sekretion von Chlorid-Ionen und Wasser (Vaandrager et al., 1998). 

PKGs können strukturell in drei Domänen unterteilt werden, eine N-terminale Domäne, 

eine regulatorische Domäne und eine katalytische Domäne. Die regulatorische Domäne be-

inhaltet zwei aufeinanderfolgende cGMP-Bindungsstellen, die zur Familie der im Laufe 

der Evolution hoch konservierten sogenannten CAP-Domänen (catabolite activator pro-

tein) gehören (Li und Lester, 1999). In der katalytischen Domäne sind eine Substratbin-

dungsstelle und eine Mg-ATP-Bindungsstelle lokalisiert. Die N-terminale Domäne enthält 

ein Leucin-Zipper-Motiv aus 5 bis 6 heptad-repeats (Atkinson et al., 1991), das die Di-

merisierung der PKGI und deren Interaktionen mit Substratproteinen, wie z.B. IRAG, er-

möglicht. Diese Domäne beinhaltet zudem eine neun Aminosäuren umfassende autoinhibi-

torische Pseudosubstratsequenz, deren hemmender Einfluß auf die katalytische Domäne 

durch Bindung von cGMP aufgehoben wird. Vor der Phosphorylierung von Substratpro-

teinen wird die PKGI in der Nähe der Pseudosubstratsequenz am N-Terminus autophos-

phoryliert, wodurch die Affinität der PKGI gegenüber cGMP erhöht wird (Hofmann et al., 

1985; Smith et al., 1996; Vaandrager et al., 1997). 

 

1.1.5 Phosphodiesterasen 

 

cGMP-bildende Guanylyl-Cyclasen werden entweder durch Bindung natriuretischer Pepti-

de oder durch NO stimuliert (membranständige GCs und NO-sensitive GCs, s. 1.1.2 und 

1.1.3). Eine Aktivierung der cAMP-bildenden Adenylyl-Cyclasen (AC) erfolgt z.B.durch 

Bindung bestimmter Hormone an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), wie bei-
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spielsweise durch Bindung von Adrenalin an den �-adrenergen Rezeptor. Der Abbau der 

cyclischen Nukleotide wird durch Phosphodiesterasen katalysiert. Innerhalb der 

NO/cGMP-Signalkaskade übernehmen die cGMP-regulierten Phosphodiesterasen eine 

wichtige Rolle. Sie bauen das Signalmolekül cGMP ab und definieren damit die Intensität 

und den zeitlichen Rahmen eines cGMP-Signals (Müllershausen et al., 2004). 

Bisher wurden in Säugerzellen elf verschiedene PDE-Familien (PDE1-11) identifiziert. 

Unterschiede liegen in der Gewebeverteilung, der subzellulären Lokalisation, der Regu-

lation sowie der Substrat- und Inhibitorspezifität (Francis et al., 2001). Diese elf PDE-Fa-

milien können aufgrund ihrer Substratspezifität in 3 Gruppen unterteilt werden, die cGMP-

spezifischen PDEs, PDEs mit gemischter Spezifität, und cAMP-spezifische PDEs. Allen 

PDEs gemeinsam ist der Aufbau aus C-terminaler katalytischer Domäne und N-terminaler 

regulatorischer Domäne. Die katalytischen Domänen aller PDE-Familien sind hochkonser-

viert, während sich die regulatorischen Domänen voneinander unterscheiden. Mit Ausnah-

me der PDE6 liegen alle PDEs als Homodimere in der Zelle vor. 

 

1.1.5.1 PDE-Familien mit cGMP-Spezifität 

 

Drei der elf bekannten Familien, PDE5, PDE6 und PDE9, weisen eine hohe Spezifität für 

cGMP auf. Die PDE5 stellt die cGMP-bindenden, cGMP-hydrolysierenden PDEs dar. In 

Säugetieren gibt es drei verschiedene Spleißvarianten der PDE5, PDE5A1-PDE5A3, die 

funktionell nicht voneinander unterschieden werden können (Lin et al., 2000). Die PDE5 

liegt als Homodimer im Zytosol vor. Sie wird in Lunge, glatter Gefäßmuskulatur, Throm-

bocyten, Corpus cavernosum und Niere exprimiert (Loughney et al., 1998; Haslam et al., 

1999; Lin et al., 2000). In der N-terminalen Region der PDE5 sind zwei GAF-Domänen 

lokalisiert (GAF-A und GAF-B), von denen mindestens eine für die cGMP-Bindung ver-

antwortlich ist (Rybalkin et al., 2003). Der Name „GAF-Domäne“  wurde abgeleitet von 

den Namen der Proteine, in denen dieses Sequenzmotiv zuerst gefunden wurde (cGMP-ab-

hängige Phosphodiesterasen, Adenylyl-Cyclasen, und FhIA [E. coli formate hydrogen 

lyase transcriptional activator]). Spezifisches Merkmal der GAF-Domänen ist das evolu-

tionär hochkonservierte Motiv [N(K/R)XnFX3DE], das bisher in mehr als 1000 Proteinen 

in verschiedenen Organismen identifiziert werden konnte (Aravind und Ponting, 1997; 

Anantharaman et al., 2001; Kanacher et al., 2002). Die Bindung von cGMP an die GAF-

Domäne führt zu einer gesteigerten katalytischen Aktivität der PDE5 (Corbin et al., 2000; 

Müllershausen et al., 2003). Am N-Terminus des Enzyms befindet sich neben den beiden 
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GAF-Domänen eine Phosphorylierungsstelle, das Ser-102. Voraussetzung für eine PKA- 

oder PKG-vermittelte Phosphorylierung ist die Bindung von cGMP an die GAF-Domäne 

(Turko et al., 1998). In vitro konnte nach der Phosphorylierung eine Erhöhung der kata-

lytischen Aktivität der PDE5 aufgezeigt werden (Corbin et al., 2000; Müllershausen et al., 

2001, 2005). Folglich ist bei der PDE5 eine intramolekulare Kommunikation zwischen der 

katalytischen und der regulatorischen Domäne anzunehmen. So führte die Bindung von In-

hibitoren und nicht-hydrolysierbaren cGMP-Analoga an die katalytische Domäne zu einer 

Verstärkung der Bindung von cGMP an die regulatorischen GAF-Domänen (Thomas et 

al., 1990; Turko et al., 1999). Die PDE5 kann durch den Wirkstoff Sildenafil spezifisch 

gehemmt werden (Ballard et al., 1998; Corbin und Francis, 1999). Dieser Wirkstoff wird 

unter dem Namen ViagraTM zur medikamentösen Behandlung der erektilen Dysfunktion 

eingesetzt (Bollet et al., 1996; Burnett et al., 2005). Dabei beeinflußt das Sildenafil die 

NO/cGMP-vermittelte Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur des Corpus cavernosum 

und der zuführenden Arterien. Der Einsatz von Sildenafil bei der pulmonalen Hypertonie 

befindet sich zur Zeit in der klinischen Prüfung (Toward et al., 2004; Fan Chung et al., 

2006). 

Die PDE6, die in Stäbchen- und Zapfenzellen der Vertebratenretina exprimiert wird, fun-

giert als Schlüsselenzym im Sehprozeß (Gillespie und Beavo, 1988). Sie ist ein Heterodi-

mer, bestehend aus zwei verschiedenen katalytischen Untereinheiten, �  und �. Ein solches 

PDE6-Dimer liegt gewöhnlich in einem Komplex mit zwei inhibitorischen P� -Untereinhei-

ten vor (Hurley und Stryer, 1982; Artemyev et al., 1998). Die PDE6 besitzt pro Monomer 

zwei cGMP-bindende GAF-Domänen, die homolog zu den GAF-Domänen der PDE2, 

PDE5 und PDE10 sind. An die GAF-Domäne gebundenes cGMP verursacht eine herabge-

setzte Affinität der PDE6 für die inhibitorischen Untereinheiten. Die Aktivität der PDE6 

wird ebenfalls durch das heterotrimere G-Protein Transducin reguliert. Bei der Licht-ver-

mittelten Aktivierung bewirkt das G-Protein-gekoppelte Rhodopsin einen Austausch von 

gebundenem GDP gegen GTP an der � -Untereinheit des Transducins (Pellicone et al., 

1985). Diese dissoziierte � -Untereinheit interagiert mit dem PDE6-P� -Komplex, wodurch 

die inhibitorische Wirkung der P� -Untereinheiten aufgehoben wird. Die katalytische Akti-

vität der PDE6 nimmt dementsprechend zu, und es kommt zu einer Herabsetzung der intra-

zellulären cGMP-Konzentration. Diese führt zu einer Abnahme der Offenwahrscheinlich-

keit cGMP-regulierter Ionenkanäle. Es kommt zu einer Hyperpolarisation in den Photore-

zeptorzellen und damit zur Reizweiterleitung (Gillespie und Beavo, 1988).  
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Mitglieder der PDE9-Familie werden in der glatten Muskulatur des Dünndarms, in der 

Niere, in Leber, Lunge, Gehirn, Skelettmuskel, Thymus und Milz exprimiert. Ihre physio-

logische Relevanz ist bisher nicht geklärt (Soderling und Beavo, 2000).  

 

1.1.5.2 PDE-Familien mit gemischter  Spezifität 

 

Mitglieder der PDE-Familien mit gemischter Spezifität bauen cAMP und cGMP ab. Zu 

ihnen gehören die PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 und PDE11. 

Die Mitglieder der PDE1-Familie werden durch die Bindung von Ca/CaM aktiviert. Sie 

werden von drei verschiedenen Genen codiert, deren Produkte (PDE1A, 1B und 1C) sich 

in ihrer Expression und in ihren katalytischen Eigenschaften voneinander unterscheiden. 

Die PDE1A wird in Hoden, Aorta, Lunge und Herz am stärksten exprimiert (Juilfs et al., 

1999), die PDE1B in verschiedenen Regionen des ZNS (Yu et al., 1997) und die PDE1C 

im olfaktorischen Epithel und in proliferierenden humanen Gefäßmuskelzellen (Yan et al., 

1996; Rybalkin et al., 1997; Kim et al., 2001; Rybalkin et al., 2002). Vinpocetin ist ein 

potenter Inhibitor der PDE1 (Hagiwara et al., 1984). 

Mitglieder der PDE2-Familie werden im ZNS, im Herzen, in olfaktorischen Neuronen, in 

Thrombocyten, in vaskulären Endothelzellen und in der Nebenniere exprimiert, womit sie 

eine weitreichende Gewebeverteilung aufweisen (Sonnenburg et al., 1991; Juilfs et al., 

1997; Rivet-Bastide et al., 1997; Juilfs et al., 1999; Sadhu et al., 1999; Seybold et al., 

2005). In Thrombocyten spielt die PDE2 eine Rolle innerhalb der cAMP-vermittelten 

Aggregationshemmung. Im ZNS reguliert sie wahrscheinlich kognitive Prozesse und in der 

Nebenniere die Aldosteronsekretion. Die Kontraktilität von Herzmuskelzellen wird durch 

die PDE2-vermittelte Begrenzung des cAMP-stimulierten Ca2+-Einstroms herabgesetzt 

(Rivet-Bastide et al., 1997). Mitglieder der PDE2-Familie besitzen zwei GAF-Domänen, 

die bei cGMP-Bindung einen stimulierenden Effekt auf die cAMP-Hydrolyse-Aktivität des 

Enzyms haben (Martinez et al., 2002). Die PDE2 ist daher auch bekannt als cGMP-

stimulierte PDE. Sie übernimmt somit eine wichtige Rolle im cross talk zwischen den 

cAMP- und cGMP-Signalwegen. 

Die PDE3 spielt ebenso wie die PDE2 eine wichtige Rolle bei der Begrenzung der cAMP-

vermittelten Zunahme der Kontraktilität von Herzmuskelzellen. Bei geringen cGMP-Kon-

zentrationen baut sie auch cGMP ab, bis sie mit zunehmender Konzentration durch cGMP 

gehemmt wird (Juilfs et al., 1999). Therapeutisch werden die spezifischen PDE3-Inhibitor-

en Milrinon und Amrinon zur Behandlung der akuten Herzinsuffizienz eingesetzt. Die 
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PDE3 wird im Herzmuskel sowie im Fettgewebe, Gefäßmuskel, Leber und Thrombocyten 

exprimiert. Sie kann Hormon-bedingt phosphoryliert werden, was ihre Aktivierung zur 

Folge hat (MacPhee et al., 1988; Degermann et al., 1997; Francis et al., 2001). 

Die PDE10 wird in Gehirn und Hoden exprimiert und enthält zwei GAF-Domänen 

(Soderling et al., 1999). Sie wird unter physiologischen Bedingungen durch cAMP inhi-

biert und hydrolysiert cGMP (Soderling et al., 1999). Im Gehirn konnte der PDE10 eine 

wichtige Rolle im Rahmen der synaptischen Plastizität zugeordnet werden (O’Connor et 

al., 2004).  

Die PDE11 wird in Prostata, Skelettmuskel, Niere, Leber, Hypophyse, Speicheldrüse, 

Hoden und in Spermatozoen exprimiert, sie zeigt also eine weitreichende Gewebeverteil-

ung (Loughney et al., 2005). Unter physiologischen Bedingungen hydrolysiert die PDE11 

sowohl cAMP als auch cGMP (Fawcett et al., 2000). Für die PDE11 wurde eine Rolle bei 

der Spermatogenese und auch bei der Fertilisierung von Samenzellen beschrieben 

(Wayman et al., 2005).  

 

1.1.5.3 PDE-Familien mit cAMP-Spezifität 

 

Die PDE4-, PDE7- und die PDE8-Familie hydrolysieren cAMP mit hoher Spezifität. Die 

PDE4-Familie wird von vier verschiedenen Genen codiert (PDE4A-PDE4D), die wieder-

um in jeweils bis zu 5 Spleißvarianten vorkommen. Die PDE4-Familie spielt eine wichtige 

Rolle in der glatten Muskulatur von Blutgefäßen und Bronchien, in neuronalen und endo-

krinen Geweben und bei inflammatorischen Prozessen (Conti, 2000; Hansen et al., 2000; 

Houslay und Adams, 2003). Die Mitglieder der PDE4-Familie stellen in den meisten Ge-

weben die wahrscheinlich wichtigste PDE für den cAMP-Abbau dar. 

Die PDE7-Familie übernimmt eine wichtige Funktion bei der Rezeptor-vermittelten Akti-

vierung von T-Lymphocyten (Li et al., 1999; Li und Lester, 1999). 

Die PDE8 wird vorwiegend in Hoden, Ovarien, Colon und Dünndarm exprimiert (Fisher et 

al., 1998). Die PDE8 spielt eine wichtige Rolle bei der Chemotaxis-vermittelten Migration 

aktivierter Lymphocyten. Ein spezifischer Inhibitor könnte bei inflammatorischen Krank-

heiten therapeutisch eingesetzt werden (Dong et al., 2006). 
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1.1.6 Desensitisierung des NO/cGMP-Signalwegs 

 

Die NO/cGMP-vermittelte Signaltransduktionskaskade übernimmt wichtige Aufgaben im 

kardiovaskulären System, wie beispielsweise die Senkung des Blutdrucks durch die Re-

laxation der glatten Gefäßmuskulatur. Seit circa 130 Jahren werden NO-freisetzende Sub-

stanzen (NO-Donatoren), meist Nitroglycerin, bei kardiovaskulären Krankheiten thera-

peutisch eingesetzt. Das NO bewirkt eine Vasodilatation in den Koronararterien und im 

venösen System. Dadurch sinkt die Vorlast am rechten Vorhof, und der Füllungsdruck der 

Ventrikel und die systolische Wandspannung nehmen ab. Insgesamt sinkt also der myokar-

diale Sauerstoffverbrauch bei möglicherweise verbesserter Sauerstoffversorgung. Die 

häufige Applikation von NO-Donatoren führt jedoch zu einer Abschwächung seiner gefäß-

relaxierenden Wirksamkeit, was als Nitrat-Toleranz bezeichnet wird. Die Ursachen dieser 

Nitrat-Toleranz konnten noch nicht eindeutig geklärt werden, wahrscheinlich sind jedoch 

mehrere Faktoren daran beteiligt und es wurden verschiedene Mechanismen vorge-

schlagen. Findet im Gefäßmuskel eine erhöhte Superoxidproduktion statt, reagiert dieses 

mit NO zu Peroxynitrit, wodurch die NO-Konzentration abnimmt, und nicht mehr für die 

Aktivierung der NO-sensitiven GC zur Verfügung steht (Münzel et al., 1995, 1999; 

Pagano et al., 1995; Parker und Gori, 2001). Eine weitere Erklärungsmöglichkeit bietet 

eine verminderte Biokonversion der verabreichten organischen Nitratverbindungen, was in 

einer verringerten Freisetzung von NO resultiert (Kowaluk et al., 1987; Mülsch et al., 

1988). Mögliche Gründe der Nitrat-Toleranz sind eine neurohumorale Gegenregulation so-

wohl durch das Renin-Angiotensin-System als auch durch Sympathikus-Aktivierung, so-

wie eine verringerte Aktivität der NO-sensitiven GC (Bellamy et al., 2000). Auch die 

cGMP-abbauende Phosphodiesterase 5 könnte eine Rolle bei der Nitrat-Toleranz spielen, 

denn sie bestimmt die Länge und die Intensität eines cGMP-Signals entscheidend mit 

(Müllershausen et al., 2003). So konnte in Untersuchungen zur cGMP-vermittelten Hem-

mung der Thrombocytenaggregation nach einer kurzen NO-Stimulation eine zunehmende 

PKGI-vermittelte Phosphorylierung der PDE5 detektiert werden, die mit einer gesteigerten 

Aktivität der PDE5 einherging und über eine Stunde andauerte. Innerhalb dieses Zeitraums 

war die Empfindlichkeit des NO/cGMP-vermittelten Signalwegs gegenüber nachfolgenden 

NO-Stimulationen herabgesetzt. Dieser negative Rückkopplungsmechanismus kann an der 

Nitrat-Toleranz beteiligt sein. 

 

 



 Einleitung 17 

1.2 Die glatte Muskulatur  

 

Glatte Muskelzellen sind meist spindelförmig und haben eine Vielzahl elektrischer und 

mechanischer Verbindungen miteinander. Im Vergleich zu quergestreiften Muskelzellen 

besitzen glatte Muskelzellen die Regulatorproteine Kalponin und Kaldesmon anstelle des 

Troponins, sowie CaM als Ca2+-Schalter. Daraus resultieren sowohl eine 100- bis 1000fach 

niedrigere Myosin-ATPase-Aktivität als auch ein geringerer Sauerstoffverbrauch als in der 

quergestreiften Muskulatur. Glatte Muskeln spielen dementsprechend eine wichtige Rolle 

z.B. bei energiesparenden Haltefunktionen. Man unterscheidet tonische Muskeln, welche 

zu einer langanhaltenden Dauerkontraktion befähigt sind, von phasischen Muskeln, die oft 

rhythmisch tätig sind. Entsprechende Beispiele stellen die Muskelzellen von Arterien bzw. 

die Darmmuskulatur dar. 

Funktionell werden die glatten Muskeln unterteilt in den single-unit-Typ und den multi-

unit-Typ. Zellen vom single-unit-Typ sind über gap junctions niederohmig miteinander ge-

koppelt, so daß sie eine funktionelle Einheit bilden. Sie besitzen eine spontane myogene, 

rhythmische Aktivität und werden vegetativ durch einen losen Kontakt mit der Nervenzelle 

moduliert. Wichtig für die Erregungsweiterleitung ist der Dehnungszustand des Muskels. 

Dehnung depolarisiert die Zellmembran und führt zu einer erhöhten Spike-Frequenz. Eine 

Zunahme der elektrischen Aktivität resultiert in einer Zunahme der mechanischen 

Aktivität. Zum single-unit-Typ zählen z.B. die Darmmuskulatur, Muskeln von Uterus und 

Ureter sowie einige Gefäßmuskeln. Zum multi-unit-Typ gehören beispielsweise der Iris-

muskel, die Ziliarmuskulatur und der Samenleiter. Muskelzellen vom multi-unit-Typ wer-

den über ihre zahlreich vorhandenen vegetativen Nervenfasern in kleinen Einheiten lokal 

erregt. Jede Einheit kann aber auch von vegetativen Nervenfasern separat erregt werden. 

Die Einheiten selber sind kaum oder wenig spontan aktiv, der Muskeltonus ist also neuro-

gen.  

 

1.2.1 Molekulare Mechanismen der  Kontraktion glatter  Muskulatur  

 

Die Kontraktion glatter Muskulatur wird herbeigeführt durch eine Erhöhung des intrazellu-

lären Ca2+-Spiegels entweder durch elektrische oder durch hormonale Reize. Eine Depola-

risation der Zellmembran kann beispielsweise eine Erhöhung der Offenwahrscheinlichkeit 

spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle vom L-Typ bewirken. Binden Hormone wie Noradre-

nalin, Angiotensin II, Vasopressin, Endothelin-1, Serotonin oder Thromboxan A2 an ihre 
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Rezeptoren, wird ein G-Protein der Gq-Familie aktiviert. Dies wiederum stimuliert die 

Phospholipase C, welche Phosphatidylinositol-bis-Phosphat (PIP2) zu Diacylglycerol 

(DAG) und Phosphatidylinositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) spaltet. IP3 vermittelt eine Ca2+-

Ausschüttung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum, woraufhin die Myosin-leichte-

Kette-Kinase (MLCK) Ca/CaM-abhängig aktiviert wird. Die MLCK phosphoryliert die 

leichte Kette des Myosins (MLC). Durch diese Phosphorylierung der MLC wird die Inter-

aktion mit Aktinfilamenten ermöglicht, woraufhin es zu einer Kontraktion (Filamentver-

schiebung und ATP-Spaltung) kommt. Neben dieser beschriebenen Phosphorylierung der 

MLC, die über einen erhöhten Ca2+-Spiegel reguliert wird, kann der Phosphorylierungs-

zustand der MLC auch Ca2+-unabhängig beeinflußt werden (Klages et al., 1999). So akti-

vieren verschiedene Hormone (z.B. TXA2) auch G-Proteine der G12/13-Familie. Diese sti-

mulieren die kleine GTPase RhoA, die daraufhin die Rho-Kinase (ROK) aktiviert, eine 

Serin/Threonin-Kinase. Die ROK phosphoryliert die MLCP und inaktiviert sie dadurch 

(Abb. 2). Daraufhin kommt es zu einer Anreicherung an phosphoryliertem Myosin, und ei-

ne Kontraktion kann bei einer wesentlich geringeren Erhöhung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration ausgelöst werden als bei ungehemmter Phosphatase. Diese Hemmung der 

MLCP über den Ca2+-unabhängigen Signalweg wird daher auch als Ca2+-Sensitisierung 

bezeichnet. Dagegen wird bei einer Hemmung der MLCK, z.B. durch cAMP, die Myosin-

Phosphorylierung und gleichzeitig die Kontraktion auch bei gleichbleibendem Ca2+-Spie-

gel verringert. Dieser Fall wird als Ca2+-Desensitisierung bezeichnet. Der Tonus, also der 

Kontraktionszustand der glatten Muskulatur, hängt vom Phosphorylierungszustand der 

MLC ab. Dieser wird bestimmt durch die Aktivitäten der MLCK und der MLCP, die über 

Ca2+-abhängige oder Ca2+-unabhängige Signale Kontraktionen auslösen können, und die 

auch die Ansprechbarkeit der kontraktilen Proteine regulieren. 

Die Ca2+-unabhängige Kontraktion übernimmt eine wichtige Funktion bei der tonischen 

Kontraktion (Somlyo et al., 1994; Uehata et al., 1997), während der Ca2+-abhängige Sig-

nalweg eher bei der phasischen Kontraktion eine Rolle spielt. Das bei der Ca2+-abhängigen 

Kontraktion gebildete DAG kann auch die Proteinkinase C aktivieren, was eine langanhal-

tende, tonische Kontraktion zur Folge hat. Ein besonderer Fall ist die als „Latch“  bezeich-

nete Dauerkontraktion, bei der die Querbrücken protrahiert verankert sind. Der genaue Me-

chanismus dieser energiesparenden Kontraktion konnte bisher nicht geklärt werden. 
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Abb. 2: Signalkaskaden der  Kontraktion und Relaxation in der  glatten 

Muskulatur  

 

Signalwege, die zur Kontraktion der glatten Muskulatur führen, sind im oberen Teil der 

Abbildung dargestellt. Die Signalkaskaden, die zu einer cGMP- bzw. cAMP-vermittelten 

Relaxation der glatten Muskulatur führen, befinden sich im unteren Teil. Die Muskelpro-

teine wurden hervorgehoben. 
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1.2.2 Molekulare Mechanismen der  Relaxation glatter  Muskulatur  

 

Die Relaxation glatter Muskelzellen wird herbeigeführt durch Bildung der Signalmoleküle 

cGMP bzw. cAMP, die auf verschiedenen Wegen den intrazellulären Ca2+-Spiegel senken. 

Durch die Reduktion der Ca2+-Konzentration in der glatten Muskelzelle nimmt die Aktivi-

tät der Ca/CaM-abhängigen MLCK ab, und eine Relaxation wird eingeleitet. Die 

NO/cGMP-Signaltransduktionskaskade spielt eine wichtige Rolle im kardiovaskulären 

System, in dem sie die Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur vermittelt. Die auf die 

Wand eines Blutgefäßes wirkende Scherkraft des fließenden Blutes führt direkt oder indi-

rekt zu einer Erhöhung der Offenwahrscheinlichkeit unspezifischer Ca2+-permeabler Kat-

ionenkanäle (Nilius und Droogmans, 2001). Auch die Bindung bestimmter Neurotransmit-

ter, wie z.B.Acetylcholin, an ihre Rezeptoren führt zu einem Anstieg der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration in Endothelzellen. Durch die erhöhte intrazelluläre Ca2+-Konzentration 

wird die eNOS aktiviert, die NO bildet. Auch eine Ca2+-unabhängige Phosphorylierung des 

Enzyms aktiviert die eNOS (siehe 1.1.1; Abb. 1). Das NO führt zur Aktivierung der NO-

sensitiven GC in der angrenzenden Gefäßmuskulatur und auch in den Thrombocyten, die 

sich im Gefäßlumen befinden. Das Signalmolekül cGMP stimuliert den beim Vorgang der 

Relaxation wichtigsten cGMP-Effektor, die cGMP-abhängige Proteinkinase (PKGI) 

(Lincoln et al., 1994). In Gefäßmuskelzellen kann auch die Aktivierung einer membrange-

bundenen GC infolge Bindung natriuretischer Peptide in einer Erhöhung der intrazellulären 

cGMP-Konzentration resultieren (s. Abb. 1). 

Bisher wurden drei verschiedene Mechanismen der cGMP-vermittelten Relaxation be-

schrieben. Zum einen kann die MLCP von der PKGI phosphoryliert und damit aktiviert 

werden. Sie dephosphoryliert dann die MLC, wodurch die Aktin-Myosin-Interaktion redu-

ziert wird. Es kommt direkt zu einer Relaxation. Das Protein IRAG (IP3-receptor-asso-

ciated cGMP-dependent kinase-substrate) und BKCa-Kanäle sind weitere Substrate, die 

von der PKGI phosphoryliert werden können. Beiden Substraten gemeinsam ist die Fähig-

keit zur Auslösung einer Relaxation infolge der Senkung des intrazellulären Ca2+-Spiegels, 

wodurch die Aktivität der MLCK abnimmt. Die Reduktion des Ca2+-Spiegels spielt daher 

eine entscheidende Rolle bei der Relaxation (Abb. 2). Das Protein IRAG liegt mit dem IP3-

Rezeptor des sarkoplasmatischen Retikulums assoziiert vor. Die PKGI-vermittelte Phos-

phorylierung von IRAG bewirkt eine Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit des assoziier-

ten Kanals, was in einer Hemmung der IP3-vermittelten Ca2+-Freisetzung aus dem SR re-

sultiert (Schlossmann et al., 2000; Ammendola et al., 2001). Die Phosphorylierung von 
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BKCa-Kanälen führt zu einer Erhöhung der Offenwahrscheinlichkeit dieser Kanäle. Ent-

sprechend dem Konzentrationsgradienten kommt es zu einem Kalium-Ausstrom, der eine 

Hyperpolarisation der Zelle hervorruft. Das Membranpotential sinkt, womit auch die Of-

fenwahrscheinlichkeit spannungskontrollierter L-Typ Ca2+-Kanäle und damit der Ca2+-Ein-

strom abnimmt (Alioua et al., 1998; Fukao et al., 1999). Dieser Mechanismus ist maßgeb-

lich an der cGMP-vermittelten Vasorelaxation beteiligt (Sausbier et al., 2000). 

 

1.2.3 Glatte Muskulatur : Rezeptorausstattung und Signalwege 

 

Nach ihrer jeweiligen Rezeptorausstattung unterscheidet man drei verschiedene Typen 

glatter Muskulatur, den intestinalen Typ, den vaskulären Typ und das Bronchialsystem. 

Glatte Muskulatur vom intestinalen Typ weist Histamin-, Serotonin-, Acetylcholin-, Pro-

staglandin E- und F- sowie Oxytocin-Rezeptoren auf, die eine Kontraktion vermitteln kön-

nen. Eine Besonderheit dieses Muskeltyps ist die Anwesenheit von � 2-Rezeptoren, die eine 

Relaxation der Längsmuskulatur des Darms vermitteln können. Bei Muskeln vom vas-

kulären Typ wird eine Kontraktion durch � 1- oder � 2-, Angiotensin-, Serotonin-, Endothe-

lin- und Vasopressin-Rezeptoren vermittelt. Die Aktivierung dieser Rezeptoren führt zu ei-

ner Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration von 10-7 mol/l auf 10-6 bis 10-5 mol/l. 

Das Ca2+ kann dabei aus intrazellulären Speichern, beispielsweise dem sarkoplasmatischen 

Retikulum, stammen, und es wird schnell, jedoch zeitlich begrenzt freigesetzt. Eine nach-

folgend eintretende und langandauernde Erhöhung des intrazellulären Ca2+-Spiegels da-

gegen erfolgt durch einen Ca2+-Einstrom aus dem extrazellulären Bereich über 

nicht-selektive Kationenkanäle (Trp-Kanäle). Die glatte Muskulatur vom Bronchialsystem 

stellt eine Mischform aus dem intestinalen und dem vaskulären Typ dar.  

Der Tonus unterschiedlicher glattmuskulärer Organe wird entsprechend der jeweiligen Re-

zeptorausstattung auf verschiedene Weisen reguliert. So werden drei verschiedene Rezep-

toren unterschieden, deren Stimulation eine Kontraktion herbeiführen kann, der adrenerge 

Weg über � 1-Rezeptor-Stimulation, der cholinerge Weg über Stimulation nikotinischer 

oder muskarinischer Rezeptoren, oder über Stimulation von Serotonin-Rezeptoren. Die 

Aktivierung von � 1-Rezeptoren z.B. durch das � -Sympathomimetikum Phenylephrin (PE) 

führt über die Stimulation von PLC und IP3 zu einer Zunahme der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration, die über die MLCK-Aktivierung eine Kontraktion auslöst.  

In glatten Muskelzellen führt die Aktivierung muskarinischer M1- oder M3-Rezeptoren 

über die Aktivierung eines G-Proteins der Gq/11-Familie zu einer Aktivierung von PLC und 
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IP3. Es kommt zu einer Ca2+-Ausschüttung, durch die eine Kontraktion eingeleitet wird. In 

Endothelzellen wird über die Stimulation des muskarinischen M3-Rezeptors die NO-Syn-

thase aktiviert, was über die Aktivierung der NO-GC, und die cGMP-vermittelte Aktivier-

ung der PKGI zu einer Relaxation führt. Da Acetylcholin sehr instabil ist, werden haupt-

sächlich Cholinester, wie zum Beispiel Carbachol eingesetzt. Es wirkt im Endothel vorwie-

gend über Aktivierung muskarinischer M3-Rezeptoren relaxierend, während es in anderen 

Geweben über Stimulation von M3-Rezeptoren eine Kontraktion auslöst. 

Eine Kontraktion kann auch ausgelöst werden durch die Aktivierung von 5-HT2-Rezeptor-

en, die über eine PLC-Aktivierung IP3-vermittelt die intrazelluläre Ca2+-Konzentration er-

höhen. 

 

1.2.4 Pathophysiologie und pharmakologische Ansatzpunkte der  glatten 

Muskulatur  

 

Menschen, die kardiovaskulären Risikofaktoren ausgesetzt sind (z.B. arterielle Hypertonie, 

Hypercholesterinämie, Nikotinkonsum oder Diabetes mellitus), erkranken häufig an der 

endothelialen Dysfunktion, d.h. an einer verminderten Relaxationsfähigkeit der glatten 

Muskulatur. Diese kann durch eine Verengung von Herzkranzgefäßen oder von Arterien 

im ZNS zunächst zu einer Ischämie, d.h. einer Sauerstoffunterversorgung, oder auch bei 

entsprechender Dauer zur Nekrose von Zellen bzw. Gewebearealen (Infarkt) führen. Bei 

der endothelialen Dysfunktion werden Substanzen mit vasodilatatorischer Wirkung, wie 

z.B. NO, vermindert produziert. Auch die Produktion antiaggregatorischer Wirkstoffe (z.B. 

PGI2) nimmt ab. Nach einer Schädigung des Endothels, z.B. infolge einer Entzündung, 

werden vermehrt LDL, Makrophagen und Thrombocyten in die Gefäßwand eingelagert 

(Atherosklerose). Bereits zu diesem Zeitpunkt ist eine verminderte NO-Produktion im En-

dothel feststellbar. Die Makrophagen nehmen vermehrt LDL auf und werden infolgedessen 

zu Schaumzellen, die vermehrt Wachstumshormone ausschütten. Durch die Wachstums-

hormone kommt es zu einer Proliferation und Migration der glatten Gefäßmuskelzellen, 

die lokale Ausbildungen von Gefäßwandverdickungen (Plaques) verursachen. Durch die 

Plaques kommt es zu Verwirbelungen des strömenden Bluts, die schließlich das mecha-

nische Aufbrechen der Gefäßwand verursachen. An dieser Stelle werden Thrombocyten 

aktiviert und rekrutiert, gleichzeitig werden Hormone wie TXA2 und Serotonin sezerniert, 

was zu einer Vasokonstriktion führt. Der Effekt der Vasokonstriktion wird durch die infol-

ge der endothelialen Dysfunktion herabgesetzte Produktion von vasorelaxierenden und an-
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tithrombotisch wirksamen Substanzen wie NO oder PGI2 zusätzlich verstärkt. Dadurch 

wird die Bildung eines Thrombus begünstigt, der das Blutgefäß vollständig verschließt und 

einen Myokardinfarkt oder Schlaganfall zur Folge haben kann. Eine myokardiale Ischämie 

äußert sich meist durch ausstrahlende Schmerzen im Brustbereich, der Angina pectoris. 

Therapeutisch werden antithrombotische Substanzen wie ASS und Heparin eingesetzt. Seit 

circa 130 Jahren werden zudem Nitrat- oder Nitrit-haltige organische Verbindungen, wie 

Nitroglycerin, verwendet. Deren Wirkprinzip beruht auf der Freisetzung von NO, was zu 

einer Vasodilatation im venösen System und in den Koronararterien führt. Die Dilatation 

der Venen senkt die Vorlast am rechten Herzvorhof, der Füllungsdruck der Ventrikel und 

die systolische Wandspannung sinken, und der Sauerstoffbedarf des Herzens ist reduziert.  

In die NO/cGMP-vermittelte Signaltransduktionskaskade kann an verschiedenen Stellen 

pharmakologisch eingegriffen werden. Der Einsatz von NO-Pharmaka geht einher mit 

einer schnell eintretenden NO-Toleranz (s.1.1.6). NO-Donatoren setzen NO entweder 

spontan frei oder nach Metabolisierung. Weitere Möglichkeiten bieten NO-Sensitizer, wie 

beispielsweise YC-1, durch die die Wirkung von endogenem NO verstärkt wird. Die Wir-

kung des NOs wird über die NO-GC vermittelt, die dann vermehrt cGMP synthetisiert. Die 

Erhöhung der cGMP-Konzentration führt über die Aktivierung der cGMP-abhängigen 

PKGI zur Relaxation. Man kann den cGMP-Gehalt einer Zelle aber nicht nur durch die Sti-

mulation der cGMP-Bildung, sondern auch durch die Hemmung des cGMP-Abbaus erhöh-

en. Sildenafil beispielsweise ist ein PDE5-spezifischer Hemmstoff (s.1.1.5.1). PDE-Inhibi-

toren hemmen den Abbau intrazellulären cGMPs, was zu einer verlängerten und verstärk-

ten Relaxation führt. Den PDEs wird eine bedeutende Rolle bei der Kontrolle des intrazel-

lulären cGMP-Spiegels zugeschrieben, was sich auch an dem erfolgreichen therapeutisch-

en Einsatz des PDE5-Hemmstoffs Sildenafil (ViagraTM) bei der erektilen Dysfunktion 

zeigt. 
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2. Zielsetzung 
 

Die NO/cGMP-vermittelte Signalkaskade trägt entscheidend zur Regulation des Blut-

drucks und zur Hemmung der Thrombocytenaggregation bei und übernimmt somit eine be-

deutende Rolle innerhalb der kardiovaskulären Homöostase. Seit über 130 Jahren werden 

NO-freisetzende Substanzen zur Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen eingesetzt. Bei 

einer häufigen Applikation der NO-Pharmaka kommt es zur Abschwächung des ge-

wünschten Effekts. Die dieser Nitrat-Toleranz zugrundeliegenden Mechanismen werden 

bis heute kontrovers diskutiert. In Thrombocyten konnte der Mechanismus einer schnellen 

und langanhaltenden Desensitisierung des NO/cGMP-Signalwegs aufgeklärt werden 

(Müllershausen et al., 2003). Hier konnte die durch wiederholte NO-Stimuli induzierte Ab-

nahme der Responsivität des NO/cGMP-Signalwegs auf eine cGMP-abhängige Aktivier-

ung und Phosphorylierung der cGMP-abbauenden Phosphodiesterase 5 zurückgeführt wer-

den. In dieser Arbeit sollte die NO/cGMP-vermittelte Signaltransduktionskaskade und de-

ren Desensitisierung in der glatten Muskulatur verschiedener Gewebe untersucht werden. 

Im Einzelnen sollten dazu folgende Themen bearbeitet werden: 

 

1. In verschiedenen glattmuskulären Geweben, wie z.B. Aorta und Bronchius, sollte 

zunächst die NO-induzierte cGMP-Antwort im Zeitverlauf mittels RIA aufgelöst 

werden. Weiterhin sollte die Rolle der PDE5 innerhalb der cGMP-Antwort ermittelt 

werden.  

2. Der physiologische Effekt der NO-induzierten cGMP-Antwort sollte in verschie-

denen glattmuskulären Geweben in Organbadexperimenten verglichen werden. 

3. Die bisher nur in Thrombocyten nachgewiesene NO-induzierte Desensitisierung der 

cGMP-Antwort sollte in der glatten Muskulatur aufgezeigt werden. Darüberhinaus 

sollte die physiologische Relevanz dieser NO-induzierten Desensitisierung in Or-

ganbadexperimenten untersucht werden.  

4. Um zu klären, ob NO seine Effekte ausschließlich über die NO-GC vermittelt, oder 

ob weitere NO-Rezeptoren existieren, sollten Versuche mit Organen einer NO-GC-

defizienten Maus durchgeführt werden. 

5. Im Verlauf dieser Arbeit wurde ein neuer Hemmstoff der PDE2 eingesetzt, der un-

erwartete Ergebnisse lieferte. Es war daher ein weiteres Ziel dieser Arbeit, den Ein-

fluß der Substanz BAY60-7550 auf die NO-GC abzuklären. 
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3. Mater ialien und Methoden 
 

3.1 Routinemethoden 

3.1.1 Proteinbestimmung, Gelelektrophorese und Western-Blot 

 

Die Proteinbestimmungen wurden mit Hilfe der BCA-Methode (’bicinchoninic acid’ , 

Smith et al.,1985) gemäß den Herstellerangaben (Pierce) durchgeführt.  

Der Probenpuffer für die Gelelektrophorese nach Laemmli enthielt 10 % (v/v) Glycerin, 

5 % β-Mercaptoethanol, 1 % (w/v) SDS, 0,005 % (w/v) Bromphenolblau und 62,5 mM 

Tris, pH 6,6 (Laemmli, 1970). Die diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

(Laemmli, 1970) wurde in Gelkammern (Mini-Protean II Cell, Bio-Rad) durchgeführt. 

Die nach der Größe aufgetrennten Proteine wurden mittels Western-Blot, also durch den 

elektrischen Transfer der Proteine (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio 

Rad), auf einer Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schuell) fixiert. Nach Inkubation 

mit den jeweiligen proteinspezifischen, primären Antikörpern erfolgte eine weitere Inkuba-

tion mit einem sekundären, immunglobulin-spezifischen Antikörper, an den die Meerret-

tich-Peroxidase gekoppelt war. Zur Detektion der Antikörper wurde das ’BiowestTM 

extended duration bioluminescence detection kit’  (UVP) verwendet, und die Chemolumi-

neszenz wurde mit einer 16-bits CCD-Kamera in einer lichtisolierten Kammer 

(BiochemiTM GDS 8000 System, UVP) verfolgt. 

 

3.1.2 Herstellung von radioaktiv-markier tem cyclischen Guanosinmonophosphat 

(Tracer) 

 

Die Herstellung von radioaktiv-markierten cyclischen Nukleotiden erfolgte nach der 

Chloramin T (N-Chlor-Toluol-Sulfonamid Natrium)-Methode (Hunter und Greenwood, 

1964; Steiner, 1972). Hierbei wird der Tyrosinmethylester von 2’ -Succinyl-cGMP (Sc-

cGMP-TME) am aromatischen Ring des Tyrosylrests durch eine elektrophile Substitution 

mit 125I markiert. Der Reaktionsansatz (100 µl Gesamtvolumen) enthielt 35,5 µl Phosphat-

puffer (500 mM, pH 7,4), 5µl 160 µM Sc-cGMP-TME (800 pmol) und 9,5 µl Na125I 

(37 MBq bzw. 400 pmol). Gestartet wurde die Reaktion durch die Zugabe von 50 µl 

1,8 µM Chloramin T (90 nmol) in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,4). Durch die Zugabe von 
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100 µl 2,6 µM Na-Metabisulfit (260 nmol) in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,4) wurde die 

Reaktion nach 50 Sekunden gestoppt.  

Chloramin T oxidiert Jodid zu molekularem Jod (I2), welches an mehreren Positionen des 

aromatischen Rings (bevorzugt in ortho-Position zur OH-Gruppe) Reaktionen eingehen 

kann (elektrophile Substitution). Die Zugabe von Na-Metabisulfit stoppt die Reaktion 

durch Reduktion des molekularen Jods zu Jodid.  

Die Reinigung des jodierten Nukleotids (Tracer) erfolgte über eine Anionenaustauscher-

säule (QAE-25 Sepharose/ 0,9 x 10 cm), die mit 50 mM Ammoniumformiat äquilibriert 

wurde. Vor dem Auftragen auf die Säule wurde dem Reaktionsgemisch 100 µl Wasser zu-

gegeben, um die Ionenstärke zu verringern. Die Elution erfolgte mit 250 mM Ammonium-

formiat (pH 6) bei einer Durchflußrate von ca. 2 ml/min. Es wurden 30 Fraktionen von je 

5 ml gesammelt, von denen je 5 µl abgenommen und im γ-Zählgerät gemessen wurden. 

Die Fraktionen, die eine spezifische Aktivität von mehr als 8 x 105 cpm aufwiesen, wurden 

vereinigt, im Verhältnis 1:1 mit n-Propanol verschnitten (Verlangsamung der Auto-

radiolyse) und bei –20°C bis zum Einsatz gelagert. 

 

3.1.3 Radioimmunoassay (RIA) zur  quantitativen Bestimmung von cyclischem 3’ ,5’ -

Guanosinmonophosphat 

 

Diese Methode dient der Bestimmung geringer cGMP-Mengen durch die immunologische 

Präzipitation des radioaktiv-markierten cGMP-Analogons 125I-Sc-cGMP-TME (Tracer) 

mittels eines spezifischen Antiserums. Durch Inkubation des Tracers mit dem Antiserum 

stellt sich ein Gleichgewicht zwischen gebundener und freier Form des Tracers ein. Dieses 

Gleichgewicht kann durch nicht-markiertes cGMP in Richtung des freien Tracers ver-

schoben werden, wodurch der präzipitierbare, gebundene Anteil abnimmt. Nach einer 

Proteinfällung und Dekantieren des Überstandes kann nun die im Präzipitat befindliche, 

gebundene Tracermenge durch Messung der Radioaktivität bestimmt werden. Die Ver-

teilung des Tracers auf die freie und die gebundene Fraktion wird bei verschiedenen Kon-

zentrationen von nicht-markiertem cGMP ermittelt. Bei steigenden Konzentrationen wird 

die gebundene Fraktion des Tracers kleiner, die im Präzipitat gemessene Aktivität nimmt 

also ab. Über eine Standardkurve, die mit definierten Mengen an unmarkiertem cGMP und 

den gemessenen Zerfällen erstellt wird, kann der cGMP-Gehalt einer unbekannten Probe 

ermittelt werden. Bei der Bestimmung des cGMP-Gehalts war der ermittelte Wert in unter-

schiedlichen Verdünnungen konsistent.  
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Die gewählten Bedingungen zur Durchführung des RIAs, die Behandlung der Proben und 

die Antikörperinkubation wurden wie folgt durchgeführt (Steiner et al.,1972). Die getrock-

neten Überstände der Gewebeinkubationen (Aorta, Bronchius, Vene, Lunge; siehe 3.4.1) 

wurden in 100 µl Reaktionspuffer (100 mM Natriumacetat, pH 6) aufgenommen und mit 

3 µl eines Gemisches aus Triethylamin und Acetanhydrid (2:1) acetyliert. Durch die 

Acetylierung des in den Proben enthaltenen cGMPs an der 2’ -OH-Position wird die Sensi-

tivität des RIAs um den Faktor 40 vergrößert (Harper und Brooker, 1975). 10 µl einer 

acetylierten Probe wurde in Polypropylenröhrchen mit 100 µl des in Schweine-γ-Globulin 

(0,5 mg/ml) verdünnten Antiserums (final 1:200.000) versetzt und 50 µl Reaktionspuffer 

zugegeben. Anschließend wurden 40 µl des verdünnten Tracers (in Reaktionspuffer) hin-

zugefügt und der Ansatz gemischt. Das γ-Globulin verhindert die Adsoption des Anti-

körpers an die Wände der Polypropylenröhrchen. Die Inkubation erfolgte bei 4°C für 16 

bis 20 Stunden. Zur Trennung von freiem und gebundenem cGMP wurde das im Reak-

tionsgemisch befindliche Protein durch Zugabe von 3 ml Polyethylenglycol-Puffer (16 % 

PEG 6000 in 10 mM Tris/HCl, pH 7,5) ausgefällt. Hierzu wurden zunächst 50 µl einer 

0,8 %igen Schweine-γ-Globulin-Lösung (in Reaktionspuffer) zugegeben, um eine aus-

reichende Proteinmenge für die möglichst quantitative Fällung des Antikörpers zu gewähr-

leisten. Der Ansatz wurde für mindestens 30 min bei 4°C inkubiert und anschließend 

30 min bei 6000 x g und 4°C zentrifugiert. Nach Absaugen der Überstände wurde die in 

den Sedimenten gebundene Radioaktivität im γ-Zähler gemessen. Das Verhältnis von 

Tracermenge (7000-10.000 cpm) und Antikörperverdünnung (1:200.000) wurde so ge-

wählt, daß maximal 30-40 % der eingesetzten Aktivität präzipitiert wurden. Dieses Ver-

hältnis wurde durch den Zusatz verschiedener Antikörperverdünnungen zu einer gegebe-

nen Tracermenge bestimmt. Die Nachweisgrenze für cGMP lag bei 2 fmol, zur Erstellung 

der Standardreihe wurden insgesamt neun cGMP-Mengen (2-512 fmol) verwendet. Für 

den cGMP-Standard wurden Lösungen verwendet, deren Konzentration photometrisch bei 

252 nm eingestellt wurde.  

 

3.1.4 Herstellung von 32P-cGMP 

 

Die Herstellung von 32P-cGMP erfolgte durch den enzymatischen Umsatz von [α-32P]GTP 

zu 32P-cGMP durch die gereinigte Guanylyl-Cyclase. Dazu wurden 50 µM [α-32P]GTP 

(9,25 MBq) mit 2,5 µg boviner NO-sensitiver Guanylyl-Cyclase in einem Gesamtvolumen 
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von 100 µl für 90 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde in Anwesenheit von 

0,5 mg/ml Rinderserumalbumin, 3 mM DTT, 3 mM MgCl2, 100 µM GSNO und 50 mM 

TEA/HCl, pH 7,4, durchgeführt und mit 450 µl 120 mM Zn-Acetat-Lösung gestoppt. 

Durch Zugabe von 450 µl 120 mM Na2CO3 wurden Nukleotide mit freien 5’ -Phosphat-

gruppen (d.h. GTP, GDP, GMP) zusammen mit dem schwerlöslichen ZnCO3 präzipitiert. 

Nach Zentrifugation (4 min, 12000 x g) wurde der Überstand über eine mit 0,1 M Per-

chlorsäure äquilibrierte Aluminiumoxid-Säule (Alumina N Akt.1, ICN Biomedicals) gege-

ben. Dabei bindet 32P-cGMP an die Matrix, während freie Phosphate und Nukleotide mit 

freier 5’ -Phosphatgruppe nicht gebunden werden. Nach Spülen mit demineralisiertem 

Wasser wurde das 32P-cGMP mit 250 mM Na-Acetat-Lösung von der Säule eluiert und in 

8 Fraktionen von je 300 µl gesammelt. Von jeder Fraktion wurden 2 µl in Szintillations-

gefäße gegeben und die Zerfälle pro min (cpm) des 32P durch die Messung der Cerenkov-

Strahlung in einem Flüssigkeitsszintillationszähler bestimmt. Die Fraktionen, die 0,5 bis 

2,5 x 105 cpm/µl enthielten, wurden bei –20°C gelagert und später als Substrat zur Bestim-

mung der Phosphodiesteraseaktivität verwendet. Die Ausbeute betrug durchschnittlich 40 

bis 50 % der als [α-32P]GTP eingesetzten Radioaktivität.  

 

3.1.5 Bestimmung der  cGMP-abbauenden Phosphodiesteraseaktivität  

 

Die PDE-Aktivität wurde durch die Umwandlung von 32P-cGMP zu Guanosin und 32P-

Phosphat bei 37°C für 5-10 min bestimmt. Das Reaktionsgemisch enthielt dabei 10-50 µl 

Probe (z.B. HEK-Zell-Zytosol), 32P-cGMP (1,5-3 kBq), 1 µM nicht-radioaktives cGMP, 

12 mM MgCl2, 3 mM DTT, 0,5 mg/ml Rinderserumalbumin, 2 Units alkalische Phosphata-

se (Sigma) und 50 mM TEA/HCl, pH 7,4, in einem Gesamtvolumen von 100 µl. Die Reak-

tion wurde durch Zugabe von 900 µl Aktivkohlesuspension (30 % Aktivkohle in 50 mM 

KH2PO4, pH 2,3, 4°C) gestoppt. Anschließend wurde die Aktivkohle durch Zentrifugation 

für 4 min bei 12.000 x g pelletiert und von 600 µl des Überstandes wurde die Radioaktivi-

tät bestimmt. 

Nach der Hydrolyse des cyclischen Nukleotids durch die PDE wandelt die alkalische Phos-

phatase das Hydrolyseprodukt 5’ -GMP in Guanosin und freies Phosphat um. Letzteres 

wird nicht durch die Aktivkohle gebunden und kann im Überstand durch Detektion der Ra-

dioaktivität des 32P-Phosphats bestimmt werden. Die Effizienz der Umwandlung von 5’ -

GMP zu Phosphat und Guanosin durch die alkalische Phosphatase wurde durch die De-

phosphorylierung von [α-32P]GTP bestimmt und betrug nahezu 100 %. Die Anwesenheit 
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von divalenten Kationen wie Magnesium ist Vorraussetzung für die Katalyse. DTT wurde 

als Oxidationsschutz eingesetzt und Serumalbumin als Schutzprotein. Die Phosphodiester-

aseaktivität wurde anschließend nach folgender Formel berechnet:  

 

     υ(PDE) = C-C0/Ct x S/V x t 

 

υ(PDE) spezifische Aktivität (pmol/min/ml) 

C  Zählrate der Probe (cpm) 

C0  Zählrate des Leerwerts (cpm) (Ansatz ohne Probe) 

Ct  Zählrate des eingesetzten 32P-cGMP (cpm) 

t  Inkubationsdauer (min) 

S  eingesetzte Substratmenge (pmol cGMP) 

V  Volumen der Probe pro Reaktionsansatz (ml) 

 

Die Linearität der katalytischen Aktivität über die Zeit war gewährleistet. Die Nachweis-

grenze wurde bei 1,5fachem Leerwert erreicht, und der Anteil des umgesetzten Substrats 

betrug höchstens 10 %.  

 

3.1.6 Aktivitätsbestimmung der  gereinigten Guanylyl-Cyclase 

 

Die Aktivität der NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase wurde nach der Methode von Schultz 

und Böhme (1984) bestimmt. Dabei wird [α-32P]GTP zu 32P-cGMP umgesetzt, welches – 

nach Abtrennung der nicht umgesetzten Nukleotide – durch Detektion der radioaktiven 

Zerfälle quantifiziert wird.  

In einem Gesamtvolumen von 100 µl wurden 10 µl der gereinigten Guanylyl-Cyclase im 

Reaktionspuffer (3 mM MgCl2, 3 mM DTT, 1 mM cGMP, 0,5 mg/ml Rinderserum-

albumin, 300 µM GTP, ca. 5 kBq [α-32P]GTP und 50 mM TEA/HCl, pH 7,4) mit 100 µM 

DEANO oder 100 µM BAY60-7550 für 10 min bei 37°C inkubiert.  

Bei der Bestimmung der Enzymaktivität der NO-GC sind divalente Kationen wie Mg2+ ei-

nerseits als Kofaktoren des Enzyms essentiell, andererseits wird das als Substrat dienende 

GTP nur im Komplex mit divalenten Kationen umgesetzt. DTT verhindert die Inaktivier-

ung des Enzyms durch Oxidation. Zugesetztes cGMP erhöht nicht nur die Wiederfindungs-

rate von 32P-cGMP, sondern senkt auch den Anteil des durch eventuell vorhandene Phos-
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phodiesterasen abgebaute 32P-cGMP. Rinderserumalbumin dient als Schutzprotein. 

DEANO, als NO-freisetzende Substanz, wurde neben BAY60-7550 zur Aktivierung der 

NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase eingesetzt. Die Reaktion wurde mit 450 µl 120 mM Zn-

Acetat-Lösung gestoppt. Durch Zugabe von 450 µl 120 mM Na2CO3-Lösung wurden Pi 

und PPi sowie die Nukleotide mit freien 5’ -Phosphat-Gruppen (d.h. GTP, GDP, GMP) zu-

sammen mit dem entstehenden ZnCO3 präzipitiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 

12.000 x g wurde der Überstand über eine Aluminiumoxidsäule gegeben, die vorher mit 

0,1 M Perchlorsäure äquilibriert wurde. Dabei wandern Phosphate und nicht präzipitierte 

Nukleotide mit einer freien 5’ -Phosphat-Gruppe in den Durchlauf, während 32P-cGMP an 

die Säule bindet. Nach Spülen mit demineralisiertem Wasser wurde das 32P-cGMP mit 

5 ml 250 mM Na-Acetat-Lösung von der Säule in Szintillationsgefäße eluiert, und die ge-

zählten Zerfälle pro min (cpm) des 32P durch Messung der Cerenkov-Strahlung in einem 

Flüssigkeitsszintillationszähler bestimmt. Die Guanylyl-Cyclase-Aktivität wurde nach 

folgender Formel berechnet: 

 

     υ(GC) = C-C0/Ct x S/V x t 

 

υ(GC)  spezifische Aktivität (pmol/min/ml) 

C  Zählrate der Probe (cpm) 

C0  Zählrate des Leerwerts (cpm) (Ansatz ohne Probe) 

Ct  Zählrate des eingesetzten 32P-cGMP (cpm) 

t  Inkubationsdauer (min) 

S  eingesetzte Substratmenge (pmol cGMP) 

V  Volumen der Probe pro Reaktionsansatz (ml) 

 

3.2 Gewinnung von HEK-GC-PDE2-Zellen-Zytosol  

 

HEK-Zellen, die die NO-sensitive Guanylyl-Cyclase und die Phosphodiesterase 2 stabil 

exprimieren, wurden in DMEM-Nährmedium (4500 mg/l Glukose, 200 mM L-Glutamin, 

110 mg/l Pyruvat, Gibco) mit 5 % FCS und 1 % Penicillin und Streptomycin (Invitrogen 

und Sigma) ausgesät und bis zu einer Dichte von 100.000 Zellen pro Inkubationsflasche 

(200 ml) bei 37°C kultiviert. Nach Absaugen des Nährmediums wurden die HEK-Zellen 

zunächst mit PBS (4°C) und dann mit Homogenisationspuffer (1 mM EDTA, 2 mM DTT, 

50 mM NaCl, 50 mM Triethanolamin/HCl, pH 7,4, mit Proteaseinhibitor-Mix (1:100, 
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Sigma) gespült. Nach Abgießen des Puffers wurden die Zellen mit der Restflüssigkeit ab-

geschabt und die Suspension mit Ultraschall (5s) behandelt. Nach 30 minütiger Zentrifuga-

tion bei 15000 x g und 4°C wurde der Überstand für die Inkubationsversuche eingesetzt. 

 

3.3 Organbad-Exper imente 

 

Bei den durchgeführten Organbadstudien wurde die Kontraktion und die Relaxation ver-

schiedener Gewebe (Aorta und Bronchius) von Ratten und Mäusen ex vivo untersucht. Die 

entnommenen Organe wurden sofort in physiologische Krebs-Henseleit-Lösung (118 mM 

NaCl, 4,7 mM KCl, 2,5 mM CaCl2, 1,2 mM KH2PO4, 1,2 mM MgSO4, 7,5 mM Glukose, 

25 mM NaHCO3, pH 7,4, begast mit Carbogen (95 % O2 und 5 % CO2)) überführt und in 

Anwesenheit von 200 � M L-NAME (N-Nitro-L-Arginin-Methylester) für 60 min bei 37°C 

äquilibriert. Danach wurden die Organe sofort für den Versuch eingesetzt. In allen Experi-

menten wurde der NO-Synthase-Inhibitor L-NAME eingesetzt, um den Einfluß der endo-

genen NO-Produktion auszuschließen. In einigen Ansätzen wurde Diclofenac (3µM) zuge-

geben, um die Bildung von vasorelaxierendem Prostaglandin (PGl2) zu hemmen.  

 

3.3.1 Tiere und Präparation 

 

Zur Organentnahme wurden Ratten verschiedener Stämme (Wistar, Wistar-Kyoto, 

Sprague-Dawley) im Alter zwischen 3 und 12 Monaten und beiderlei Geschlechts verwen-

det. Aufgrund der hohen Sterberate der knock-out-Mäuse wurden ca. 3 Wochen junge KO-

Tiere bzw. Wildtyp-Tiere (auch beiderlei Geschlechts) verwendet. Die Tiere wurden durch 

CO2-Inhalation betäubt und anschließend dekapitiert. Die Organe wurden entnommen, stö-

rendes Gewebe (Binde-, Muskel- und Lungengewebe) beseitigt und der Lumeninhalt 

(Blut) entfernt. Je nach Versuchsansatz wurden die Gefäße in möglichst gleich große Rin-

ge (Organbad) oder Streifen (cGMP-Messung) geschnitten und verwendet. Bei Untersuch-

ungen an der glatten Muskulatur der Aorta wurde zusätzlich das Endothel durch 10-minüti-

ge Carbogenbegasung zerstört (EIA-Methode), um eventuell auftretende Einflüsse des En-

dothels auszuschließen.  

 

 

 

 



 Materialien und Methoden 32 

3.3.2 Exper imenteller  Ablauf der  Organbad-Exper imente 

 

Nach der Präparation der Organe wurden die zugeschnittenen Gewebe-Ringe in den Or-

ganbadkammern (5 ml K-H-Puffer, Carbogen-begast) des 4-Kanal-Multi-Myographen 

(Modell 610M, Danish Myo Technology) fixiert und mit einer Vorspannung von 2-10 mN 

für ca. 1 Stunde äquilibriert. Die Ratten-Aorta wurde mit einer Kraft von 10 mN vorge-

spannt, die Ratten-Bronchien mit 5 mN und die Aorten der Mäuse wurden mit 2-5 mN vor-

gespannt. Da sich das Gewebe an die osmotischen Bedingungen des Puffers und die Um-

gebung zunächst anpassen muß, kommt es in der Äquilibrierungsphase zum spontanen Ab-

fall des Tonus. Durch Nachjustieren der Kraft wird die Vorspannung in der ersten halben 

Stunde auf den gewünschten Wert eingestellt. Sobald die Vorspannung stabil war, wurde 

der Versuch gestartet. Gemessen wurde die Kraftentwicklung (in mN) bei isometrischer 

Kontraktion und der Kraftabbau bei der Relaxation der Gewebe-Ringe (Aufzeichnung über 

PC mit der Software Myodaq). Mit weiteren Programmen (Myodata und Excel) wurden 

die Daten ausgewertet und graphisch dargestellt. Alle Messungen wurden grundsätzlich als 

Mehrfachbestimmungen durchgeführt, pro Versuchsansatz wurden mindestens zwei 

Gewebe-Ringe eines Tieres parallel verwendet.  

 

3.3.3 Aufnahme von Dosis-Wirkungs-Kurven 

 

Alle hier eingesetzten Substanzen und deren Lösungsmittel wurden in Vorversuchen ge-

stestet, und deren Dosis-Wirkungskurven aufgezeichnet. Vor der Applikation der kontrak-

tilen Agonisten (Phenylephrin und Carbachol) wurde die Basislinie (entspricht der Vor-

spannung) aufgezeichnet, und nach Zugabe der entsprechenden Verdünnungen in die K-H-

Lösung der Organbad-Kammer wurde die ansteigende Kraft gemessen. Zur Auswertung 

wurde der Wert der maximal erreichten Kontraktion (abzüglich der Basislinie) als 100 % 

definiert. Die übrigen Werte wurden relativ dazu in Prozent der maximalen Kontraktion 

umgerechnet und im Diagramm gegen die logarithmische Konzentration des kontraktilen 

Agonisten aufgetragen. 

Zur Aufnahme der Dosis-Wirkungskurven für relaxierende Substanzen (NO-Donatoren, 

ANP, BAY60-7550 und 8pCPT-cGMP) wurden die Gewebe-Ringe mit einem kontraktilen 

Agonisten vorkontrahiert, und zwar mit einer Konzentration, die im Mittel eine ca. 

95 %ige Kontraktion auslöst. Nach vollständiger Kontraktion begann die Applikation der 

Relaxantien, von gering bis hoch dosiert. Die maximal erreichte Kontraktion erhält in der 
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Auswertung den 100 %-Wert oder auch 0 % Relaxation. Die Werte der jeweiligen Dosen 

der Relaxantien wurden relativ dazu in % Relaxation ausgedrückt und graphisch darge-

stellt. 

Bei dem Gebrauch von Hemmstoffen (EHNA, Sildenafil, Milrinon, ODQ) wurden maxi-

mal wirksame Konzentrationen (100 µM) 10 min vor dem Versuch appliziert. Die zugehö-

rigen Lösungsmittel (DMSO, Ethanol oder Wasser) dienten als Kontrolle. 

 

3.3.4 Nachweis der  Zerstörung des Aor ten-Endothels  

 

Um sicherzustellen, daß das Endothel der Carbogen-begasten Aorten zerstört ist, wurden 

Vorversuche mit Phenylephrin und Carbachol durchgeführt. Das stabile und nicht-hydroly-

sierbare Acetycholin-Analogon Carbachol vermittelt nur über das intakte Endothel die Re-

laxation der glatten Gefäßmuskulatur, bei zerstörtem Endothel bleibt die Relaxation aus. 

Hierzu wurden die Gefäße mit 1 µM Phenylephrin kontrahiert und nach Erreichen des 

Maximums mit 20 µM Carbachol inkubiert. Gefäße ohne Endothel zeigen aufgrund der 

CCh-vermittelten Ca2+-Erhöhung in der glatten Muskulatur eine zusätzliche Erhöhung des 

Kontraktionsmaximums. Gefäße mit intaktem Endothel relaxieren nach Carbachol-Gabe 

sofort um bis zu 30 %. Nach diesem Test wurden die Agenzien ausgewaschen. Nach Errei-

chen der ursprünglichen Basislinie (nach ca. 1 Stunde) wurde die eigentliche Versuchs-

reihe gestartet. Der Nachweis von intaktem bzw. defektem Endothel war auch im Anschluß 

an einen Versuch möglich. Nach dem Auswaschen der getesteten Substanzen und Erreich-

en der Basislinie konnten die Gefäße ebenfalls mit Phenylephrin und Carbachol inkubiert 

werden. 

 

3.3.5 Desensitisierungsversuche mit Aor ta und Bronchien der  Ratte 

 

Für die Desensitisierungs-Experimente wurden die im Organbad aufgezogenen Gewebe-

Ringe zunächst mit den submaximal wirksamen Konzentrationen eines NO-Donators 

(GSNO, DETANO, DEANO, ProliNO) für 10 min vorinkubiert. Anschließend wurde das 

NO, durch mehrfaches Wechseln des K-H-Puffers, innerhalb von 10 min entfernt und die 

Gefäße mit 1 µM Phenylephrin kontrahiert, als Kontrolle dienten Gefäße ohne NO-Vorin-

kubation. Nachdem das Kontraktionsmaximum erreicht wurde (30 – 45 min), wurde erneut 

ein NO-Donator appliziert, um die Relaxation auszulösen. Um den Einfluß der Vorinkuba-

tion auf die Relaxation messen zu können, wurde die NO-Konzentration so gewählt, daß 
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sie im Mittel nur eine etwa 50 %ige Relaxation auslösen. Die Relaxation vorinkubierter 

Ringe wurde dann durch die Auswertung mit Myodata und Excel ermittelt und mit den 

Kontrollen verglichen.  

Um zu ermitteln, ob die NO-induzierte Relaxation über die NO-sensitive Guanylyl-

Cyclase vermittelt wird, wurden Versuche mit ODQ durchgeführt. Hierbei wurden Gefäße 

mit 100 µM ODQ für 10 min inkubiert (Kontrolle mit Lösungsmittel DMSO), danach 3 bis 

4 mal gewaschen und anschließend mit 1 µM Phenylephrin kontrahiert. Durch Zugabe ver-

schiedener NO-Donatoren sollte die Relaxation ausgelöst werden. Die Auswertung erfolgte 

wie oben beschrieben. 

 

3.3.6 Kreuzdesensitisierungs-Exper imente  

 

Die Kreuzdesensitisierungs-Experimente wurden unter den gleichen Bedingungen wie die 

der Desensitisierung (siehe 3.3.5) durchgeführt (10 min Vorinkubation mit einem NO-Do-

nator, Auswaschen des NOs (Wechseln des K-H-Puffers, 10 min), Kontraktion mit 1 µM 

Phenylephrin; als Kontrolle dienten Gefäße ohne NO-Vorinkubation). Nach Erreichen des 

Kontraktionsmaximums wurde jedoch nicht der zuvor benutzte NO-Donator appliziert, 

sondern die membrangebundene Guanylyl-Cyclase (GC-A) wurde mit ANP aktiviert, um 

die Relaxation auszulösen. Auch hier wurde die ANP-Konzentration so gewählt, daß sie im 

Mittel nur eine etwa 50 %ige Relaxation auslöst. Die Relaxation vorinkubierter Ringe 

wurde dann durch die Auswertung mit Myodata und Excel ermittelt und mit den Kontrol-

len verglichen. Führt die Aktivierung dieser Cyclase zu einer Verringerung der Relaxation 

bei NO-vorinkubierten Gefäßen, so spricht man von einer Kreuzdesensitisierung, deren 

Ursprung nicht auf die NO-GC zurückzuführen ist.  

Um den Ursprung der Desensitisierung bzw. Kreuzdesensitisierung innerhalb der 

NO/cGMP-Signalkaskade zu ermitteln, wurde eine Relaxation der NO-vorinkubierten und 

nicht-vorinkubierten Gefäße durch 8pCPT-cGMP ausgelöst. Die voll-kontrahierten Gefäße 

wurden mit der halbmaximal effektiven Konzentration 8pCPT-cGMP (50 µM) relaxiert. 

8pCPT-cGMP ist ein nicht hydrolysierbares cGMP-Analogon, welches die cGMP-abhän-

gige Proteinkinase direkt aktiviert, also in der Signalkaskade die Cyclasen überspringt und 

die Relaxation NO-unabhängig vermittelt. 

 

 

 



 Materialien und Methoden 35 

3.3.7 Charakter isierung und Nutzung der  NO-GC-knock-out-Mäuse  

 

Zur Untersuchung der Physiologie der glatten Muskulatur der NO-GC-KO-Mäuse wurden 

Organbad-Studien (siehe 3.3, K-H-Puffer mit L-NAME und Diclofenac) durchgeführt. 

Hierzu wurden die Aorten gleichaltriger Wildtyp und NO-GC-KO-Mäuse eingesetzt, und 

ihr Verhalten gegenüber kontraktilen und dilatierenden Substanzen wurde miteinander 

verglichen.  

Nach der Charakterisierung der KO-Tiere wurden verschiedene Substanzen auf die spezifi-

sche Aktivierung der NO-GC hin getestet. Hierbei wurden verschiedene Stimulatoren der 

NO-GC im Wildtyp- und im KO-Tier getestet und miteinander verglichen.  

 

3.4 Bestimmung der  intrazellulären cGMP-Konzentration  

3.4.1 Messung der  cGMP-Antwor t in Aor ta, Bronchien und Vene der  Ratte und 

Lunge der  Maus und Messung der  Desensitisierung in Ratten-Aor tenstreifen 

und Maus-Lungengewebe 

 

Die gereinigten Gefäße wurden in Längsrichtung aufgeschnitten und schließlich in Streifen 

etwa gleicher Größe von 2-5 mg Feuchtgewicht geteilt. Die Gewebe-Stücke der Lunge 

wurden von Randregionen mit möglichst wenig Blutgefäßen und Bronchien entnommen. 

Vor Beginn der Experimente wurden die Gefäßstreifen bzw. Gewebe-Stücke in K-H-Lö-

sung für mindestens 60 min in der Anwesenheit von 200 � M L-NAME bei 37°C äquili-

briert. In allen Experimenten wurde der NO-Synthase-Inhibitor L-NAME eingesetzt, um 

eine endogene NO-Produktion auszuschließen. Die Inkubationen in K-H-Puffer wurden 

durch Schockgefrieren der Gewebe-Stücke beendet. Dazu wurde eine in flüssigem Stick-

stoff gekühlte Metallklammer verwendet. In den Experimenten zur Bestimmung der Dosis-

Wirkungskurven für NO wurde eine Inkubationszeit von 120 Sekunden gewählt. Dieser 

Wert wurde durch Untersuchungen der NO-induzierten cGMP-Antwort über die Zeit er-

mittelt. Hier war die intrazelluläre cGMP-Konzentration maximal. Die NO-induzierte 

cGMP-Syntheserate in der Aorta wurde auch unter Hemmung der cGMP-abbauenden 

Phosphodiesterase 5 durch den Inhibitor Sildenafil (100 µM) bestimmt. 

Für die Desensitisierungsexperimente wurden die Aorten- und Lungenstücke mit den ange-

gebenen submaximal wirksamen NO-Konzentrationen für 10 min vorinkubiert. Durch drei-

maliges Waschen wurde das NO entfernt und nach einer Pause von 10, 30 und 60 Minuten 

(Aorta) bzw. 10 min (Lunge) wurde eine zweite, maximal wirksame Konzentration des 
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NO-Donators (100 � M) zugegeben. Bei der Aorta wurde die NO-induzierte intrazelluläre 

cGMP-Konzentration über einen Zeitraum von 8 min gemessen, die Inkubation wurde also 

zu den angegebenen Zeitpunkten wie oben beschrieben gestoppt. Am Lungen-Gewebe 

wurde nur die maximale cGMP-Konzentration geprüft, d.h. die Reaktionen wurden nach 

20 s gestoppt. Als Kontrollen dienten nicht-vorinkubierte Gewebe-Stücke. 

Die Extraktion des cGMPs erfolgte durch Homogenisation des Gewebes in einem Glas-

Glas-Homogenisator in 500 � l eiskaltem 70 %igem Ethanol. Nach Zentrifugation (15 min, 

20.000 x g und 4°C) wurde der cGMP-enthaltende Überstand bei 105°C und N2-Begasung 

eingedampft; die cGMP-Konzentration wurde mittels RIA bestimmt (siehe 3.1.3). Das 

nach der Zentrifugation zurückbleibende Proteinpellet wurde in 0,1 M NaOH-0,1% SDS-

Lösung bei 60°C unter Schütteln gelöst, und die Proteinkonzentration wurde durch die 

BCA-Methode (Pierce) bestimmt. 

 

3.4.2 Messung der  cGMP-Antwor t in HEK-GC-PDE2-Zellen  

 

HEK-Zellen, die die NO-sensitive Guanylyl-Cyclase und Phosphodiesterase 2 stabil expri-

mieren, wurden in 500 µl DMEM-Nährlösung (Gibco) in 24-w Platten (Sarstedt) bis zu ei-

ner Dichte von ca. 100.000 Zellen pro well bei 37°C kultiviert. Die Zählung der Zellen er-

folgte mikroskopisch mit einer Neubauer-Zählkammer. Zu Beginn des Versuches wurde 

die Nährlösung gegen 300 µl eines 37°C warmen Zellpuffers (PBS: 137 mM NaCl, 

2,7 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 8,1 mM Na2HPO4, pH 7,4 und 1 mg/ml Glukose) ausge-

tauscht, und 15 min bei 37°C äquilibriert. Zur Erstellung der Dosis-Wirkungskurve wurde 

die Inkubation der Zellen mit der Substanz BAY60-7550 in 300 µl Zellpuffer durchge-

führt. Nach 6 min wurde die Inkubation durch Absaugen des Puffers und Zugabe von 

300 µl eiskalter 0,1 M HCl gestoppt. Der Überstand der lysierten Zellen wurde in Eppen-

dorf-Reaktionsgefäße überführt, gevortext und bei –20°C gelagert. Von diesem Zelllysat 

wurden 10 µl zur Bestimmung des intrazellulären cGMP-Levels (siehe 3.1.3) benutzt. 

 

3.5 Gewebeinkubation und Aufarbeitung für  die Proteinanalyse  

 

Die gereinigten Gefäße (Aorta, Bronchius und Vene) wurden in Längsrichtung aufge-

schnitten und wie das Lungengewebe in Streifen etwa gleicher Größe von 2-5 mg Feucht-

gewicht geteilt. Vor Beginn der Experimente wurden die Gewebe-Streifen in K-H-Lösung 

für mindestens 60 min in Anwesenheit von 200 � M L-NAME bei 37°C äquilibriert. Die 
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Inkubationen wurden durch Schockgefrieren der Gewebe-Stücke zu den angegebenen Zeit-

punkten beendet.  

Die Gewinnung der zytosolischen Proteine erfolgte durch Homogenisation des gefrorenen 

Gewebes in einem eisgekühlten Glas-Glas-Homogenisator in 450 � l eiskaltem Puffer 

(PBS, 2 mM DTT, Proteaseinhibitormix (1:100, Sigma), pH 7,4). Für die Extraktion des 

Gesamt-Proteins wurde das Homogenat zusätzlich 1 Stunde mit 1 % SDS bei 60°C schüt-

telnd inkubiert. Nach Zentrifugation des Homogenats (15 min, 20.000 x g und 4°C) wurde 

der proteinhaltige Überstand abgenommen, die Proteinkonzentration mittels BCA-Methode 

(Pierce) bestimmt und mit 4 x Laemmli-Probenpuffer versetzt und gemischt. Nach Kochen 

des Überstandes (5 min, 105°C) wurde dieser sofort auf Eis abgekühlt und direkt zur Prote-

inanalyse (siehe 3.1.1) eingesetzt, oder bei –20°C gelagert. Untersucht wurden die Kompo-

nenten der NO/cGMP-Signalkaskade (NO-GC, PDE 5, PKGI und VASP), welche mit spe-

zifischen Antikörpern ( � -VASP und � -PKGI von Calbiochem; � - � 1-, � -�1-NO-GC und � -

PDE5, Herstellung am Lehrstuhl) in der Western-Blot-Analyse detektiert wurden. 

 

3.5.1 Proteinfällung durch Tr ichloressigsäure und Aceton 

 

Zur Konzentrierung des in 3.4 gewonnenen, proteinhaltigen Überstandes, können die Pro-

teine mittels TCA-Aceton-Methode ausgefällt und in einem beliebigen Volumen gelöst 

werden. Hierzu wurde der Überstand (4°C) mit eiskalter TCA versetzt, bis zu einer finalen 

Konzentration von 20 %, und 15 min auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation (5.000 x g, 

10 min) wurde der Überstand verworfen und das Pellet 2–3 mal mit Aceton gewaschen. 

Nach dem Trocknen des Protein-Pellets bei 50°C im Schüttler wurde es in 100-200 µl 

1 x Laemmli-Probenpuffer gelöst, 5 min bei 105°C gekocht, auf Eis abgekühlt und für die 

Proteinanalyse (siehe 3.1.1) eingesetzt oder bei –20°C gelagert. Eine unzureichende Ent-

fernung der TCA führte durch den pH-Abfall zu Problemen bei der Gelelektrophorese. Aus 

diesem Grund wurde der pH-Wert des Probenpuffers nach jeder Proteinfällung bestimmt 

(pH-Papier, Merck) und, wenn nötig, mit 1 M NaOH auf pH 6,6 korrigiert.  

 

3.5.2 Aktivierung der  PDE5 in Aor ten- und Bronchiengewebe 

 

Die Aktivierung der PDE5 wird durch ihre Phosphorylierung aufgezeigt und nachge-

wiesen. Der Phosphorylierungs-Zustand der PDE5 wurde unter den gleichen Inkubations-

Bedingungen (NO-Konzentrationen und Inkubationszeiten) wie bei den Versuchen zur De-
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sensitisierung (siehe 3.3.5) analysiert. Hierzu wurden die Aorten- und Bronchienstücke mit 

submaximal wirksamen NO-Konzentrationen für 10 min vorinkubiert. Durch dreimaliges 

Waschen wurde das NO entfernt und nach einer Pause von 10, 30 und 60 Minuten wurde 

eine zweite, maximal effektive Konzentration des NO-Donators (100 � M) zugegeben. 

Nach 2 min wurde die Inkubation mit einer in flüssigem N2 gekühlten Metallklammer ge-

stoppt und das Gewebe wurde wie in 3.4.1 beschrieben aufgearbeitet und der Proteinanaly-

se zugeführt. Die Western-Blot Analyse wurde mit einem Antikörper durchgeführt, der die 

an Ser-102 phosphorylierte Sequenz CTRKIS-PO3-ASEFDR der PDE5 spezifisch erkennt. 

Die Spezifität des Antikörpers wurde durch die Western-Blot-Detektion von 200 ng eines 

gereinigten Fragments der PDE5 getestet, das in vitro durch die gereinigte PKGI phospho-

ryliert wurde (Antikörper und trunkierte PDE5 wurden zur Verfügung gestellt von Prof. W. 

J. Thompson, Cell Pathways Inc., Horsham, USA). 
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4. Ergebnisse 

 

Der NO/cGMP-Signalweg besitzt eine wichtige Funktion innerhalb des kardiovaskulären 

Systems, indem er den Tonus der glatten Muskulatur und die Thrombocytenaggregation re-

guliert. Einige pathophysiologische Zustände, wie z.B. die endotheliale Dysfunktion, die 

möglicherweise einen Risikofaktor für die Angina pectoris und die bronchiale Hyper-

reaktivität darstellt, werden auf einen zu hohen Gefäßmuskeltonus, d.h. auf eine vermin-

derte Relaxation und/oder auf eine übermäßige Kontraktion der glatten Muskulatur zurück-

geführt. Daher ist die Regulation des NO/cGMP-Signalwegs in der glatten Muskulatur von 

großem Interesse. In Thrombocyten wurde dieser Signalweg bereits ausführlich untersucht 

(Müllershausen et al., 2001). In diesen Zellen führten aufeinanderfolgende NO-Stimula-

tionen zu einer schnellen Desensitisierung des Signalwegs, die auf eine erhöhte und lang-

anhaltenden Aktivität der PDE5 zurückzuführen war. In der vorliegenden Arbeit wurde die 

Regulation und die Desensitisierung der NO/cGMP-Signalkaskade in verschiedenen 

glattmuskulären Geweben, wie Aorta, Vene und Bronchius der Ratte untersucht.  

 

4.1 Untersuchung der  NO/cGMP-Signaltransduktion in der  glatten Muskulatur  

4.1.1 Nachweis der  Komponenten des NO/cGMP-Signalwegs 

 

In Aorten-, Bronchien-, Venen-, und Lungengewebe sollten zunächst die einzelnen Kom-

ponenten des Signalwegs, d.h. NO-GC, PDE5, PKGI und VASP, auf Proteinebene nach-

gewiesen werden. Die zytosolischen Proteinfraktionen der jeweiligen Gewebe wurden mit-

tels SDS-PAGE aufgetrennt und die Mitglieder des Signalwegs durch Western-Blot-

Analysen mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen. Für die Detektion der NO-indu-

zierten Phosphorylierung von PDE5 und VASP wurden die Gewebe zuvor mit NO stimu-

liert. In Abb. 3 A ist das Ergebnis der Western Blot-Analyse dargestellt. In Aorten-, 

Bronchien-, Venen-, und Lungengewebe wurde die � 1-Untereinheit der NO-GC (80 kDa) 

und die �1-Untereinheit (70 kDa) detektiert. Auch die PDE5 (100 kDa) und die PKGI (75 

kDa) konnten in allen untersuchten glattmuskulären Geweben gezeigt werden. Damit 

wurde die Expression aller wichtigen Komponenten des NO/cGMP-Signalwegs in diesen 

Geweben nachgewiesen. 

Die funktionelle Interaktion der intakten Signalkaskade wurde durch die NO-induzierte 



 Ergebnisse 40 

 

 

 

A           B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Nachweis der  NO-GC, PDE5, PKGI und VASP in verschiedenen 

glattmuskulären Organen mittels Western-Blot 

 

Zytosolische Fraktionen (25 µg Protein) der angegebenen Gewebe wurden mittels SDS-

PAGE aufgetrennt. Durch Western-Blot-Analysen mit spezifischen Antikörpern gegen die 

PDE5, die � 1-Untereinheit der NO-GC, die �1-Untereinheit der NO-GC, die PKGI und 

gegen VASP wurden die Enzyme der NO/cGMP-Signalkaskade detektiert. (A) In allen Ge-

weben wurde die PDE5 bei ca. 100 kDa detektiert, die � 1-GC bei ca. 80 kDa, die �1-GC bei 

ca. 70 kDa, die PKGI bei ca. 75 kDa und das VASP bei 46 bzw. 50 kDa detektiert. Gewe-

be-Stücke zur VASP-Untersuchung wurden vor der Aufarbeitung für 2 min mit 100 µM 

GSNO inkubiert. (B) Die Intensität der Western-Signale der glattmuskulären Gewebe wur-

den hinsichtlich der Menge der � 1- und �1-Untereinheit der NO-GC und der PDE5 mit spe-

zieller Software (Labworks, wie unter 3.5 beschrieben) verglichen. Dabei wurden die Wer-

te der Aorta als 1 definiert und die restlichen Mengen relativ dazu ausgedrückt. Die Werte 

repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 4-13 unabhängigen Experimenten. 
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Phosphorylierung von VASP (vasodilator stimulated phosphoprotein), einem Substrat der 

PKGI, nachgewiesen. Der verwendete monoklonale Antikörper ist spezifisch für eine 

Aminosäuresequenz mit einem phosphorylierten Serin innerhalb des VASP-Proteins. 

Dieses Epitop wird ausschließlich dann erkannt, wenn VASP durch die PKGI am Ser-239 

phosphoryliert wird (Smolenski et al., 1998). Auf der Western Blot-Membran in Abb. 3 A 

ist eine Bande bei 46 kDa zu erkennen, die dem am Ser-239 phosphorylierten VASP ent-

spricht. Die zweite Bande bei 50 kDa entspricht dem doppelt phosphoryliertem VASP 

(Ser-239 und Ser-157). Dabei führt die Phosphorylierung am Ser-157 zu einer Änderung 

des apparenten Molekulargewichts in der SDS-PAGE. Die aufgezeigten PKGI-vermittelten 

Phosphorylierungen demonstrieren eine intakte, über NO-GC, cGMP und PKGI verlaufen-

de Weiterleitung des NO-Signals hin zu VASP. Die sofortige Umsetzung des NO-Signals 

ist sehr wahrscheinlich für eine schnelle funktionelle Reaktion der glatten Muskulatur in-

nerhalb des kardiovaskulären Systems erforderlich. 

In Abbildung 3 B ist der Vergleich der Proteinmengen von � 1- und �1-Untereinheiten der 

NO-GC sowie von PDE5 innerhalb der drei glattmuskulären Gewebe dargestellt. Die Men-

ge von NO-GC und PDE5 der Aorta wurde als 1 definiert, und die Mengen der anderen 

Gewebe wurden relativ dazu ausgedrückt. In den Bronchien befand sich ca. 2,6fach mehr 

PDE5 als in Aorta oder Vene. Die Menge der NO-GC ist in den Bronchien jedoch um ca. 

ein Drittel, in der Vene sogar um zwei Drittel geringer als in der Aorta. Die verhältnis-

mäßig kleinere Menge an NO-GC und größere Menge an PDE5 in Bronchius und Vene 

weist auf die Dominanz des cGMP-Abbaus gegenüber der cGMP-Synthese in diesen Orga-

nen hin, was zu einer geringeren NO-induzierten cGMP-Antwort als in der Aorta führen 

könnte (siehe 4.1.3). 

 

4.1.2 Die NO-induzier te cGMP-Antwor t in der  glatten Muskulatur  

 

Nach dem Nachweis der Komponenten der Signalkaskade auf Proteinebene wurden die 

verschiedenen glattmuskulären Gewebe auf ihre Sensitivität gegenüber NO und ANP un-

tersucht. Die verwendeten NO-Donatoren GSNO, DETANO und ProliNO führen nach 

spontaner Freisetzung von NO zur Stimulation der NO-GC. Dabei unterscheiden sie sich in 

der Halbwertszeit der NO-Freisetzung. ANP stimuliert eine membranständige Guanylyl-

Cyclase (GC-A). Zunächst wurde die NO- bzw. ANP-induzierte cGMP-Produktion im 

Zeitverlauf analysiert. Danach wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt, um die Sensitivität 

der Kaskade für verschiedene Agonisten in den unterschiedlichen Organen zu ermitteln. 
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Darüberhinaus wurde der Einfluß der cGMP-spezifischen, cGMP-abbauenden PDE5 auf 

die NO-induzierte cGMP-Antwort analysiert. 

 

4.1.3 Die NO-induzier te cGMP-Antwor t im Zeitver lauf und der  Einfluß der  PDE5 

 

Zur Untersuchung der cGMP-Antwort in den verschiedenen Organen wurde intaktes Ge-

webe isoliert, in Stücke unterteilt und in physiologischen Puffern gehalten. Um eine endo-

gene NO-Produktion zu verhindern, wurden alle Versuchsansätze in Anwesenheit des NO-

Synthase-Inhibitors L-NAME (200 µM) durchgeführt. Die Stimulation erfolgte durch In-

kubation mit maximal wirksamen Dosen zweier verschiedener NO-Donatoren, GSNO und 

DETANO. Darüberhinaus wurden die Gewebe mit ANP behandelt, welches die GC-A sti-

muliert und infolgedessen zu einer NO-unabhängigen Erhöhung der intrazellulären cGMP-

Konzentration führt. Die Reaktion wurde zu verschiedenen Zeitpunkten durch Schockfrier-

en des Gewebes in flüssigem Stickstoff gestoppt. Nach Homogenisation der Gewebe-Stük-

ke wurde das extrahierte cGMP mittels RIA und die dazugehörige Proteinmenge mit der 

BCA-Methode bestimmt und daraus die cGMP-Konzentration berechnet. 

In Abb. 4 A-C ist der Zeitverlauf der cGMP-Antwort nach Stimulation mit GSNO, 

DETANO bzw. ANP in Aorten-Gewebe dargestellt. Die NO-Stimulation führte in allen 

Geweben zu einer transienten cGMP-Antwort. Dabei kam es nach dem Maximum zu einer 

schnellen Reduktion der cGMP-Konzentration. In Aorten lag das NO-induzierte cGMP-

Maximum bei 60 Sekunden, und das ANP-induzierte cGMP-Maximum bei 240 Sekunden. 

In der Aorta waren die nach GSNO/DETANO-Stimulation maximal erreichten cGMP-

Mengen gegenüber den Ausgangswerten etwa 150fach erhöht, nach ANP-Stimulation 60-

fach. Es zeigte sich, daß die verschiedenen NO-Donatoren eine vergleichbare cGMP-Ant-

wort hervorriefen, womit ein Einfluß der Trägersubstanzen auf die cGMP-Antwort ausge-

schlossen werden konnte. In Abb. 4 D-F ist der Zeitverlauf der GSNO-induzierten cGMP-

Antwort in Bronchius, Vene und Lunge dargestellt. In Venen trat das cGMP-Maximum 

nach 120 Sekunden, in Bronchien nach 30 Sekunden und im Lungen-Gewebe der Maus 

nach 10 Sekunden ein. Die GSNO-Stimulation führte in der Vene zu einer 15fachen, in den 

Bronchien zu einer 25fachen und in der Lunge zu einer ca. 3fachen Erhöhung der cGMP-

Konzentration. Die in den Geweben gemessenen cGMP-Konzentrationen schwankten zum 

Teil sehr stark zwischen den einzelnen Tieren, was die relativ großen Fehlerbalken erklärt.
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Abb.: 4 NO- und ANP-induzier te cGMP-Antwor t im Zeitver lauf 

 

Verschiedene glattmuskuläre Gewebe der Ratte wurden mit verschiedenen NO-Donatoren 

bzw. ANP stimuliert und die cGMP-Konzentration über die Zeit mittels RIA (siehe 3.1.3) 

gemessen. In allen untersuchten Geweben führte NO bzw. ANP zu einer transienten 

cGMP-Antwort, die durch einen Anstieg der intrazellulären cGMP-Konzentration inner-

halb von 10-240 Sekunden und einem Rückgang charakterisiert ist. (A-C) zeigen die 

cGMP-Antworten der Aorten-Streifen nach Stimulation mit GSNO, DETANO und ANP. 

(D) zeigt die cGMP-Antwort der Bronchien nach GSNO-Stimulation. (E) zeigt die cGMP-

Antwort der Vene nach GSNO-Stimulation und (D) die cGMP-Antwort des Lungengewe-

bes nach GSNO-Stimulation. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 7-20 unab-

hängigen Experimenten in Duplikaten. 
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In der glatten Muskulatur wird cGMP hauptsächlich durch die cGMP-stimulierte, cGMP-

abbauende PDE5 abgebaut (Rybalkin et al., 2002, 2003). Um die Rolle der PDE5 inner-

halb des NO/cGMP-Signalwegs in den verschiedenen Geweben zu untersuchen, wurden 

die NO-induzierten cGMP-Anstiege über die Zeit in Anwesenheit des PDE5-Hemmstoffs 

Sildenafil gemessen. Diese Hemmung des cGMP-Abbaus bewirkt eine Akkumulation des 

cGMPs, das nach Stimulation der NO-GC bzw. der GC-A gebildet wird. In den entsprech-

enden Versuchen wurden die Gewebe-Streifen für 10 min mit 100 µM Sildenafil präinku-

biert und anschließend mit NO bzw. ANP stimuliert. Die Reaktion wurde zu den angege-

benen Zeitpunkten gestoppt und die cGMP-Konzentration bestimmt. Abb. 5 zeigt, daß in-

folge der Hemmung der PDE5 die intrazelluläre cGMP-Konzentration bis zu einem Maxi-

mum (GSNO: 468 ± 64 pmol cGMP/ mg Protein und ANP: 200 ± 16 pmol cGMP/ mg 

Protein) ansteigt und dann auf einem Plateau bleibt. Es kann davon ausgegangen werden, 

daß in der Plateauphase die cGMP-Synthese und der cGMP-Abbau im Gleichgewicht sind. 

In der Aorta waren die nach GSNO-Stimulation maximal erreichten cGMP-Mengen gegen-

über den Ausgangswerten etwa 150fach und nach ANP-Stimulation 50fach erhöht, in den 

Bronchien 30fach und in der Lunge fast 10fach erhöht. Insgesamt fällt die cGMP-Antwort 

in Lunge und Bronchien geringer aus als in der Aorta, was durch die verhältnismäßig nie-

drige Expression der NO-GC und hohe Expression der PDE5 in diesen Organen erklärt 

werden kann (siehe Abb. 3). In allen untersuchten Geweben führte also die Hemmung der 

PDE5 zu einer cGMP-Akkumulation. Damit bewirkt eine funktionelle PDE5 den Rück-

gang der durch die GCs katalysierten Erhöhung der intrazellulären cGMP-Konzentration 

und bestimmt somit den transienten Verlauf der NO-induzierten cGMP-Antwort mit. Diese 

Ergebnisse bestätigen die prominente Rolle der PDE5 für den Abbau von cGMP in der 

glatten Muskulatur (Rybalkin et al., 2002, 2003). 

 

4.1.4 Dosis-Wirkungskurven für  die NO- und die ANP-induzier te cGMP-Antwor t 

 

Um die Sensitivität der glattmuskulären Gewebe gegenüber NO bzw. ANP zu untersuchen, 

wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt. Als Inkubationszeit wurden jeweils die Zeitpunkte 

gewählt, zu denen die cGMP-Antwort maximale Konzentrationen erreicht hatte (siehe 

Abb. 4). Dementsprechend wurden die Aorten-Streifen mit GSNO für 60 Sekunden und 

mit ANP für 240 Sekunden inkubiert und anschließend der cGMP-Gehalt bestimmt. 
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Abb. 5: NO- und ANP-induzier te cGMP-Antwor t in Anwesenheit von Sildenafil  

 

Verschiedene glattmuskuläre Gewebe wurden für 10 min mit dem PDE5-Hemmstoff 

Sildenafil (100 µM) vorinkubiert und anschließend mit GSNO (100 µM) oder ANP 

(100 nM) stimuliert. Mittels RIA wurde die cGMP-Konzentration zu den angegebenen 

Zeitpunkten bestimmt. In allen Geweben bildete sich nach Erreichen eines cGMP-Maxi-

mums ein Plateau aus. (A) NO- und ANP-induzierte cGMP-Antwort in Rattenaorten in der 

Anwesenheit von Sildenafil. (B) NO-induzierte cGMP-Antwort in Lungen und Bronchien 

in Anwesenheit von Sildenafil. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 3-10 un-

abhängigen Experimenten in Duplikaten. 
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Wie in Abb. 6 dargestellt, ergab sich für GSNO ein EC50-Wert von 3 µM und für ANP ein 

EC50-Wert von ca. 3 nM. Die maximalen cGMP-Konzentrationen wurden mit einer Dosis 

von 100 µM GSNO oder 100 nM ANP erreicht. Der direkte Vergleich der Aktivatoren von 

NO-GC und von GC-A zeigt die enorme Potenz des Peptids ANP in der Aorta. ANP zeigt 

eine 1000fach höhere Potenz als GSNO, allerdings muß dabei berücksichtigt werden, daß 

nur jeweils vergleichsweise geringe NO-Mengen aus dem GSNO freigesetzt werden.  

 

4.1.5 Untersuchung zur  funktionellen Relevanz in Organbadversuchen 

 

Um die physiologische Relevanz der NO-induzierten cGMP-Antworten zu untersuchen, 

wurde die NO-induzierte Relaxation von Aorten- und Bronchien-Ringen im Organbad 

analysiert. Das Organbad ermöglicht sensitive Kraftmessungen am Gewebe oder Organ ex 

vivo. Die Kontraktion von Gewebe-Ringen äußert sich dabei in einer Kraftzunahme, wo-

hingegen die Relaxation mit einer Abnahme der Kraft korreliert, die über Kraftmesser auf-

genommen und aufgezeichnet wird. Zunächst wurde die Kontraktion der glatten Mus-

kulatur von Aorta und Bronchius durch die kontraktilen Agonisten Carbachol und Phenyl-

ephrin herbeigeführt. Nach stabiler Kontraktion wurden Untersuchungen zur Relaxation 

durchgeführt. Hierzu wurden zuerst Dosis-Wirkungskurven für die Agonisten GSNO, 

DEANO, DETANO, ANP und 8pCPT-cGMP aufgenommen, um einen Überblick über 

relaxierende Substanzen zu gewinnen. 

 
4.1.6 Dosis-Wirkungskurven der  kontrahierenden und relaxierenden Substanzen  

 

Um die Sensitivität von Aorta und Bronchius gegenüber kontrahierenden und relaxieren-

den Agonisten zu ermitteln, wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt. Die hier eingesetzten 

Agonisten Carbachol und Phenylephrin binden an ihre Rezeptoren und führen jeweils G-

Protein-gekoppelt zur einer IP3-Response, also zur Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Kon-

zentration und infolgedessen zur Kontraktion der glatten Muskulatur (siehe 1.2.1). 

Während in der Aorta eine � -adrenerge Stimulation durch Sympathomimetika wie Phenyl-

ephrin zur Kontraktion führt, sind es im glatten Bronchialmuskel direkte Parasympatho-

mimetika wie Carbachol, die eine Kontraktion auslösen. Die Stimulation der NO-GC durch 

NO-Donatoren sowie die Aktivierung der GC-A durch ANP resultieren in einer gesteiger-

ten cGMP-Bildung, was über die Aktivierung der PKGI zur Relaxation der glatten Musku-

latur führt. In den hier aufgeführten Experimenten wurden glattmuskuläre Gewebe von 
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Abb. 6: NO- und ANP- induzier te cGMP-Antwor ten der  Ratten-Aor ta  

 

Rattenaortenstreifen wurden mit ansteigenden GSNO-Konzentrationen für 60 Sekunden 

und mit den ANP-Konzentrationen für 240 Sekunden inkubiert; der cGMP-Gehalt in den 

Geweben wurde mittels RIA bestimmt (A). In (B) sind die Werte der Dosis-Wirkungs-

kurven tabellarisch gegenübergestellt. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 5 

bzw. 3 unabhängigen Experimenten in Duplikaten. 
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Aorta und Bronchius der Ratte untersucht. Um eine endogene NO-Produktion zu verhin-

dern, wurden im Organbad alle Ansätze in Anwesenheit des NO-Synthase-Inhibitors 

L-NAME (200 µM) durchgeführt. In Abbildung 7 A ist die Dosis-Wirkungskurve der Phe-

nylephrin-induzierten Kontraktion dargestellt. Phenylephrin führte zu einer vollständigen 

Kontraktion bei einer Konzentration von 10 µM. Der EC50-Wert lag bei ca. 30 nM. Für die 

darauffolgenden Messungen der Relaxation wurde 1 µM Phenylephrin zur Vorkontraktion 

eingesetzt. 

In Abbildung 7 B sind Dosis-Wirkungskurven für verschiedene Relaxantien der mit Phe-

nylephrin vorkontrahierten Aorta aufgezeigt. Es wurden unterschiedliche NO-Donatoren 

eingesetzt, um einen eventuellen Einfluß der NO-Trägersubstanzen auszuschließen. Diese 

NO-Donatoren zeigten unterschiedliche Sensitivitäten bezüglich der Aorten-Relaxation, 

was durch die unterschiedlichen Halbwertszeiten der NO-Freisetzung erklärt werden kann. 

Der EC50-Wert von GSNO lag bei ca. 100-200 nM. DETANO wies einen EC50-Wert der 

Relaxation von ca. 5 µM auf. Zur Untersuchung der GC-A-vermittelten Relaxation wurde 

die Aorta mit dem atrialen natriuretischen Peptid (ANP) stimuliert. ANP führte in sehr ge-

ringen Konzentrationen zur Relaxation der Aorta. Der EC50-Wert der Relaxation für ANP 

lag bei ca. 2 nM. Die ANP-vermittelte Relaxation lief im Gegensatz zu der durch NO-indu-

zierten sehr langsam ab. Möglicherweise diffundiert das Peptid langsamer als das gas-

förmige, membrangängige NO in das Gewebe. Das nicht durch Phosphodiesterasen hydro-

lysierbare cGMP-Analogon 8pCPT-cGMP vermittelt die Relaxation nicht über eine GC, 

sondern durch die direkte Aktivierung der PKGI. Hierfür konnte eine Konzentration zur 

halbmaximalen Relaxation von ca. 50 µM festgestellt werden. 

Analog zu den Versuchen mit der Aorta wurden auch an Bronchien-Ringen Dosis-Wir-

kungskurven für kontrahierende und relaxierende Substanzen aufgenommen. Abbildung 8 

A zeigt die Dosis-Wirkungskurve für Carbachol, das die glatte Muskulatur der Bronchien 

kontrahiert. Die halbmaximale Kontraktion wurde durch 500 nM Carbachol (EC50) er-

reicht. Zur Vorkontraktion der Bronchien wurde in den weiteren Versuchen immer 20 µM 

Carbachol eingesetzt. In Abbildung 8 B sind die Dosis-Wirkungskurven für die NO-Dona-

toren DEANO und GSNO gezeigt, die zur Relaxation der Bronchialmuskulatur führten. 

Für DEANO wurde ein EC50-Wert von ca. 1 µM ermittelt. GSNO vermittelt eine halb-

maximale Relaxation erst bei einer 10fach höheren Konzentration, bei ca. 10 µM. Da die 

GSNO-vermittelte Relaxation in einigen Experimenten nicht vollständig war, wurde zur 

Relaxation der Bronchien das schneller wirkende DEANO eingesetzt. 
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Abb. 7: Kontraktion und Relaxation von Aor ten-Ringen im Organbad 

 

Aorte-Ringe der Ratte wurden mit steigenden Konzentrationen Phenylephrin inkubiert (A). 

Mit 1 µM Phenylephrin vorkontrahierte Aorte-Ringe der Ratte wurden mit verschiedenen 

relaxierenden Agonisten (B) inkubiert und die resultierende Kontraktion bzw. Relaxation 

wurde gemessen. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 3-10 unabhängigen 

Experimenten mit 4- bzw. 8fach Bestimmung. 
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Abb. 8: Kontraktion und Relaxation von Bronchien-Ringen im Organbad 

 

Bronchien-Ringe der Ratte wurden mit steigenden Konzentrationen Carbachol inkubiert 

(A). Mit 20 µM Carbachol vorkontrahierte Bronchien-Ringe wurden mit den NO-

Donatoren DEANO und GSNO inkubiert (B) und die resultierende Kontraktion bzw. 

Relaxation wurde gemessen. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 5-7 unab-

hängigen Experimenten mit 4- bzw. 8fach Bestimmungen. 
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4.1.7 Vergleich der  GSNO-induzier ten Relaxation zwischen Aor ta und Bronchius 

 

Die Expression von NO-GC und PDE5 in Aorten und Bronchien unterscheidet sich (siehe 

Abb. 3), was auf eine unterschiedliche Sensitivität der Kaskade gegenüber NO hindeutet. 

Daher wurden die GSNO-induzierten Relaxationen dieser beiden Organe miteinander ver-

glichen. Dabei wird deutlich, daß die zur Relaxation notwendige GSNO-Konzentration in 

den Bronchien fast 100fach höher ist als in der Aorta (Abb. 9). Mit einem EC50-Wert von 

100-200 nM GSNO zeigte die Aorta eine wesentlich höhere Sensitivität für NO als die 

Bronchien (EC50-Wert von 10 µM GSNO). Dies läßt sich durch das Mengen-Verhältnis 

von NO-GC zu PDE5 (siehe 4.1 und Abb. 3) erklären. Im Bronchius liegt die PDE5 in 

wesentlich größerer Menge vor als in der Aorta. Die Menge an NO-GC ist im Bronchius 

deutlich geringer als in der Aorta, was sich auch in den cGMP-Messungen in Anwesenheit 

von Sildenafil wiederspiegelt (4.1.3).  

 

4.1.8 Vergleich der  für  die cGMP-Synthese und für  die Relaxation notwendigen 

GSNO-Konzentrationen in der  Aor ta 

 

In Abbildung 10 sind die Dosis-Wirkungskurven für die GSNO-induzierte cGMP-Bildung 

in der Aorta (Abb.6) und die GSNO-vermittelte Relaxation der Aorta (Abb.7) dargestellt. 

Die meßbare NO-induzierte cGMP-Erhöhung trat im Gegensatz zur NO-induzierten Re-

laxation erst bei ca. 30fach höheren NO-Konzentrationen auf. Dieser Befund spricht dafür, 

daß eine Relaxation der glatten Muskulatur schon bei geringen Erhöhungen der cGMP-

Konzentration hervorgerufen wird, die sich mit unserem Meßsystem nicht messen lassen. 

Vorstellbar ist dabei, daß lokal bzw. in bestimmten Kompartimenten der Zelle relativ hohe 

cGMP-Konzentrationen entstehen, die aber bei der Messung der gesamten cGMP-Menge 

nivelliert werden. 

 

4.1.9 Desensitisierung der  NO-induzier ten cGMP-Antwor t in der  Ratten-Aor ta 

 

In Thrombocyten konnte eine Desensitisierung der NO-induzierten cGMP-Antwort gezeigt 

werden (Müllershausen et al., 2001). Der in Abbildung 4 gezeigte transiente Verlauf der 

NO-induzierten cGMP-Antwort in Aorta und Bronchius ähnelt der cGMP-Antwort in 

Thrombocyten. Aus diesem Grund sollte ermittelt werden, ob eine Desensitisierung der 

cGMP-Antwort auch in der glatten Muskulatur auftritt. Hierzu wurden Aorten-Streifen mit
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Abb. 9: Vergleich der  GSNO-induzier ten Relaxationen in Aor ta und Bronchien 

 

Hier wurden die Werte der GSNO-induzierten Relaxation aus Abbildung 7 und 8 von 

Aorta und Bronchius miteinander verglichen. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM 

von 8 unabhängigen Experimenten mit 4- bzw. 8fach Bestimmungen. 
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Abb. 10: Vergleich der  NO-induzier ten cGMP-Bildung und Relaxation in der  

Aor ta 

 

Die in Abbildung 6 ermittelten cGMP-Werte und die in Abbildung 7 gemessenen NO-in-

duzierten Werte der Relaxation wurden prozentual ausgedrückt und miteinander ver-

glichen. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 3-11 unabhängigen Experimen-

ten mit 4- bzw. 8fach Bestimmungen. 
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einer submaximal wirksamen GSNO-Konzentration (10 µM) für 10 min inkubiert und das 

NO wieder entfernt. 10, 30 und 60 min später wurde ein zweiter maximal wirksamer NO-

Stimulus (100 µM) appliziert und die intrazelluläre cGMP-Konzentration wurde mittels 

RIA zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Als Kontrolle wurde die NO-induzierte 

cGMP-Bildung in nicht vorinkubierten Aorten-Streifen bestimmt. 

Abbildung 11 A zeigt den typischen transienten Verlauf der cGMP-Antwort nach ein-

maliger Stimulation mit 100 µM GSNO (Kontrolle; siehe auch Abb. 4). Präinkubation mit 

10 µM GSNO führte zu einer stark verringerten cGMP-Antwort in den Aorten. Kontroll-

Aorten zeigten eine maximale NO-induzierte cGMP-Konzentration von ca. 190 ± 33 pmol 

cGMP/mg Protein. Vorinkubierte Aorten hingegen zeigten eine maximale cGMP-Konzen-

tration von nur 66 ± 15 pmol cGMP/mg Protein, dies entsprach einer Reduktion von 66 %. 

Der NO/cGMP-Signalweg in der glatten Muskulatur kann also wie in Thrombocyten durch 

Vorinkubation mit submaximal effektiven NO-Konzentrationen desensitisiert werden. 

In einem weiteren Versuchsansatz wurde getestet, wie lange die NO-induzierte Desensiti-

sierung anhält. 30 min nach der NO-Vorinkubation war die cGMP-Antwort immer noch 

um 50 % verringert (Abb. 11 B). Sogar 60 min nach der Vorinkubation war immer noch 

eine deutliche Verringerung von 30 % gegenüber der Kontrolle (Abb. 11 C) zu erkennen. 

Insgesamt läßt sich zusammenfassen, daß die in Thrombocyten beschriebene NO-induzier-

te Desensitisierung der NO/cGMP-Signalkaskade sich auch in einem weiteren System, der 

glatten Muskulatur, nachweisen läßt. Wie in Thrombocyten führt dort eine Vorinkubation 

mit submaximal effektiven NO-Konzentrationen zur Abschwächung eines erneuten NO-

induzierten cGMP-Signals.  

 

4.1.10 Desensitisierung der  cGMP-Antwor t in der  Maus-Lunge 

 

Anschließend wurde die Desensitisierung der NO/cGMP-Signalkaskade in einem nicht-

glattmuskulären Organ, der Lunge, untersucht. Hierzu wurde peripheres Lungen-Gewebe, 

in dem der Anteil an glatter Muskulatur (Bronchien, Arterien, Venen) relativ gering ist, mit 

einer submaximal wirksamen GSNO-Konzentration (10 µM) für 10 min inkubiert und das 

NO wieder entfernt. 10 min später wurde ein zweiter GSNO-Stimulus von 100 µM appli-

ziert, die Reaktion wurde nach 10 Sekunden gestoppt und anschließend die intrazelluläre 

cGMP-Konzentration mittels RIA bestimmt. Dieser Zeitpunkt zur cGMP-Bestimmung 

wurde so gewählt, daß die intrazelluläre cGMP-Konzentration maximal war (Abb. 4). Als 

Kontrolle wurde die cGMP-Bildung ohne Präinkubation und ohne die Zugabe von NO be-
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Abb. 11: Desensitisierung der  NO-induzier ten cGMP-Antwor t in der  glatten 

Muskulatur  der  Aor ta 

 

Rattenaortenstreifen wurden 10 min mit 10 � M GSNO präinkubiert, das NO aus dem Inku-

bationspuffer ausgewaschen und nach 10 min (A), 30 min (B) und 60 min (C) wurde er-

neut mit 100 µM GSNO stimuliert. Der cGMP-Gehalt wurde zu den angegebenen Zeit-

punkten mittels RIA bestimmt. Zur Kontrolle wurde die NO-induzierte cGMP-Akkumula-

tion ohne NO-Vorinkubation bestimmt. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 

8-20 unabhängigen Experimenten in Duplikaten. 
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stimmt. In Abb. 12 sind die maximalen NO-induzierten cGMP-Antworten ohne und mit 

Vorinkubation dargestellt. 

NO führt auch in der Lunge zu einem Anstieg der cGMP-Konzentration von 3,1 ± 0,3 auf 

21,2 ± 0,6 pmol cGMP pro mg Protein (7fach). Die Stimulation des mit NO vorinkubierten 

Lungen-Gewebes führt nur zu einer ca. 2fachen Erhöhung der intrazellulären cGMP-Kon-

zentration auf 6,9 ± 0,3 pmol cGMP pro mg Protein. Damit führt die Vorinkubation mit 

NO zu einer um 65% reduzierten cGMP-Akkumulation, demzufolge weist auch die Lunge 

eine Desensitisierung des NO/cGMP-Signalwegs auf. 

 

4.1.11 Desensitisierung der  NO/cGMP-vermittelten Relaxation im Organbad 

 

In der Aorta und in der Lunge konnte eine Reduktion der NO-induzierten cGMP-Antwort 

nach NO-Vorinkubation gezeigt werden (Abb. 11 und 12). In Organbad-Experimenten 

sollte nun geklärt werden, wie sich diese verringerte cGMP-Menge funktionell auf die Ge-

fäße auswirkt, d.h. ob eine kurze NO-Vorinkubation die Relaxation überhaupt beeinflußt 

und ob es zu einer Abschwächung der NO-induzierten Relaxation von Aorten- und Bron-

chien-Ringen kommt. 

Zur Untersuchung der Desensitisierung der NO/cGMP-vermittelten Relaxation wurden die 

im Organbad fixierten Ringe für 10 min mit verschiedenen NO-Donatoren (ProliNO, 

GSNO und DETANO) vorinkubiert, das NO aus der Organbad-Kammer entfernt und die 

Gefäße kontrahiert (Aorta: 1 µM PE und Bronchien: 20 µM CCh). Als Kontrolle dienten 

Gefäße, die vor der Kontraktion nicht mit NO vorinkubiert wurden. Nach Erreichen eines 

Plateaus in der Kontraktionsphase (Aorta: 30-45 min und Bronchien: 5-10 min) wurden die 

Gefäße mit dem jeweiligen NO-Donator (GSNO und DETANO) relaxiert.  

Die Konzentration des NO-Donators wurde dabei so gewählt, daß eine etwa 50%ige Re-

laxation (Abb. 7 B) ausgelöst wurde. Abbildung 13 A zeigt eine repräsentative Aufzeich-

nung eines Desensitisierungsversuchs im Organbad. Zur Auswertung wurde die NO-indu-

zierte Relaxation der vorinkubierten Ringe ermittelt und mit der Relaxation von nicht-

vorinkubierten Ringen verglichen (Abb. 13 B). Abbildung 13 C zeigt die Ergebnisse dieser 

Versuchsreihe. Die Stimulation mit 100 nM GSNO führte in den Kontroll-Gefäßen zu 

einer Relaxation von 55%. Die mit NO vorinkubierten Gefäße relaxierten nur um 31%, 

was einer Reduktion von 44 % entspricht. Um festzustellen, ob die beobachtete Desensiti-

sierung tatsächlich auf das von GSNO freigesetzte NO zurückzuführen ist, oder es sich um 

NO-unabhängige Effekte handelt, wurde dieses Experiment mit verschiedenen NO-Dona-
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Abb. 12: Desensitisierung der  cGMP-Antwor t in Lungegewebe der  Maus 

 

Lungengewebe wurde für 10 min mit 10 � M GSNO präinkubiert, das NO ausgewaschen 

und 10 min später wurde erneut mit 100 µM GSNO stimuliert. Nach 10 Sekunden wurde 

die Reaktion gestoppt, das cGMP isoliert und mittels RIA quantifiziert (grau). Zum Ver-

gleich wurde der cGMP-Gehalt nach NO-Stimulation ohne Vorinkubation bestimmt 

(weiß). Zur Kontrolle wurden die cGMP-Konzentrationen ohne NO-Stimulus (schwarz) 

bestimmt. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 7 unabhängigen Experimenten 

in Triplikaten. 
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Abb. 13: Desensitisierung der  NO/cGMP-vermittelten Relaxation in der  Aor ta 

 

Aorten-Ringe wurden mit einer submaximal wirksamen NO-Konzentration (15 � M 

ProliNO, 10 µM GSNO oder 30 µM DETANO) präinkubiert, das NO aus dem Inkuba-

tionspuffer ausgewaschen und die Gefäße mit 1 µM PE kontrahiert. Nach Erreichen der 

maximalen Kontraktion (30-45 min) wurden die Gefäße mit der halbmaximal wirksamen 

Konzentration dieser NO-Donatoren (100 nM GSNO, 5 µM DETANO) relaxiert. Als Kon-

trolle dienten Aorten-Ringe ohne NO-Vorinkubation. (A) Zeigt eine repräsentative Auf-

zeichnung eines Desensitisierungsversuchs im Organbad. (B-D) Zeigt die statistische Aus-

wertung der aufgeführten Experimente. Die verwendeten NO-Donatoren waren 15 µM 

ProliNO/ 100 nM GSNO (B), 10 µM GSNO/ 100 nM GSNO (C) und 30 µM DETANO/ 

5 µM DETANO (Vorinkubation/ Stimulation). Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± 

SEM von 5-8 unabhängigen Experimenten mit 4fach Bestimmung. 
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toren wiederholt. Die hier eingesetzten NO-Donatoren besitzen verschiedene Trägermole-

küle und setzen ihr NO spontan, aber mit unterschiedlichen Halbwertszeiten frei. Gefäße, 

die mit 15 µM ProliNO vorinkubiert wurden, zeigten ebenfalls eine deutliche Reduktion 

von ca. 40 % der GSNO-induzierten Relaxation gegenüber den Kontroll-Gefäßen (Abb. 13 

A, B). Die Vorinkubation mit 10 µM DETANO verringerte die Relaxation (ausgelöst 

durch 5 µM DETANO) um ca. 35 % (Abb. 12 D) im Vergleich zur Kontrolle.  

Da die cGMP-Werte im Bronchius sehr gering waren (siehe Abb. 4), konnte eine NO-indu-

zierte Desensitisierung, d.h. eine NO-vermittelte Reduktion der cGMP-Antwort, leider 

nicht gemessen werden. Die Desensitisierung im Bronchius konnte allerdings in Organbad-

experimenten untersucht werden. Abbildung 14 A zeigt eine repräsentative Aufzeichnung 

eines Desensitisierungsversuchs in Bronchien. Kontroll-Gefäße und mit 30 µM DEANO 

präinkubierte Gefäße wurden mit 20 µM CCh kontrahiert und nach ca. 5-10 min mit 1 µM 

DEANO relaxiert. Die Stimulation mit 1 µM DEANO führte in den Kontroll-Gefäßen zu 

einer Relaxation von 50%. Die vorinkubierten Gefäße relaxierten nur um 27%, was einer 

Reduktion von 46 % entspricht (Abb. 14 B). Eine Vorinkubation von Bronchien-Ringen 

mit einer submaximal wirksamen DEANO-Konzentration führte ebenfalls zu einer Abnah-

me der NO-induzierten Relaxation, also zu einer NO-induzierten Desensitisierung des 

NO/cGMP-Signalwegs. 

 

4.1.12 Nachweis der  aktiven PDE5 im desensitisier ten NO/cGMP-Signalweg 

 

In Thrombocyten wurde die Desensitisierung auf eine schnelle und langanhaltende Akti-

vierung der PDE5 zurückgeführt, die nach NO-Inkubation durch cGMP vermittelt wird. 

Parallel dazu wird die PKGI durch cGMP stimuliert, was unter anderem in einer Phospho-

rylierung der PDE5 am Ser-102 resultiert (Müllershausen et al., 2003). Ob die beobachtete 

Desensitisierung der cGMP-Antwort (Abb. 11) und der NO-induzierten Relaxation (Abb. 

13 und 14) wie in Thrombocyten auf eine langanhaltende Aktivierung der PDE5 zurückzu-

führen ist, sollte im nächsten Experiment geklärt werden. Hier wurde die PDE5-Aktivier-

ung anhand der Phosphorylierung in den NO-stimulierten Geweben analysiert. Die phos-

phorylierte, aktivierte PDE5 kann mittels eines phospho-spezifischen Antikörpers nachge-

wiesen werden. Es wurden die gleichen Inkubations-Bedingungen wie bei den Versuchen 

zur Desensitisierung (4.1.11) gewählt. Abbildung 15 zeigt repräsentative Ergebnisse der 

PDE5-Phosphorylierung in Aorta und Bronchius im Western-Blot. In der Aorta wurde die 

aktivierte PDE5 zu allen Zeitpunkten (10, 30, 60 min) nach der NO-Stimulation detektiert.
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Abb. 14: Desensitisierung der  NO/cGMP-vermittelten Relaxation in Bronchien 

 

Bronchien-Ringe wurden für 10 min mit 30 µM DEANO präinkubiert, das NO aus dem In-

kubationspuffer ausgewaschen und die Gefäße mit 20 µM CCh kontrahiert. Nach Erreich-

en der maximalen Kontraktion (5-10 min) wurden die Gefäße mit der halbmaximal wirksa-

men Konzentration von DEANO (1 µM) relaxiert. Als Kontrolle dienten Bronchien-Ringe 

ohne NO-Vorinkubation. (A) zeigt eine repräsentative Aufzeichnung eines Desensitisier-

ungsversuchs im Organbad. (B) zeigt die statistische Auswertung der durchgeführten Ex-

perimente. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 10 unabhängigen Experimen-

ten mit 4fach Bestimmung. 
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Abb. 15: Nachweis der  phosphorylier ten, aktivier ten PDE5 während der  

Desensitisierung 

 

Gezeigt sind repräsentative Western-Blots der zytosolischen Fraktionen (25 µg Protein) 

von Aorta und Bronchius. Mit spezifischen Antikörpern wurde die phosphorylierte, akti-

vierte Form der PDE5 nachgewiesen. Als Lade-Kontrolle wurde die PDE5 mit einem Anti-

körper nachgewiesen, der sowohl die nicht-phosphorylierte als auch die phosphorylierte 

Form erkennt. In der Aorta (A) wurde die phosphorylierte PDE5 10, 30 und 60 Minuten 

nach der NO-Stimulation detektiert. In den Bronchien (B) wurde die phosphorylierte Form 

sowohl in nicht-stimulierten als auch in NO-stimulierten Bronchien nachgewiesen. Durch 

NO-Behandlung kam es zu einer Zunahme der Phosphorylierung. Die Lade-Kontrolle zeigt 

die Anwesenheit gleicher Mengen PDE5 im Western-Blot. 
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Zehn Minuten nach der Stimulation war der Anteil der phosphorylierten PDE5 am größten, 

aber auch nach 30 bzw. 60 min war sie noch nachweisbar. Der Nachweis der gesamten 

PDE5-Menge (Lade-Kontrolle) bestätigt, daß vergleichbare Mengen an Protein analysiert 

wurden. 

Auch in Bronchien wurde die aktivierte PDE5 nach der NO-Stimulation detektiert (Abb. 

15 B). Die phosphorylierte PDE5 konnte, im Gegensatz zur Aorta, auch in den nicht-stimu-

lierten Bronchial-Geweben nachgewiesen werden. Also liegt dort auch ohne die Zugabe 

von NO ein Teil der PDE5 phosphoryliert vor, so daß der cGMP-Abbau viel schneller ein-

setzt. Nach der NO-Gabe erhöhte sich die Menge der phosphorylierten aktiven PDE5, und 

sie konnte auch 30 min nach der Stimulation noch detektiert werden.  

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß die in Thrombocyten beobachtete Desensitisierung 

sowohl in der glatten Muskulatur der Aorta und des Bronchius als auch in der Lunge nach-

gewiesen werden konnte. Wie in den Thrombocyten kommt es auch in der glatten Musku-

latur zu einer Phosphorylierung der PDE5, was auf eine cGMP-vermittelte Aktivierung 

und damit auf einen vermehrten cGMP-Abbau hindeutet. Daher ist vorstellbar, daß die 

NO-induzierte Desensitisierung einen prinzipiellen Mechanismus darstellt, mit dem Zellen 

und Gewebe, die die NO-GC und die PDE5 exprimieren, ihre Sensitivität gegenüber NO 

einstellen können.  

 

4.1.13 Die Identifizierung des Mechanismus der  NO-induzier ten Desensitisierung in 

der  glatten Muskulatur  (Kreuzdesensitisierung). 

 

Zur Desensitisierung des NO/cGMP-Signalwegs wurden verschiedene Mechanismen vor-

geschlagen, wie beispielsweise eine verringerte NO-Verfügbarkeit (Mülsch et al., 1988; 

Münzel et al., 1995; Parker und Gori, 2001) oder eine veränderte Aktivität der NO-GC 

(Bellamy et al., 2000). In Thrombocyten konnte gezeigt werden, daß die PDE5 für die De-

sensitisierung verantwortlich ist (Müllershausen et al., 2003). In diesen Zellen wird die 

PDE5 durch cGMP aktiviert und durch die ebenfalls cGMP-aktivierte PKGI phosphory-

liert. Diese Phosphorylierung stabilisiert den aktiven Zustand der PDE5, so daß sie über 

einen Zeitraum von über 60 Minuten cGMP vermehrt abbaut. Um zu ermitteln, ob die NO-

induzierte Desensitisierung in der glatten Muskulatur ebenfalls auf eine erhöhte und lang-

anhaltende PDE5-Aktivität zurückzuführen ist, wurden weitere Experimente durchgeführt. 

Da die Bestimmung der NO-GC- und PDE5-Aktivitäten im intakten Gewebe nicht möglich 

ist, wurden sie im Organbad funktionell getestet. Dazu wurde zunächst die ANP/cGMP-ver 
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mittelte Relaxation und die ANP-induzierte Desensitisierung aufgezeigt. Eine Vorinkuba-

tion mit 100 nM ANP führte über Stimulation der membranständigen GC-A ebenfalls zu 

einer Verringerung der darauffolgenden ANP-induzierten Relaxation (EC50=2 nM ANP) 

um 80 % (Abb. 16 A). Danach wurde untersucht, ob nach NO-Vorinkubation die ANP-ver-

mittelte Relaxation ebenfalls vermindert ist, was einer Kreuzdesensitisierung des 

NO/cGMP-Signalwegs entspräche.  

Dazu wurden die Aorten-Ringe mit 15 µM ProliNO vorinkubiert, das NO aus der Organ-

bad-Kammer ausgewaschen und die Gefäße mit 1 µM PE kontrahiert. Nach ca. 35 min 

wurde der maximale Kontraktionszustand erreicht, und die Gefäße wurden dann mit 2 nM 

ANP relaxiert. Zur Auswertung wurde die ANP-induzierte Relaxation der vorinkubierten 

Ringe ermittelt und diese mit der Relaxation von nicht-vorinkubierten Ringen verglichen.  

Abbildung 16 B zeigt eine repräsentative Aufzeichnung eines Kreuzdesensitisierungsver-

suchs im Organbad und die statistische Auswertung der Experimente. Kontroll-Gefäße re-

laxierten nach der Applikation von 2 nM ANP um 30 %. Vorinkubierte Aorten-Ringe zeig-

ten eine Relaxation von 10 %. Die Vorinkubation mit NO führt also zu einer 67 %igen Ab-

nahme der ANP-induzierten Relaxation. Damit konnte bestätigt werden, daß die NO- bzw. 

ANP-induzierte Desensitisierung in der Aorta nicht durch eine verminderte Aktivität der 

NO-GC vermittelt werden kann und daß ein der NO-GC nachgeschalteter Mechanismus 

für die Desensitisierung verantwortlich ist.  

Um zu zeigen, daß diese Desensitisierung auf die PDE5-Aktivität und nicht z.B. auf die 

PKGI zurückzuführen ist, wurde die Relaxation mit einem nicht-hydrolysierbaren cGMP-

Analogon (8pCPT-cGMP) untersucht. 8pCPT-cGMP vermittelt eine Relaxation durch die 

direkte Aktivierung der PKGI. Die zur Relaxation eingesetzte Konzentration des cGMP-

Analogons betrug 50 µM. Abbildung 17 zeigt eine repräsentative Aufzeichnung dieses Or-

ganbadversuchs. Die Kontroll-Gefäße und die vorinkubierten Gefäße relaxierten nach 

8pCPT-cGMP-Gabe nahezu identisch. In beiden Fällen wurde eine 50%ige Relaxation 

erreicht. Somit kam es zu keiner Verringerung der Relaxation durch die NO-Vorinkuba-

tion. Da die Relaxation durch die direkte Aktivierung der PKGI unverändert war, muß die 

Desensitisierung oberhalb der PKGI, also auf der Ebene der cGMP-Bildung oder des 

cGMP-Abbaus, stattfinden. Auch in Thrombocyten konnte ein Einfluß der NO-GC auf die 

Desensitisierung ausgeschlossen werden (Müllershausen et al., 2003). Die in der vorlie-

genden Arbeit gewonnenen Ergebnisse sprechen dafür, daß die NO-induzierte Desensiti-

sierung auch in der glatten Muskulatur auf die Aktivierung der PDE5 und den damit ver-

bundenen vermehrten und langanhaltenden cGMP-Abbau zurückzuführen ist. Da die De-
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Abb. 16: Desensitisierung und Kreuzdesensitisierung der  NO-/cGMP bzw. 

ANP/cGMP-vermittelten Relaxation  

 

Aorten-Ringe wurden zuerst mit 100 nM ANP präinkubiert und nach der Kontraktion mit 2 

nM ANP relaxiert (siehe Abb. 13). (A) zeigt die statistische Auswertung dieser Experi-

mente. (B) zeigt eine repräsentative Aufzeichnung einer Kreuzdesensitisierung im Organ-

bad. Hierzu wurden Aorten-Ringe für 10 min mit 15 µM ProliNO präinkubiert, das NO 

ausgewaschen und die Gefäße mit 1 µM PE kontrahiert. Nach dem Erreichen eines Kon-

traktions-Plateaus (30-45min) wurden die Gefäße mit 2 nM ANP (EC50) relaxiert. Zur 

Kontrolle wurden Aorten-Ringe ohne NO-Vorinkubation relaxiert. Die Werte repräsen-

tieren Mittelwerte ± SEM von 6 unabhängigen Experimenten mit 4fach Bestimmung. 
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Abb. 17: Untersuchung zum Mechanismus der  Desensitisierung  

 

Aorten-Ringe wurden für 10 min mit 15 µM ProliNO präinkubiert, das NO ausgewaschen 

und die Gefäße mit 1 µM PE kontrahiert. Nach dem Erreichen eines Kontraktions-Plateaus 

(30-45min) wurden die Gefäße mit 50 µM 8pCPT-cGMP relaxiert. Zur Kontrolle wurden 

Aorten-Ringe ohne NO-Vorinkubation relaxiert. Dargestellt ist eine repräsentative Auf-

zeichnung der PKGI-vermittelten Relaxation im Organbad. Die Werte repräsentieren Mit-

telwerte ± SEM von 8 unabhängigen Experimenten mit 4fach Bestimmung. 
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sensitisierung in verschiedenen Geweben (Aorta, Bronchien und Lunge) gezeigt werden 

konnte, kann davon ausgegangen werden, daß diese negative Feedback-Hemmung in der 

NO/cGMP-vermittelten Signaltransduktion als allgemeiner Mechanismus in allen Gewe-

ben vorkommt, die die NO-GC und die PDE5 exprimieren. 

 

4.1.14 Einfluß der  PDE3 auf die NO-induzier te Relaxation der  glatten Muskulatur  

 

In der glatten Muskulatur wird neben der PDE5 auch die PDE3 als cGMP-abbauendes En-

zym exprimiert. Der Einfluß der PDE5 wurde in den vorherigen Versuchen analysiert. In 

den folgenden Experimenten wurde nun der Einfluß der PDE3 auf den cGMP-Abbau in 

der glatten Muskulatur untersucht. Die PDE3 besitzt eine höhere Affinität für cAMP als für 

cGMP. Sie hydrolysiert aber auch cGMP. Bei steigenden intrazellulären cGMP-Konzentra-

tionen wird der cAMP-Abbau gehemmt (Juilfs et al., 1999). 

Im Organbad wurden Aorten- und Bronchien-Ringe mit 1 µM Milrinon, einem spezifisch-

en Hemmstoff der PDE3, für 10 min inkubiert und anschließend mit 1 µM PE bzw. 20 µM 

CCh kontrahiert. Als Kontrolle wurden kontrahierte Gefäße ohne Milrinon-Vorinkubation 

verwendet. Nachdem die Kontraktion ein stabiles Plateau erreicht hatte, wurden die Gefäße 

mit steigenden GSNO- bzw. DEANO-Konzentrationen relaxiert. 

Die so erhaltenen Dosis-Wirkungskurven der Aorta und der Bronchien ergaben Aufschluß 

über die NO-Sensitivität bei aktiver und gehemmter PDE3. Die in Abbildung 18 A und B 

gezeigten Dosis-Wirkungskurven für GSNO und DEANO verlaufen nahezu identisch. Die 

EC50-Werte (Aorta: 100 nM; Bronchius: 1 µM) und die zur vollständigen Relaxation 

führenden GSNO- bzw. DEANO-Konzentrationen stimmten zwischen Kontroll-Gefäßen 

und Milrinon-behandelten Gefäßen überein. Die PDE3 scheint demzufolge keinen Einfluß 

auf die NO-induzierte Relaxation in der glatten Muskulatur der Aorta und der Bronchien 

zu haben. Da in dieser Arbeit nur die NO/cGMP-vermittelte Wirkung an der glatten Mus-

kulatur untersucht wurde, wurde dem cAMP-Abbau durch die PDE3 keine weitere 

Beachtung geschenkt. 

 

4.1.15 Untersuchung der  NO/cGMP-vermittelten Relaxation in � 1-GC-defizienten 

Mäusen 

 

Um zu klären, ob NO seine Effekte nur über die NO-GC vermittelt, oder ob weitere NO-

Rezeptoren existieren, wurden Versuche mit Organen einer NO-GC-defizienten Maus
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Abb. 18: Einfluß der  PDE3 auf die NO-induzier te Relaxation  

 

Aorten- und Bronchien-Ringe wurden für 10 min mit Milrinon (1 µM) inkubiert und an-

schließend mit PE (1 µM) bzw. CCh (20 µM) kontrahiert. Nach Erreichen der maximalen 

Kontraktion (30-45 bzw. 5-10 min) wurden die Gefäße mit steigenden GSNO- bzw. 

DEANO-Konzentrationen relaxiert. Zur Kontrolle wurden Gefäße ohne Milrinon-Behand-

lung mit NO relaxiert. (A) zeigt die GSNO-Dosis-Wirkungskurve in der Aorta und (B) 

zeigt die DEANO-Dosis-Wirkungskurve im Bronchius in An- bzw. Abwesenheit von 

Milrinon. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 7 unabhängigen Experimenten 

mit 4fach Bestimmung. 
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durchgeführt. Bei diesen KO-Mäusen war die �1-Untereinheit der NO-GC auf genomischer 

Ebene ausgeschaltet worden. Da die �1-Untereinheit den Dimerisierungspartner beider NO-

GC-Isoformen darstellt, kann keine NO-GC gebildet werden. Zunächst wurde der knock-

out auf Proteinebene nachgewiesen. In Abbildung 19 A ist das Fehlen aller Untereinheiten 

der NO-GC in der KO-Maus-Aorta zu erkennen. Danach wurde die maximale NO-indu-

zierte cGMP-Produktion in Aorta und Lunge gemessen. Um die NO-induzierte cGMP-Ak-

kumulation zu maximieren, wurde sie auch in Anwesenheit des PDE5-Hemmstoffs 

Sildenafil (100 µM) gemessen. Selbst unter diesen Bedingungen konnte in den Geweben 

der NO-GC-KO-Maus kein cGMP-Anstieg gemessen werden. Der Wildtyp zeigte unter 

gleichen Bedingungen eine 120fache Erhöhung in der Aorta und eine 200fache Erhöhung 

der intrazellulären cGMP-Konzentration in der Lunge (Abb. 19 B, C). 

Durch das Ausschalten der �1-Untereinheit der NO-GC kam es also zu einem vollständigen 

Ausbleiben der NO-stimulierten cGMP-Akkumulation in Aorten- und Lungen-Gewebe. 

Diese Versuche zeigten, daß zumindest in der Maus die NO-GC der einzige Rezeptor für 

NO ist, der die cGMP-Synthese katalysiert. 

 

4.1.16 Wirkung von NO auf Aor ten-Ringe von Wildtyp- und NO-GC-KO-Mäusen  

 

Als nächstes wurde nun die physiologische Auswirkung des knock-outs im Organbad an 

Aorten-Ringen untersucht. Die myographische Messung des Muskeltonus wurde in Anwe-

senheit von L-NAME (200 µM) und Diclofenac (3 µM) durchgeführt. Abbildung 20 zeigt 

die Dosis-Wirkungskurven für Phenylephrin. KO- und Wt-Tiere zeigten bezüglich der 

Kontraktion durch Phenylephrin keine Unterschiede in der Sensitivität (EC50-Wert von 

0,02 µM).  

Zur Untersuchung der cGMP-vermittelten Relaxation wurden die im Organbad fixierten 

Aorten-Ringe zunächst mit 1 µM PE vorkontrahiert. Nach Ausbilden einer stabilen Kon-

traktion wurde mit DEANO oder GSNO relaxiert. In Abbildung 21 sind die Ergebnisse der 

NO-induzierten Relaxation von NO-GC-KO- und Wt-Aorten dargestellt. Weder DEANO 

noch GSNO führten zu einer Relaxation der Gefäße der KO-Mäuse. Im Wildtyp wurden 

EC50-Werte von ca. 80 nM DEANO bzw. 700 nM GSNO ermittelt. Diesen Ergebnissen zur 

Folge kann NO nur über die NO-GC eine Relaxation der glatten Muskulatur der Aorta 

auslösen. Die Relaxation wird demzufolge nicht über cGMP-unabhängige Mechanismen 

vermittelt. 
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unstimuliert 8 ± 2 6 ± 1  unstimuliert 3,2 ± 0,4 1,3 ± 0,2 

stimuliert  966 ± 71 3,5 ± 0,3  stimuliert  626 ± 140 1,2 ± 0,1 

 

 

 

 

 

Abb. 19: Nachweis der  NO-GC und Messung der  NO-induzier ten cGMP-

Akkumulation in Aor ten- und Lungen-Gewebe von Wildtyp- und NO-

GC-KO-Mäusen 

 

Abbildung (A) belegt das Fehlen der � - und �-Untereinheiten der NO-GC in Aorten-Gewe-

be von KO-Mäusen. Mausaortenstreifen (B) und Lungengewebe (C) von NO-GC-KO- und 

Wildtyptieren wurden 10 min mit 100 µM Sildenafil inkubiert und danach mit 100 � M 

GSNO stimuliert; der cGMP-Gehalt wurde nach 10-minütiger Inkubation mittels RIA be-

stimmt. Zur Kontrolle wurde der cGMP-Gehalt von nicht-stimuliertem Gewebe ermittelt. 

Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 3-4 unabhängigen Experimenten mit 

4fach Bestimmung. 
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Abb. 20: Phenylephr in-induzier te Kontraktion von Aor ten-Ringen von Wildtyp- 

und NO-GC-defizienten Mäusen 

 

Aorten-Ringe der KO- und Wt-Mäuse wurden mit steigenden Konzentrationen Phenyl-

ephrin inkubiert und die resultierende Kontraktion wurde gemessen. Die Werte repräsen-

tieren Mittelwerte ± SEM von 5 (Wt) und 7 (KO) Tieren mit 4fach Bestimmung. 
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Abb. 21: Wirkung von NO auf Aor ten-Ringe von NO-GC-KO- und Wildtyp-

Mäusen 

 

Zur Messung der Relaxation wurden die Aorten-Ringe der KO- und Wt-Mäuse mit 1 µM 

Phenylephrin kontrahiert und dann mit steigenden Konzentrationen der NO-Donatoren in-

kubiert und die resultierende Relaxation wurde gemessen. (A) zeigt die Relaxation mit 

GSNO und (B) mit DEANO. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 5-8 unab-

hängigen Experimenten mit 4fach Bestimmung. 
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4.2 Untersuchungen zum PDE2-Hemmstoff BAY60-7550 

 

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer PDE2-Hemmstoff, die Substanz 

BAY60-7550, publiziert. Die PDE2 wird in verschiedenen Geweben, aber nicht in der glat-

ten Muskulatur exprimiert. Sie hat im zentralen Nervensystem und im Herzen wichtige 

Funktionen. Als Hemmstoff der PDE2 wurde in bisherigen Versuchen EHNA (Erythro-9-

(2-hydroxy-3-nonyl)-adenin) eingesetzt (Podzuweit et al., 1995). EHNA hemmt jedoch ne-

ben der PDE2 (IC50 = 0,8-2 µM) zusätzlich die Adenosin Deaminase (K i = 4 nM) (Rivet-

Bastide et al., 1997). Mit BAY60-7550 wurde ein neuer Hemmstoff der PDE2 beschrie-

ben, der sehr spezifisch ist und in sehr geringen Dosen (IC50 = 2-5 nM) eingesetzt werden 

kann (Boess et al., 2004.). Mit dem Inhibitor wurden im Rahmen dieser Arbeit unerwartet 

starke cGMP-Akkumulationen im Lungengewebe gefunden. Daraufhin sollte ein möglich-

er Effekt von BAY60-7550 auf die NO-GC abgeklärt werden. Zunächst wurde die Wirk-

samkeit von BAY60-7550 in einem zellulären System getestet. Hierzu wurden zwei im In-

stitut bereits hergestellte HEK-Zelllinien verwendet (Müllershausen et al., 2003).  

Die eine Zelllinie exprimiert stabil die beiden Untereinheiten der NO-GC ( � 1, �1), ist also 

in der Lage, bei NO-Stimulation cGMP zu produzieren (HEK-GC). Von dieser Zelllinie 

ausgehend wurde eine zweite Linie generiert, die zusätzlich die PDE2 stabil exprimiert 

(HEK-GC-PDE2).  

Die stabile Expression von NO-GC und PDE2 wurde zunächst mittels Western-Blot über-

prüft. In den HEK-GC-Zellen lassen sich die beiden NO-GC-Untereinheiten mit spezifi-

schen Antikörpern detektieren (70 und 80 kDa), während in den HEK-GC-PDE2-Zellen 

zusätzlich eine stabile Expression der PDE2 (100 kDa) zu sehen ist (Abbildung 22 A). Aus 

der HEK-GC-PDE2-Zelllinie wurde nun eine zytosolische Fraktion gewonnen, um die Ak-

tivität der PDE2 in einem in vitro-Assay zu messen. Abbildung 22 B zeigt die Hemmung 

der PDE2 durch EHNA und BAY60-7550 in HEK-GC-PDE2-Zytosolen. Steigende 

BAY60-7550-Konzentrationen führen zur vollständigen Hemmung der PDE2-Aktivität mit 

einem IC50-Wert von ca. 2-5 nM, also übereinstimmend mit der Originalpublikation (Boess 

et al., 2004.). EHNA konnte die PDE2 mit einem IC50-Wert von ca. 3-5 µM hemmen, was 

den Daten der Originalpublikation entspricht (Podzuweit et al., 1995). BAY60-7550 ist 

damit ca. 1000fach potenter als EHNA. 

Als nächstes wurde die Wirkung von BAY60-7550 auf die PDE2 in intakten HEK-GC-

PDE2-Zellen untersucht. Abbildung 23 zeigt die konzentrationsabhängige cGMP-Erhöh-

ung durch BAY60-7550 mit einem EC50-Wert von ca. 30 µM. Bei 100 µM BAY60-7550



 Ergebnisse 73 

 

A 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 22: Nachweis der  Expression von NO-GC und PDE2 in HEK-Zellen und 

Hemmung der  PDE2-Aktivität durch BAY60-7550 und EHNA 

 

(A) Nachweis der PDE2 in NO-GC-exprimierenden HEK-Zellen (HEK-GC-PDE2) und 

Kontroll-Zellen (HEK-GC) mittels Western-Blot. In beiden Zellinien wurde die � 1- und �1-

Untereinheit der NO-GC bei 80 und 70 kDa detektiert. Die PDE2 wurde nur in den HEK-

GC-PDE2-Zellen bei ca. 100 kDa detektiert. (B) Jeweils 10 µl der HEK-Zell-Zytosole 

wurden mit steigenden Konzentrationen der beiden Hemmstoffe BAY60-7550 und EHNA 

inkubiert und die PDE2-Aktivität über 6 Minuten bei 37°C bestimmt. Die Werte repräsen-

tieren Mittelwerte ± SEM von 6 unabhängigen Experimenten in Triplikaten. 
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Abb. 23: BAY60-7550-induzier ter  cGMP-Anstieg in intakten HEK-GC- und 

HEK-GC-PDE2-Zellen 

 

HEK-GC- und HEK-GC-PDE2-Zellen wurden für 10 min mit steigenden Konzentrationen 

BAY60-7550 inkubiert und anschließend die entstandenen cGMP-Konzentrationen mittels 

RIA bestimmt. In beiden Zelllinien kommt es zu einem BAY60-7550-induzierten cGMP-

Anstieg mit einem Maximum bei einer Konzentration von 100 µM. Die Werte repräsen-

tieren Mittelwerte ± SEM von 8 unabhängigen Experimenten in Duplikaten. 
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entsprach dies einem 100fachen Anstieg der cGMP-Konzentration. BAY60-7550 führte 

auch in HEK-GC-Zellen zu einem 100fachen Anstieg der cGMP-Konzentration. Diese Er-

gebnisse deuten darauf hin, daß BAY60-7550 in intakten Zellen die NO-sensitive GC akti-

viert, hierzu sind allerdings höhere Konzentrationen notwendig (EC50=30 µM) als zur 

Hemmung der PDE2. 

Daher sollte nun untersucht werden, ob die Substanz die gereinigte NO-GC direkt aktiviert. 

Abbildung 24 A zeigt, daß BAY60-7550 zu einer ca. 30fachen Stimulation der gereinigten 

NO-GC führt. Der Wert der EC50 lag bei 50 µM. Dieser Wert liegt mehr als 1000fach über 

dem IC50-Wert der PDE2-Hemmung (2-5 nM). Anschließend wurde der Aktivierungsme-

chanismus näher untersucht. Zur NO-induzierten Aktivierung der NO-GC ist die prostheti-

sche Häm-Gruppe notwendig. Durch Behandlung des Enzym mit 0,5 % Tween20 kommt 

es zum Verlust der Häm-Gruppe und der Stimulierbarkeit durch NO (Foerster et al., 1996). 

Die Substanz ODQ, die als NO-GC-Inhibitor eingesetzt wird, oxidiert die Häm-Gruppe der 

NO-GC und führt so zum Verlust der NO-Stimulierbarkeit (Schrammel et al., 1996). Der 

Einfluß von BAY60-7550 wurde in Gegenwart von 0,5 % Tween20 und 1 µM ODQ erneut 

im GC-Assay getestet. Es zeigte sich, daß BAY60-7550 in Gegenwart von Tween20 und 

ODQ nicht mehr zur Stimulation der NO-GC führte (Abb. 24 B). Diese Ergebnisse 

sprechen dafür, daß BAY60-7550 seine stimulierenden Eigenschaften nur dann vermittelt, 

wenn die NO-GC durch die prosthetische Häm-Gruppe ihre aktivierbare Konformation 

einnimmt. Der Verlust der Häm-Gruppe oder deren Oxidation führen zur Konformations-

änderung und zum Verlust der Stimulierbarkeit durch BAY60-7550. 

Die Effekte von BAY60-7550 auf die NO-GC wurden zusätzlich am Aorten-Gewebe ge-

testet. Im Organbad führte die Inkubation mit BAY60-7550 zur vollständigen Relaxation 

der Maus-Aorta. Der EC50-Wert der Relaxation lag bei ca. 5 µM BAY60-7550 (Abb. 25). 

Das Ausmaß der Relaxation deutet auch hier darauf hin, daß BAY60-7550 einen kombina-

torischen Effekt ausübt, indem es sowohl die PDEs hemmt als auch die NO-GC aktiviert. 

Die Stimulation der NO-GC mit BAY60-7550 in intakten Zellen erfolgt erst bei höheren 

Konzentrationen als die Hemmung der PDE2. Da bei Untersuchungen am intakten Gewebe 

in der Regel höhere Konzentrationen von BAY60-7550 nötig sind als bei gereinigten Frak-

tionen oder Enzymen, kann eine Erhöhung der cGMP-Konzentration nicht unbedingt nur 

auf die Hemmung der PDE2, sondern gegebenenfalls auch auf eine Stimulation der NO-

GC zurückgeführt werden.  
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Abb. 24: Stimulation der  gereinigten NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase durch 

BAY60-7550 und Untersuchungen zum Aktivierungsmechanismus 

 

Die gereinigte Guanylyl-Cyclase wurde mit steigenden Konzentrationen BAY60-7550 

bzw. mit den angegebenen Substanzen für 10 min bei 37°C inkubiert und die Aktivität 

wurde wie in 3.1.6 beschrieben ermittelt. (A) zeigt die konzentrationsabhängige 

Stimulation der NO-GC durch BAY60-7550 mit einem EC50-Wert von 50 µM. In (B) 

wurde der Effekt von BAY60-7550 in Ab- bzw. Anwesenheit von 0,5 % Tween20 oder 

1 µM ODQ bestimmt. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± SEM von 5-10 

unabhängigen Experimenten mit 3fach Bestimmung. 
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Abb. 25: Wirkung von BAY60-7550 auf die glatte Muskulatur  der  Maus-Aor ta 

 

Zur Messung der Relaxation wurden die Aorten-Ringe der Wt-Mäuse mit 1 µM Phenyl-

ephrin kontrahiert und dann mit steigenden Konzentrationen von BAY60-7550 inkubiert 

und die resultierende Relaxation wurde gemessen. Die Werte repräsentieren Mittelwerte ± 

SEM von 8 unabhängigen Experimenten mit 4fach Bestimmung. 
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5. Diskussion 
 

Der Tonus der glatten Gefäßmuskulatur ist eine wichtige Komponente innerhalb der kar-

diovaskulären Homöostase. Einige pathophysiologische Zustände werden auf einen zu 

hohen Gefäßmuskeltonus, d.h. auf eine gestörte Relaxation und/oder auf eine übermäßige 

Kontraktion der glatten Muskulatur zurückgeführt. Die Relaxation der glatten Gefäßmus-

kulatur wird über die NO/cGMP-Signalkaskade vermittelt. Dabei bilden NO-Synthasen im 

Endothel der Blutgefäße auf ein Ca2+-Signal hin vermehrt NO, welches die NO-sensitive 

GC in der glatten Muskelschicht stimuliert. Diese katalysiert die Bildung von cGMP, wel-

ches über verschiedene Effektor-Proteine die NO-induzierte Relaxation der glatten Gefäß-

muskulatur vermittelt. Das im Endothel gebildete NO diffundiert nicht nur in die benach-

barte Muskelschicht, sondern auch in die Thrombocyten im Gefäßlumen, in denen es die 

Aggregation hemmt. In Thrombocyten wurde der NO/cGMP-Signalweg untersucht und 

eine Desensitisierung durch NO aufgezeigt (Müllershausen et al., 2001). Der dieser Desen-

sitisierung zugrunde liegende Mechanismus konnte aufgeklärt werden, es zeigte sich, daß 

die PDE5-Aktivität als entscheidender Faktor die Dauer und die Intensität eines cGMP-

Signals mitbestimmt. Die NO-induzierte Desensitisierung des NO/cGMP-Signalwegs 

könnte auch eine Rolle im Rahmen der bereits seit 130 Jahren bekannten Nitrat-Toleranz 

spielen. Als Nitrat-Toleranz wird die innerhalb von 24 Stunden auftretende Wirkungsver-

ringerung bei kontinuierlicher Gabe von Nitraten bezeichnet. Zur Nitrat-Toleranz wurden 

verschiedene Mechanismen beschrieben, wie zum Beispiel eine verminderte NO-stimulier-

te Aktivität der NO-GC (siehe auch 1.1.6). 

 

5.1 Desensitisierung des NO/cGMP-Signalwegs in der  glatten Muskulatur  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die NO/cGMP-Signalkaskade in verschiedenen glattmus-

kulären Organen genauer untersucht. Zuerst wurde die bereits für Thrombocyten be-

schriebene Desensitisierung der cGMP-Antwort (Müllershausen et al., 2001) auch in Rat-

ten-Aorten und in einem nicht-glattmuskulären System, der Maus-Lunge, aufgezeigt. In 

Thrombocyten wurde die Desensitisierung nur auf der Ebene der cGMP-Antwort nachge-

wiesen. In dieser Arbeit ist es gelungen, die funktionelle Relevanz der Desensitisierung in 

der glatten Muskulatur nachzuweisen. So führten aufeinander folgende NO-Applikationen 

im Organbad an Aorten- und Bronchienringen zu einer Verringerung der NO-induzierten 
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Relaxation. Durch eine Vorinkubation mit einer vergleichsweise niedrigen NO-Konzentra-

tion nimmt also die Responsivität der glatten Gefäßmuskulatur gegenüber einer weiteren 

NO-Stimulation ab. Die schnelle und lange andauernde Reduktion der cGMP-Antwort 

nach NO-Vorinkubation kann durch eine veränderte NO-GC-Aktivität, eine veränderte 

PDE-Aktivität oder durch eine Kombination beider Mechanismen bedingt sein. Um die 

Rolle der PDE5 zu analysieren, mußte ihre Aktivität im Verlauf der Desensitisierung un-

tersucht werden. Im Thrombocytenlysat (Müllershausen et al., 2001) konnte die Aktivität 

der PDE5 direkt gemessen und eine Zunahme der Aktivität nachgewiesen werden. Es zeig-

te sich, daß eine cGMP-vermittelte PDE5-Aktivierung mit einer Phosphorylierung des En-

zyms einhergeht, die zu einer langanhaltenden Stabilisierung des aktiven Zustands führte. 

Diese Messungen sind im intakten Gewebe jedoch nicht möglich. Der Aktivitätszustand 

der PDE5 wurde im glattmuskulären Gewebe dementsprechend über die Detektion der 

phosphorylierten PDE5 auf Proteinebene analysiert. Auch in der glatten Muskulatur des 

Bronchius und der Aorta führt NO über cGMP zur Phosphorylierung der PDE5. Auch 60 

Minuten nach NO-Vorinkubation konnte noch aktive, d.h. phosphorylierte PDE5 nachge-

wiesen werden, weshalb davon ausgegangen werden kann, daß die PDE5 an der Desensiti-

sierung beteiligt ist. Die Abnahme phosphorylierter PDE5 über die Zeit entsprach dabei 

der jeweiligen Zunahme der Ansprechbarkeit des NO/cGMP-Signalwegs nach erneuter 

NO-Stimulation (siehe Abb. 10). 

Analog dazu konnte in Bronchien ebenfalls eine Zunahme phosphorylierter PDE5 nach 

NO-Stimulation gezeigt werden. Der Nachweis der Desensitisierung auf cGMP-Ebene ließ 

sich in diesem Organ aufgrund des geringen cGMP-Gehalts nicht durchführen (siehe Abb. 

4 D). Die geringen cGMP-Konzentrationen lassen sich durch den vergleichsweise hohen 

PDE5- und niedrigen NO-GC-Gehalt in Bronchien im Vergleich zur Aorta erklären. Darü-

berhinaus wurde bereits ohne Zugabe von NO phosphorylierte PDE5 in den Bronchien 

nachgewiesen, was auf ihren hohen Aktivitätzustand hinweist. Diese Ergebnisse ent-

sprechen dem Modell eines negativen Rückkopplungsmechanismus des NO/cGMP-Signal-

wegs, der publiziert wurde (Müllershausen et al., 2003). Dabei aktiviert cGMP zunächst 

die PDE5 und die PKGI, die die PDE5 phosphoryliert und dadurch ihren aktiven Zustand 

über einen längeren Zeitraum aufrecht erhält. Eine durch einen weiteren NO-Stimulus in-

duzierte cGMP-Antwort wird durch die bereits aktivierte PDE5 daher reduziert. Dieser ne-

gative Rückkopplungsmechanismus des NO/cGMP-Signalwegs konnte in dieser Arbeit 

auch an der glatten Muskulatur gezeigt werden.  
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Um den Einfluß der PDE5 auf die Desensitisierung der NO-induzierten cGMP-Antwort 

und der Relaxation zu bestätigen, wurden weitere Versuche im Organbad durchgeführt. 

Hierbei konnte eine Kreuzdesensitisierung nachgewiesen werden, d.h. die Vorinkubation 

mit NO führte auch zu einer verringerten Relaxation durch ANP, dem Stimulator der mem-

brangebundenen GC-A. Da die GC-A zuvor nicht durch ANP stimuliert worden war, ist 

ein desensitisierter Zustand der GC-A unwahrscheinlich. Hieraus kann geschlußfolgert 

werden, daß die Desensitisierung sehr wahrscheinlich nicht auf der Ebene der NO-GC 

stattfindet, sondern auf Ebene der cGMP-Effektoren oder des cGMP-Abbaus. Da die durch 

8pCPT-cGMP hervorgerufene Relaxation nicht durch eine NO-Vorinkubation verringert 

wurde, ist eine Desensitisierung auf Ebene der PKGI und darunter auszuschließen. Als 

wahrscheinlicher Mechanismus der NO-induzierten Desensitisierung in der glatten Musku-

latur bleibt, analog zum Thrombocytenmodell, die durch die NO-Vorinkubation hervorge-

rufene Phosphorylierung und langanhaltende Aktivierung der PDE5, die bei einem erneu-

ten NO-Stimulus für einen vermehrten cGMP-Abbau sorgt. 

Weitere Untersuchungen in der glatten Muskulatur der Aorta und des Bronchius zeigten, 

daß die PDE3 keinen Einfluß auf die NO-induzierte Relaxation hat und somit auch zur De-

sensitisierung nicht beiträgt. Es kann davon ausgegangen werden, daß die NO-induzierte 

Desensitisierung in allen glattmuskulären Geweben durch die PDE5 vermittelt wird. Der 

weitere Einfluß von cAMP und der Kalzium-regulierten PDE1 auf die Relaxation der glat-

ten Muskelzellen wurden in der vorliegenden Arbeit nicht thematisiert.  

Um zu ermitteln, ob NO auch durch Stimulation anderer Rezeptoren die cGMP-Synthese 

steigert bzw. eine Relaxation vermittelt, wurde NO-GC-KO-Maus-Gewebe untersucht. 

Zuerst wurde das Gewebe auf Ebene der intrazellulären cGMP-Synthese in Aorta und Lun-

ge und später im Organbad charakterisiert. Im NO-GC-KO-Gewebe ließ sich keine NO-in-

duzierte cGMP-Synthese nachweisen, und im Organbad war die NO-induzierte Relaxation 

der NO-GC-KO-Maus-Aorta komplett aufgehoben. Die cGMP-Synthese und die cGMP-

vermittelte Relaxation, die durch NO hervorgerufen werden, können dementsprechend nur 

über die NO-GC vermittelt werden.  

 

5.2 Zusammenhang von NO-GC- und PDE5-Expression, der  NO-induzier ten 

cGMP-Antwor t und der  resultierenden Relaxation in der  glatten Muskulatur  

 

In allen untersuchten glattmuskulären Organen (Aorta, Vene und Bronchius) und der Lun-

ge zeigte die NO-induzierte cGMP-Antwort einen charakteristischen transienten Zeitver-
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lauf mit einem schnellen Anstieg und darauffolgenden Abfall der intrazellulären cGMP-

Konzentration (siehe Abb. 4). Die maximal erreichten cGMP-Konzentrationen waren in 

den einzelnen Organen jedoch sehr unterschiedlich. In der Aorta waren die Konzentration-

en am höchsten, im Bronchius und in der Lunge wurden deutlich geringere Konzentration-

en gemessen und in der Vene waren sie am niedrigsten. Gründe dafür lieferte der quantita-

tive Vergleich der exprimierten cGMP-bildenden und -abbauenden Enzyme. In der Aorta 

wurde die größte Menge an NO-GC und geringste Menge an PDE5 exprimiert, was die 

vergleichsweise hohen cGMP-Konzentrationen erklärt. In Bronchius und Vene zeigte sich 

eine geringere Menge an NO-GC und eine höhere Menge an PDE5. In Bronchien und 

Venen ist das Verhältnis von cGMP-Synthese und -Abbau im Vergleich zur Aorta zugun-

sten des Abbaus verschoben, eine verminderte Synthese von cGMP steht also einer höhe-

ren abbauenden Kapazität gegenüber. Die dominante Rolle der PDE5 beim cGMP-Abbau 

in der glatten Muskulatur wurde durch den Einsatz von Sildenafil verifiziert (Rybalkin et 

al., 2002, 2003). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß die PDE5 in 

den hier untersuchten glattmuskulären Organen maßgeblich für den cGMP-Abbau verant-

wortlich ist. 

Um die physiologische Relevanz der cGMP-Antworten am Gewebe zu untersuchen, wur-

den anschließend Organbad-Experimente durchgeführt. Diese ex vivo-Methode bietet den 

Vorteil, Untersuchungen an einem funktionellen Organ über einen langen Zeitraum durch-

führen zu können. Der direkte Vergleich zwischen Aorta und Bronchius zeigte eine ver-

gleichbare Ansprechbarkeit auf die kontrahierenden Agonisten Phenylephrin und Carbach-

ol, und eine im Verhältnis zur Aorta geringe Ansprechbarkeit des Bronchius auf den re-

laxierenden NO-Donator GSNO. So wirkt GSNO in der Aorta bereits bei ca. 100fach nie-

drigeren Konzentrationen als in den Bronchien (siehe Abb. 9 A). Auch hier bietet sich das 

Mengen-Verhältnis von NO-GC zu PDE5 in diesen Geweben als Erklärung an (Abb. 3). 

Im Bronchius ist die Menge an NO-GC deutlich geringer als in der Aorta, weshalb grund-

sätzlich weniger cGMP gebildet wird. Zusätzlich ist die PDE5-Menge im Bronchius größer 

als in der Aorta, das gebildete cGMP unterliegt also einem vermehrten Abbau durch die 

PDE5. In Übereinstimmung mit diesen Befunden ist die für die Relaxation des Bronchius 

benötigte NO-Konzentration in Vergleich zur Aorta erhöht. Diese Ergebnisse gewinnen 

eine besondere Bedeutung im Hinblick auf pharmakologische Eingriffe in die NO/cGMP-

Signalkaskade unterschiedlicher Organe. So wird die vergleichsweise hohe Expression der 

NO-GC in der Aorta pharmakologisch bereits seit über 130 Jahren durch den Einsatz von 

NO-Pharmaka zur Behandlung kardiovaskulärer Erkrankungen erfolgreich ausgenutzt. 
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Generell stellt aber auch die Hemmung von PDEs einen erfolgsversprechenden pharmako-

therapeutischen Ansatz dar, die intrazelluläre Konzentration cyclischer Nukleotide zu er-

höhen. So würde sich für eine Erhöhung der intrazellulären cGMP-Konzentration im Bron-

chius eher ein PDE5-Hemmstoff anbieten als ein Aktivator der NO-GC. Im Tiermodell 

wurde bereits der wirksame Einsatz von Sildenafil bei pulmonalen Erkrankungen (z.B. pul-

monale Hypertonie) nachgewiesen (Toward et al., 2004). 

Bei dem Vergleich der für die cGMP-Antwort bzw. Relaxation benötigten NO-Konzentra-

tionen in der Aorta zeigte sich, daß eine Relaxation bereits bei NO-Konzentrationen ausge-

löst wird, bei denen noch kein Anstieg der cGMP-Konzentration meßbar ist. Es kann da-

von ausgegangen werden, daß NO in der Zelle zu lokalen cGMP-Erhöhungen führt, die in 

der Lage sind, eine Relaxation auszulösen. Aufgrund der hier eingesetzten Meßmethoden 

können die NO-induzierten cGMP-Anstiege jedoch nur im gesamten Gewebe und nicht 

subzellulär am eigentlichen Wirkort gemessen werden. Der Vergleich zwischen cGMP-

Menge und NO-induzierter Relaxation war im Bronchius aufgrund des geringen cGMP-

Gehalts nicht möglich.  

 

5.3 Die Wirkung von BAY60-7550 auf die PDE2 und die NO-GC 

 

Hemmstoffe und Aktivatoren von Enzymen stellen wichtige Werkzeuge in der biomedizi-

nischen Forschung dar. Die PDE2 wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, sie baut 

cAMP und cGMP ab und übernimmt eine wichtige Rolle im cross talk zwischen den 

cAMP- und cGMP-Signalwegen. Mit BAY60-7550 wurde ein neuer PDE2-Hemmstoff 

publiziert (Boess et al., 2004). Dieser Hemmstoff kann im Vergleich zum bisher eingesetz-

ten PDE2-Inhibitor EHNA in geringeren Konzentrationen (nM) eingesetzt werden. Erst ab 

100fach höheren Konzentrationen wirkt er unspezifisch auf andere PDEs. Obwohl 

BAY60-7550 als PDE2-Hemmstoff publiziert wurde, konnte in der vorliegenden Arbeit 

eine Wirkung auf die NO-GC gezeigt werden. In intakten HEK-GC-Zellen war auch in 

Abwesenheit der PDE2 ein signifikanter cGMP-Anstieg meßbar.  

Die Wirkung von BAY60-7550 wurde dann an der gereinigten NO-GC verifiziert. 

BAY60-7550 führte konzentrationsabhängig zur 30fachen Stimulation des Enzyms. Weite-

re Untersuchungen zum Aktivierungsmechanismus der NO-GC durch BAY60-7550 erga-

ben, daß die stimulierenden Eigenschaften nur dann vermittelt werden, wenn die NO-GC 

mit einer prosthetische Häm-Gruppe in ihrer aktivierbaren Konformation vorliegt. Der 

Verlust der Stimulierbarkeit durch BAY60-7550 durch Oxidation oder das Herauslösen der 
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Häm-Gruppe weist darauf hin, daß für die BAY60-7550-induzierte Aktivierung der NO-

GC eine intakte Häm-Gruppe notwendig ist.  

Um die physiologische Relevanz der BAY60-7550-induzierten NO-GC-Stimulation in ei-

nem natürlichen System zu klären, wurden ex vivo-Untersuchungen an glattmuskulären 

Aortengeweben im Organbad durchgeführt. Dabei führte BAY60-7550 zu einer konzentra-

tionsabhängigen Relaxation der Aorta. Da die PDE2 im glatten Muskel nicht exprimiert 

wird, kann davon ausgegangen werden, daß die Relaxation durch BAY60-7550 in der Tat 

durch die Stimulation der NO-GC hervorgerufen wurde. Es bleibt also festzuhalten, daß für 

Untersuchungen am Gewebe oder an ganzen Zellen, bei denen mikromolare BAY60-7550-

Konzentrationen eingesetzt werden, neben der unspezifischen Hemmung anderer PDEs 

(Boess et al., 2004) auch die Wirkung auf die NO-GC berücksichtigt werden muß. 
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6. Zusammenfassung 
 

Die NO/cGMP-vermittelte Signalkaskade spielt eine wichtige Rolle im kardiovaskulären 

System. Sie vermittelt die Relaxation glatter Gefäßmuskulatur und kontrolliert damit den 

Tonus der glatten Muskulatur innerhalb der kardiovaskulären Homöostase. Dabei stimu-

liert endogen freigesetztes NO die NO-sensitive Guanylyl-Cyclase, die daraufhin vermehrt 

cGMP bildet. Das Signalmolekül cGMP stimuliert verschiedene Effektoren, wie 

cGMP-abhängige Proteinkinasen, cGMP-abhängige Phosphodiesterasen und cGMP-regu-

lierte Ionenkanäle, die das NO/cGMP-Signal physiologisch umsetzen. Abgebaut wird das 

cGMP durch Phosphodiesterasen, die den cGMP-Effekt beenden und damit die Dauer und 

Intensität eines cGMP-Signals entscheidend mitbestimmen. In Thrombocyten ist die lang-

anhaltende Aktivierung der PDE5 durch cGMP für die NO-induzierte Desensitisierung des 

Signalwegs verantwortlich. Dieser Mechanismus würde eine Erklärung für die Nitrat-Tole-

ranz eines Organismus nach mehrfacher NO-Applikation bieten. Ziel der vorliegenden Ar-

beit war es, die NO/cGMP-Signalkaskade in verschiedenen glattmuskulären Geweben zu 

untersuchen, eine mögliche NO-induzierte Desensitisierung nachzuweisen und den zugrun-

deliegenden Mechanismus aufzuklären.  

Zuerst wurde die Expression einzelner Komponenten der NO/cGMP-Signalkaskade auf 

Proteinebene in Aorta, Bronchius, Vene und in der nicht-glattmuskulären Lunge aufge-

zeigt. Danach wurde der Zeitverlauf der NO-induzierten cGMP-Antwort durch cGMP-

Messungen in verschiedenen Geweben aufgenommen. In allen Geweben zeigte die cGMP-

Messung nach NO-Stimulation einen transienten, d.h. nur vorübergehenden Verlauf der 

cGMP-Antwort. Auch die Stimulation der membranständigen Guanylyl-Cyclase (GC-A) 

durch ANP führte zu diesem charakteristischen transienten Verlauf der cGMP-Antwort. 

Das Ausmaß und die Dauer der cGMP-Erhöhung unterschied sich in den jeweiligen Gewe-

ben, was durch die unterschiedlich starke Expression der cGMP-auf- und abbauenden En-

zyme erklärt werden konnte. Der transiente Verlauf der cGMP-Antwort legt eine komplexe 

Regulation des NO/cGMP-Signalwegs nahe, welche entweder auf der Ebene der cGMP-

Bildung oder auf der Ebene des cGMP-Abbaus stattfinden muß. Es konnte gezeigt werden, 

daß der cGMP-Abbau und somit die Terminierung des Signals in der glatten Muskulatur 

hauptsächlich durch die PDE5 katalysiert wird.  

Die physiologische Relevanz der cGMP-Antwort äußerte sich in einer Relaxation der glat-

ten Muskulatur, wobei eine Relexation bereits bei NO-Konzentrationen ausgelöst wurde, 



 Zusammenfassung 85 

bei denen noch kein Anstieg der cGMP-Konzentration meßbar war. Der Vergleich der Re-

laxation zwischen Aorta und Bronchius zeigte eine geringere Sensitivität des Bronchius 

gegenüber NO im Vergleich zur Aorta, was ebenfalls auf die unterschiedlich starke Ex-

pression der Proteine (NO-GC und PDE5) zurückgeführt werden kann. 

Durch eine kurze NO-Vorinkubation konnte eine Desensitisierung der NO-induzierten 

cGMP-Antwort in der glatten Muskulatur und in der Lunge nachgewiesen werden. Die 

nachgewiesene Phosphorylierung der PDE5 wurde als Hinweis auf eine Aktivierung der 

PDE5 gewertet, und es wurde davon ausgegangen, daß die erhöhte und langanhaltende 

PDE5-Aktivierung die Reduktion des cGMP-Signals bedingt. In weiteren ex vivo-Versuch-

en sollten nun die physiologischen Auswirkungen der verminderten cGMP-Antwort ermit-

telt werden. Nach kurzer NO-Vorinkubation zeigten Aorten- und Bronchiengewebe eine 

verminderte NO-induzierte Relaxation. Diese Ergebnisse zeigen, daß die durch cGMP ver-

mittelte Aktivierung der PDE5 nicht nur die NO-induzierte cGMP-Antwort begrenzt, son-

dern auch zu einer Abschwächung der physiologischen Funktion führt. Um die Aktivier-

ung der PDE5 als möglichen Mechanismus der Desensitisierung weiter einzugrenzen, 

wurden mit der Aorta Kreuzdesensitisierungs-Versuche durchgeführt. Mit diesen Experi-

menten konnte nachgewiesen werden, daß weder die NO-GC noch die PKGI für die verrin-

gerte cGMP-vermittelte Relaxation verantwortlich ist. Auch konnte ein Einfluß der eben-

falls in diesen Geweben exprimierten PDE3 ausgeschlossen werden. Insgesamt deuten die 

Experimente also darauf hin, daß in der glatten Muskulatur, ähnlich wie in Thrombocyten, 

die cGMP-induzierte PDE5-Aktivierung nach NO-Vorinkubation zu einer Abnahme der 

cGMP-Antwort und auch zu einer Abnahme der Relaxation führt. Mit Hilfe von Geweben 

der NO-GC-KO-Mäuse konnte belegt werden, daß NO in Abwesenheit der NO-GC weder 

die cGMP-Synthese noch eine Relaxation induzieren kann. Dementsprechend kann davon 

ausgegangen werden, daß die NO-GC den einzigen Rezeptor für NO im Organismus dar-

stellt. 

Weiteres Ziel war die Untersuchung der Wirkung des im Verlauf der vorliegenden Arbeit 

beschriebenen PDE2-Hemmstoffs BAY60-7550 auf einzelne Komponenten der 

NO/cGMP-Signalkaskade. Anhand von in vitro-Studien konnte die Inhibition der PDE2 

bei niedrigen BAY60-7550-Konzentrationen verifiziert werden. Darüber hinaus konnte je-

doch auch eine Häm-abhängige Aktivierung der NO-GC durch hohe Konzentrationen von 

BAY60-7550 festgestellt werden, die auch in intakten Zellen und ex vivo funktionell in Or-

ganbadexperimenten nachweisbar war. 
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9. Abkürzungsverzeichnis 
 

ANP   Atriales natriuretisches Peptid 

ATP   Adenosin-5’ -triphosphat 

BAY41-2272 [3-(4-Amino-5-cyclopropylpyrimidin-2-y1)-1-(2-fluorobenzyl)-1H-

pyrazolo[3,4-b]pyridin] 

BAY60-7550 [2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-7-[(1R)-1-[(1R)-1-hydroxyethyl]-4-

phenylbutyl]-5-methylimidazo[5,1-f] [1,2,4] triazin-4(3H)-one] 

BNP   natriuretisches Peptid des Hirns (brain-derived natriuretic peptide) 

BKCa   Kalzium-kontrollierter Kaliumkanal 

BSA   Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 

CaM   Calmodulin 

cAMP   cyclisches Adenosin-3’ ,5’ -monophosphat 

CCh   Carbachol (Acetylcholinester) 

cGMP   cyclisches Guanosin-3’ ,5’ -monophosphat 

CNG-Kanal  durch cyclische Nukleotide regulierter Ionenkanal 

CNP   natriuretisches Peptid Typ C 

cpm   Zählrate radioaktiver Strahlung (counts per minute) 

DAG    Diacylglycerol 

DEA   Diethylamin 

DEA-NO Diethylamin-NONOate (1-Diethyl-2-Hydroxy-2-Nitroso-Hydrazin) 

DETA-NO (Z)-1-[2-Aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl) amino] diazen-1-ium-

1,2-diolate 

DMEM Nährmedium für Säugerzellen (4500 mg/l Glukose, L-Glutamin, 

Pyruvat) 

DTT   D,L-Dithiothreitol 

EC50   halbmaximal effektive Konzentration 

EDRF   ‘endothelium-derived relaxing factor’  

EDTA   Ethylendinitrilotetraessigsäure 

EHNA   Erythro-9-(2-Hydroxy-3-Nonyl) Adenin 

eNOS   endotheliale NO-Synthase 

ER   endoplasmatisches Retikulum 

ET1   Endothelin-1 
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FAD   Flavinadenindinukleotid 

FMN   Flavinmononukleotid 

GAF-Domäne Domäne aus cGMP-Phosphodiesterasen, Adenylyl-Cyclasen und 

FhIA (E.coli formate hydrogen lyase transcriptional activator) 

GC (NO-GC)  NO-sensitive Guanylyl-Cyclase 

GPCR   G-Protein-gekoppelter Rezeptor (G-protein-coupled receptor) 

GSNO   S-Nitroso-L-Glutathion 

GTP, GDP, GMP Guanosin-5’ -triphosphat,-diphosphat,-monophosphat 

HEK   human embryonic kidney 

5-HT   Serotonin (5-Hydroxytryptamin) 

IC50   halbmaximale inhibierende Konzentration 

IgG   Immunglobulin G 

iNOS   induzierbare NO-Synthase 

IP3   Inositol-1,4,5-triphosphat 

IRAG    IP3-Rezeptor-assoziiertes PKGI-Substrat 

ISDN   Isosorbid-dinitrat 

kDA   Kilo-Dalton (103 x g x mol-1) 

kM   Michaelis-Konstante 

LDL   ‘ low density lipoprotein’  

L-NAME  Nω-Nitro-L-Argenin-Methylester 

M   mol pro Liter 

MLC   Myosin-Leichte-Kette 

MLCK   Myosin-Leichte-Kette-Kinase 

MLCP   Myosin-Leichte-Kette-Phosphatase 

NADPH  Nikotinamidadenindinukleotidphosphat 

nNOS   neuronale NO-Synthase 

NO   Stickstoffmonoxid 

NOS   NO-Synthase 

NTG   Tri-Nitro-Glycerin 

ODQ   1H-[1,2,4,]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one 

PBS    Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphat buffer saline) 

8pCPTcGMP  8(-4-Chlorophenylthio)-guanosin 3’ ,5’ -cyclic monophosphat 

PDE   Phosphodiesterase 

PE   Phenylephrin 
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PGI2   Prostaglandin I2 (auch: Prostacyclin) 

PIP2   Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PKA   cAMP-abhängige Proteinkinase 

PKG   cGMP-abhängige Proteinkinase 

PKGI   cGMP-abhängige Proteinkinase Typ I 

PLC   Phospholipase C 

PMSF   Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid 

Sc-cGMP-TME Succinyl-cGMP-Tyrosinmethylester 

SDS   Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl sulfate) 

SNP   Natriumnitroprussid (Sodium nitroprusside) 

SR   Sarkoplasmatisches Retikulum 

TEA/HCl   Triethanolamin Hydrochlorid 

TRP   ‘ transient receptor potential’  

TXA2   Tromboxan A2 

VASP   Vasodilator stimuliertes Phosphoprotein 

Vmax   maximale Reaktionsgeschwindigkeit 

YC-1   3-(5’ -Hydroxymethyl-2’ -Furyl)-1-Benzyl-Indazol 

% (v/v)  Volumenprozent (volume/volume) 

% (w/v)  Gewichtsprozent (weigt/volume) 
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